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AVANT-PROPQOS

A ce jour, plus de 39 millions de personnes vivent avec le virus de
I'immunodéficience humaine (VIH) et, malgré toute la prévention et les avancées
scientifiques mises en place depuis le début de cette pandémie, le nombre de
personnes nouvellement infectées continue d'alarmer les autorités de santé
publique. Paradoxalement, I'accés aux traitements antirétroviraux permettant de
vivre normalement avec la maladie, ainsi que I'émergence de traitements a visée
prophylactique sont a l'origine d'une banalisation de la dangerosité de cette
infection. Aucun traitement permettant d'éradiquer la maladie n'a, pour le moment,
été trouvé, et ce, malgre tous les efforts déployés dans ce but. La compréhension
des mécanismes viraux et immunitaires impliqués dans cette infection est donc

d’'autant plus primordiale aujourd’hui.

La complexité de l'infection ainsi que le diagnostic malheureusement tardif
des patients ne permettent pas une étude compléte des dérégulations du systeme
immunitaire qui sont induites lors de la phase précoce de l'infection par le VIH. Dans
ce contexte, I'étude des réponses immunitaires au sein d'un modele d'infection
inductible de primate non-humain représente un atout majeur dans la recherche
préclinique contre le VIH. Au cours de mes travaux de these, nous avons utilisé un
modele de macaque Cynomolgus d'infection par le virus de I'immunodéficience
simienne (SIV) afin d'étudier le réle d'une nouvelle population de cellule dendritique
qui joue un role clé dans la mise en place des réponses immunitaires, mais qui est
préférentiellement infectée par le VIH in vitro. Les résultats obtenus au cours cette
étude devraient apporter une meilleure compréhension sur la dérégulation de cette
population de cellules lors de la phase précoce de l'infection par le SIV/VIH et

pourraient ouvrir la voie vers l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques.
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Le systeme immunitaire est un systeme complexe d'interactions cellulaires,
moléculaires et chimiques nécessaires a la destruction d'un pathogene rencontre.
La réponse immunitaire est mise en place en deux principaux temps : la
reconnaissance du pathogene et sa destruction accompagnée de sa prise en charge,
phase de I'immunité dite « /nnée » puis la mise en place d'une réponse immunitaire
spécifique et efficace contre ce pathogene lors de la phase de I'immunité dite «
adaptative ». Pendant plusieurs années, aucun lien n'était connu entre ces deux

pans.

L'immunité innée est constituée a la fois par les barrieres physiques
(muqueuses, peau, mucus, sucs gastriques) et des acteurs cellulaires empéchant les
agents infectieux de se disséminer dans notre organisme. Cette réponse
immunitaire (RI) a comme particularité d'étre mise en place tres rapidement et de
ne pas étre spécifique des pathogenes. Les principales familles cellulaires de
I'immunité innée sont: les macrophages, les neutrophiles, les monocytes, les

cellules NK et les ILCs.

D'un autre c6té, limmunité adaptative repose sur l'activation des
lymphocytes T et B. Les Lymphocytes T (LT) produisent principalement une réponse
a médiation cellulaire alors que les lymphocytes B (LB) engendrent une réponse
humorale par la production d'anticorps. Durant les années 1950, il était proposé
que les lymphocytes exprimaient des récepteurs pour les antigenes et qu'ils
proliféraient seulement quand l'antigene rencontré correspondait a ce récepteur
(Burnet, 7959). Les mécanismes d'activation des lymphocytes restaient encore tres

peu connus.

En 1989, Charles Janeway émit l'idée que des récepteurs de I'immunité innée
étaient en charge de la reconnaissance de motifs de microorganismes ou de tissus

endommagés et que ces récepteurs permettaient de faire le lien entre les réponses
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innées et adaptatives (Charles A. Janeway Jr, 1989). Ce postulat fut vérifié lorsque
les équipes de Jules Hoffmann et de Charles Janeway découvrirent que des
récepteurs activateurs des réponses innées nommés Toll-Like Récepteurs (TLR)
régulaient les expressions de genes impliqués dans l'activation des cellules
immunitaires chez la drosophile et les mammiferes (Lemaitre et al, 7996,
Medzhitov, Preston-Hurlburt and Janeway, 1997). Cette découverte majeure a été

récompensée du Prix Nobel de médecine en 2011.

Par ailleurs, ces travaux, associés a ceux de |'équipe de Bruce Beutler
(Poltorak et al,, 1998) ont permis de comprendre comment un pathogéne entrainait
I'activation de plusieurs voies de signalisation cruciales pour la mise en place des
réponses immunitaires adaptatives. Il est maintenant admis que dans le but de
détecter les infections et de remplir leur réle de sentinelles, les cellules immunitaires
innées expriment différents récepteurs de danger nommes « Pattern Recognition
Receptors » ou PRR. Ces récepteurs sont exprimés a la surface des cellules, mais
également dans les compartiments intracellulaires ou encore retrouvés sous formes
solubles dans le sang, les tissus et différents fluides de I'organisme tel que la salive
(Janeway and Medzhitov, 2002; Zunt et al, 2009). lls ont pour but de reconnaitre les
pathogenes par le biais de motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP) ou
aux dommages cellulaires (DAMP) et d'induire une cascade de réactions menant a
I'opsonisation, l'activation du complément et des processus de coagulation ou
encore la production de médiateurs pro-inflammatoires (Janeway and Medzhitov,
2002, Altfeld and Gale, 2015 O’Keeffe, Mok and Radford, 2015). Deux principales
familles de PRR sont connues a ce jour : les Récepteurs de type Lectines C ou « CLR »
et les TLR. Les CLRs, exprimés par les cellules myéloides, permettent de détecter a
la fois les microbes, mais aussi les cellules endommagées. L'engagement de ces
PRRs active des voies d'endocytose et de phagocytose ainsi que les voies

permettant I'activation des cellules stimulées (Sancho and Reis e Sousa, 2012). En
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paralléle des CLR, les TLR représentent la classe de PRR la plus étudiée a ce jour.
Une dizaine de TLR est identifiée chez I'Humain. Ils sont exprimés différemment
selon le type cellulaire. Chaque TLR reconnait un type de PAMP différent, par
exemple, le TLR3 lie les doubles brins d’ARN alors que le TLR7 lie les simples brins
d'ARN, le TLR4 reconnait les lipopolysaccharides LPS provenant des bactéries et le
TLR9 est activé suite a la reconnaissance de motifs ADN CpG des bactéries et virus.
L'engagement des TLRs par les PAMP active les réponses inflammatoires et entraine
le recrutement des cellules immunitaires sur le site de l'infection (lwasaki and

Medzhitov, 2004).

Suite a la découverte des PRRs, une question subsistait toujours quant au
lien entre I'immunité innée et I'immunité adaptative. En effet, dans le cas ou les
cellules immunitaires innées ne pourraient vaincre le pathogéne apres
I'engagement de leur PRR, le signal activant I'immunité adaptive restait inconnu. Ce
n'‘est que lors de la découverte d'une population cellulaire nommeée « Cellule
Dendritiques » ou DCs que le pont entre les deux pans du systéme immunitaire fut

déterminé.

Les DCs ont été découvertes en 1973 par I'équipe du professeur Ralf
Steinman (Steinman and Cohn, 71973), et ce travail fut couronné du prix Nobel en
2011. Les DCs expriment différents PRR qui, suite a leur engagement vont
déclencher I'activation de ces cellules immunitaires et leur maturation aboutissant
a la reconnaissance et la prise en charge du pathogene par endocytose ou
phagocytose (Banchereau et al, 2000). Les DCs présentent les antigenes au niveau
de leurs molécules du Complexe Majeur d'Histocompatibilité ou « CMH » de type |
ou I En parallele, elles migrent jusqu’aux organes lymphoides secondaires suite a
I'expression de molécules d'adressage telles que le CCR7 (Caux et al,, 2000). Les DCs

sont également capables de produire plusieurs types de cytokines pro-
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inflammatoires leur permettant d'orienter les réponses immunitaires selon le type
de pathogene rencontré. Le panel de cytokines produit allant de I'interféron de type
I IFN I) a diverses chémokines, attire différents effecteurs immunitaires (NK,
monocytes, lymphocytes T et B) nécessaires a I'endiguement rapide de I'agent
infectieux (Ueno et al, 2007). En parallele, la morphologie des DCs est modifiée afin
de les faire gagner en mobilité et elles perdent leur capacité d'endocytose et de
phagocytose. Enfin, |'expression des molécules du CMH-I et II ainsi que des
molécules de costimulation telles que CD80, CD83, CD86 est augmentée ce qui
nécessaire a une activation optimale des lymphocytes T. Ces changements leurs
conferent un état dit « mature » et optimisent leur capacité de présentation
antigénique (Steinman, 1998, Ueno et al, 2007). Une fois la migration dans les
organes lymphoides secondaires effectuée, les DCs continuent de sécréter des
cytokines attirant les LB et LTs. Elles entrent alors en contact direct avec les cellules
lymphoides naives présentes dans le ganglion drainant le site de l'infection. Les DCs
vont stimuler les lymphocytes T par I'action combinée de i) la présentation des
antigenes par le CMH aux récepteurs des LTs ou « TCR » i) I'interaction du récepteur
CD28 des LTs aux molécules de costimulation iii) la production de cytokines. Cela
conduit a l'activation et la prolifération des LTs: les réponses immunitaires

adaptatives sont alors enclenchées (Mellman, 2073).

Les DCs sont aussi reconnues pour leur réle dans I'homéostasie et le maintien
de la tolérance périphérique (Audiger et al, 2077). Afin d'induire I'anergie des LT
autoréactifs, les DCs immatures non-activées sont capables de présenter a ces
lymphocytes des antigénes du soi afin d'induire I'anergie de cette population

(Steinman, 1998 Ueno et al, 2007, Dress, Wong and Ginhoux, 2018).

D'autre part, les DCs matures activées peuvent elles aussi induire une

expansion de LTs régulateurs de par leurs sécrétions de cytokines immuno-
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modulatrices (IL-10) et de par I'expression de marqueurs phénotypiques adaptés

tels que PD-L1 (Gregori et al, 2070).

Les études successives et I'avenement des techniques d'analyse en cellules
uniques ont révélées que les DCs étaient constituées de populations cellulaires
hétérogenes avec des fonctions spécifiques. Comme nous le verrons dans la suite
de ce manuscrit, il est maintenant admis que les principales grandes familles de DC
sont les DCs conventionnelles (cDCs), initialement baptisées DC myéloides ou mDC,
les DC3, les DC plasmacytoides (pDCs), et les DCs de Langherans qui sont retrouvées
dans la peau (Collin, Mcgovern and Haniffa, 2013). A ces populations s'ajoutent les
pré-DCs sur lesquelles porte cette these. Ces populations cellulaires seront

détaillées dans les parties suivantes de ce manuscrit.

a) Ontogénie des cellules dendritiques

L'étude de I'ontogénie des DCs est principalement menée grace a I'utilisation
du modele murin, et I'étude de I'ontogénie des DCs humaines n’est permise que
lors d’'expériences in vitro. Malgré cela, il est considéré que les voies de
développement des DCs sont relativement bien conservées entre ces deux especes
(Dutertre, Wang and Ginhoux, 2074). Les DCs proviennent d'une succession de
différenciations de précurseurs prenant principalement place dans la moelle
osseuse et en partie dans les tissus. Les cellules souches de la moelle osseuse
exprimant le marqueur CD34 se différencient en « lymphoid-primed multipotential
progenitors » ou LMPP. Ces précurseurs peuvent a la fois mener a la différenciation
vers la voie lymphoide ou vers la voie myéloide grace a la forte expression du facteur
PU.1. Une fois engagés dans la voie myéloide, les LMPP se différencient en
précurseur de macrophage et de DC (MDP), qui, sous l'action du « macrophage
colony-stimulating factor» ou MCSF et du « FMS-like tyrosine kinase 3 ligand »
FLT3L perdent leur capacité a se différencier vers la voie monocytaire et s'engagent

alors vers la voie des DCs grace a la différenciation en précurseur commun aux
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cellules dendritigues ou CDP (Liu et al, 2009, Onai et al, 2013; Breton et al, 2015,
Lee, Breton, Aljoufy, et al, 2015, Lee, Breton, Oliveira, et al,, 2015, Cytlak et al., 2020).
Les CDP, retrouvés dans la moelle, pourraient alors s’engager soit vers un devenir
en DCs plasmacytoides, soit vers la voie des DCs conventionnelles (voir Figure 7)
(Liu et al, 2009). Comme cela sera mentionné plus tard dans ce manuscrit, ce sont
les expressions des facteurs de transcription E2-2 et id2 qui meneront a la
différenciation en pDCs ou en cDCs respectivement (Cisse et al, 2008 Scott et al,
20176). Malgré plusieurs études montrant le potentiel de différenciation des CDP en
pDCs, I'ontogénie des pDCs n'est pas encore claire. Différentes études suggerent
que ces cellules pourraient en fait provenir directement de la différenciation des
« Hematopoietic Multjpotent Progenitors » ou MPP en « Common Lymphoid
progenitor » CLP, suggérant alors I'appartenance des pDCs au pan lymphoide et
non myéloide (Shigematsu et a/, 2004; Onai et a/, 2013; Dress et al, 2019; Ziegler-
heitbrock et al, 2022).

Depuis plusieurs années, il est proposé qu'un précurseur des cDCs (pré-cDCQ),
déja, ou non, pré-engagé vers un destin cDC1 ou cDC2, soit retrouvé dans la moelle
osseuse, mais aussi dans le sang périphérique (Naik et al, 2006; Jongbloed et al,
2010, Schlitzer, McGovern and Ginhoux, 20155 Ma et al, 20719). Ces pré-cDCs
seraient alors capables de se différencier en cDC1 sous l|'action du facteur de
transcription IRF8, ou en ¢cDC2 grace a |'expression d'IRF4 une fois localisées dans

les tissus (Liu et al, 2009 Ma et al, 2079).
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Figure 1: Ontogénie des cellules dendfritiques
Figure réalisée a l'aide de BioRender (2022).
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b) Nomenclature des sous-populations de cellules dendritiques
En premier lieu, la nomenclature des DCs était seulement axée sur le
phénotype extracellulaire des DCs et leur morphologie (Dzionek et al, 2000;
Macdonald et al, 2002; Ziegler-Heitbrock et al, 2070), mais la classification se base
aujourd’'hui davantage sur le réle, le phénotype, I'ontogénie et la localisation des
sous-populations de DCs. Nous nous concentrerons sur les cDCs et les pDCs dans

un premier temps dans cet écrit.

Les cDCs sont considérées comme étant les DCs présentatrices d'antigene
par excellence, et ce role leur est possible grace a leur forte expression des
molécules du CMH-II comme le HLA-DR et des molécules de co-stimulation.
Phénotypiquement, elles se différencient principalement des pDCs par |'expression
des marqueurs CD11c et CD1c et I'absence du récepteur a I'lL3 appelé CD123. Deux
sous-populations différentes phénotypiquement et fonctionnellement sont
connues : les cDC1 et les cDC2 (Dzionek et al, 2000; Macdonald et al, 2002). La
reconnaissance du pathogene par les cDCs est a |'origine de la production d'un
panel de cytokines pro-inflammatoires (IL6, IL-12, IL15, IL23, TNF-a, IL1b, IFN

lambda) afin de potentialiser au maximum la réponse immunitaire.

Les cDC1, ont été identifiées par caractérisation phénotypique par cytométrie
en flux et grace aux méthodes de RNa-seq au sein des PBMCs du sang, du foie, du
poumon, de la peau, mais aussi dans les organes lymphoides secondaires tels que
la rate, les ganglions et les amygdales (L/indstedt Lundberg and Borrebaeck, 2005;
Jongbloed et al, 2010, Poulin et al, 2070). D'autres analyses transcriptomiques
menées entre 'Homme et la souris ont montrés que les cDC1 humaines étaient
I"équivalent des DCs murines exprimant le CD8a grace a l'expression similaire de
geénes tels que TLR3 et la nectin-like molecule-2 « Necl2 » entre les deux especes

(Robbins et al., 2008; Poulin et al, 2070).
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Développement des cDC1

Le développement des ¢cDC1 a partir des précurseurs hématopoiétiques est
décrit comme étant dépendant de I'expression du facteur de transcription BATF3
(Basic Leucine Zipper ATF-Like Transcription Factor 3) et pour le moment, seule son
invalidation lors d'expériences in vitro prévient le développement de cDC1 (Poulin
et al, 2010). A travers I'étude de I'ontogénie des DCs par I'utilisation du modele
murin, mais aussi grace aux analyses en cellules uniques, il a été démontré que la
différenciation des précurseurs vers un phénotype de cDC1 requiert I'expression
des facteurs de transcriptions IRF8 et BATF3 (Hsu et al,, 2016, Lee et al, 2017 Ma et
al, 2019 Kim et al,, 2020, Bajana et al, 2016, Durai et al, 2019).

Phénotype et localisation des cDC1

Chez I'Homme, les cDC1 ont été retrouvées dans le sang, mais aussi en plus
grande proportion dans plusieurs organes lymphoides secondaires comme la rate,
les amygdales ou encore le thymus (Haniffa et al, 2012 Nizzoli et al, 2013,
Heidkamp et al, 2076). Leur présence dans les tissus non lymphoides tels que le
foie et les poumons a également été décrite (Lavin et al, 2077). Les cDCT
représentent une part de 0.03-0.08% des PBMC humains totaux (Dzionek et al,
2000, Jongbloed et al, 2070).

Les ¢cDC1 humaines expriment de maniere caractéristique les molécules
BDCA-3 (« Blood Dendlritic Cell Antigen ») ou CD141, ainsi que le CD11c, la molécule
d'adhésion cellulaire 1 « CADM1 » (ou NECL2), CLEC9a (« C-type Lectin domain
containing 9a ») et le XCR1 (« X-C Motif Chemokine Receptor 1 ») en conditions
physiologiques (Dzionek et al, 2000; Macdonald et al, 2002, Bachem et al, 2010,
Jongbloed et al, 2010; Poulin et al, 2070, 2012).



INTRODUCTION

Propriétés fonctionnelles et roles des cDC1

Le TLR3, exprimé dans les endosomes, est le PRR majoritairement exprimé
par les cDC1, mais cette sous-population de DCs exprime aussi le TLR10 ainsi que
les TLR1/2/6/8, mais de maniere plus faible (Hémont et al, 2073). L'expression
particuliere du TLR3, permettant la reconnaissance des molécules d’ARN double
brin, confere a la ¢DC1 un rdle particulier dans I'immunité antivirale. En effet, afin
de pouvoir activer ce TLR, la ¢cDC1 a besoin d'endocyter des éléments viraux
exogenes: c'est le cas lorsque les cellules infectées ou nécrotiques sont
phagocytées par les cDC1 afin de permettre leur destruction. Cette capacité leur
permet de procéder a la présentation croisée des antigeénes exogenes aux LT CD8*
via le CMH de type I et qui entrainent l'activation de LT CD8* spécifiques du
pathogene (Bachem et al, 2010; Jongbloed et al, 2070; Poulin et al, 2010; Mittag
etal, 2011; Haniffa et al, 2012, Sequra et al, 2012 Segura, Durand and Amigorena,
2013 Chiang et al, 2076). Grace a cette capacité, les cDC1 sont capables de
présenter les antigenes a la fois aux LT CD8" via les molécules de CMH-1, mais aussi

aux LT CD4, grace a l'expression du CMH-IL.

Afin d'induire une activation optimale des lymphocytes T, les cDC1 doivent
exprimer les molécules de costimulations nécessaires a la formation de la synapse
immunologique et ainsi I'induction de voies de signalisation soutenues dans la
cellule T. Il a ainsi été démontré que suite a la stimulation du TLR3, les cDC1
augmentaient significativement leurs expressions des molécules CD80, CD86 et
CDA40 et étaient aussi dotées de fortes capacités migratoires (Bachem et al, 2070;
Jongbloed et al, 2010; Hémont et al, 2013, Colletti et al, 2016, Heidkamp et al,
20176).

Outre l'activation des lymphocytes T, les cDC1 produisent massivement des
cytokines en charge du recrutement des médiateurs de I'immunité sur les sites de

I'infection et de la potentialisation de I'activation des lymphocytes. Les cDC1 sont

10
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capables de produire de I'IL-12 qui permet I'induction de la production d'IFN-y par
les cellules NK entre autre, et entraine une réponse de type Th1 (Jongbloed et al,
2010, Poulin et al, 2010; Hémont et al, 2013). D'autre part, la population de cDC1
représente la principale source d'IFN de type III, composée des IFN-A1 (IL-29), IFN-
A2 (IL-28A) et les IFN-A3 (IL-28B) (Sheppard et al, 2003). Les IFN de type III sont
reconnus pour leurs activités antitumorales et antivirales, bien que moins fortes que
celles des IFNs de type I (Lauterbach et al,, 2070, Nizzolj et al, 2013). Les IFN de type
Il semblent augmenter les capacités migratoires des DCs lors d'expériences ex-vivo
de par I'induction de I'expression de la molécule d'adressage CCR7 a la surface des

DCs (Hsu et al, 2076).

Les cDC2 représentent la population de DC la plus abondante retrouvée dans
le sang et les tissus (Dzionek et al, 2000; Macdonald et al, 2002; Ouaguia et al,
20179).

Développement des cDC2
Les cDC2 se différencient a partir des mémes précurseurs que ceux présentés
pour les cDC1. La balance de I'expression des facteurs de transcription IRF4 / IRF8
en faveur d'IRF4 est nécessaire a l'orientation de la différenciation des CDP vers la

voie des cDC2 (Cytlak et al, 2020; Kim et al., 2020).

Phénotype et localisation des cDC2
La signature phénotypique des cDC2 est caractérisée par une forte
expression du CMH-I et du CMH-II, mais aussi du marqueur CD1c (BDCA1) quel que
soit le tissu (Heidkamp et al, 2016, Sittig et al,, 2016, See et al, 2017). Elles partagent
I'expression commune des marqueurs CD33 et CD11c avec les ¢cDC1 et expriment
spécifiguement le CD172a (ou SIRP1a) (Macdonald et al, 2002). Des analyses
transcriptomiques ont permis de mettre en évidence une expression spécifique du

récepteur inhibiteur connu sous le nom de LILRB3 ainsi que le CLEC10A par les cDC2
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(Schiitz and Hackstein, 2074, Heger et al, 2018). Bien que les cDC2 expriment moins
de molécules de costimulation et de maturation que les cDC1, les cDC2 augmentent
tout de méme leur niveau d'expression de molécules de costimulation (CD40, CD80,
CD83, CD86, ainsi que le HLA-DR) lorsque celles-ci entrent dans les organes
lymphoides secondaires afin d'y remplir leur role de cellules présentatrices

d'antigenes (Sittig et al, 2076).

Propriétés fonctionnelles et roles des cDC2

Les cDC2 sont définies comme étant des cellules présentatrices d'antigenes
sensibles aux infections virales comme le virus influenza, le VIH (Silvin Aymeric et
al, 2017). 1l est proposé que cette susceptibilité puisse étre due a une expression
différentielle de programmes génétiques comparée aux cDC1. Excepté le TLRY, les
cDC2 sont décrites comme exprimant tous les TLR (Hémont et al, 2073) ce qui leur
attribue la possibilité de détecter un grand nombre de signaux de danger. Selon le
PRR activé, les signaux intracellulaires menent a la production d'une pléiade de
cytokines telles que les IL-1, I'IL6, I'IL10, I'IL23 ou encore le TNF-a (Nizzoli et al,
2013; Jin et al, 2074, Sittig et al, 2016). De plus, plusieurs travaux ont montré que,
bien que la production de la forme active de l'interleukine 12, I'lL12p70, soit
communes aux DC conventionnelles, les cDC2 se voyaient étre plus efficaces que
les cDC1 dans ce role sous certaine condition (Mittag et al, 2011, Nizzoli et al,, 2013,
Durand et al, 2079). Cette diversité de production cytokinique place les cDC2 au
cceur de la régulation de la mise en place des réponses immunitaires et montre que

les cDC2 possedent une certaine plasticité fonctionnelle.

Outre la production de cytokines, les cDC2, a I'instar des cDC1, sont dotées
de la capacité de présenter I'antigene a la fois aux LT CD4*, mais aussi aux LT CD8*
via le mécanisme de présentation croisée décrit précédemment (Mittag et al,, 2071,
Seqgura et al, 2012; Nizzoli et al, 2013, Sequra, Durand and Amigorena, 2013; Sequra
and Amigorena, 2014; Chiang et al,, 2076).
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Les DC3

Récemment, des études en cellule unique a haute dimension ont permis de
mettre en évidence une hétérogénéité cellulaire au sein de la population de
monocytes CD14* et ainsi d'identifier une nouvelle sous-population de DC (Villani
et al, 2017 Dutertre et al, 2079). Cette nouvelle population de DC, nommée DC3,
est retrouvée dans le sang, la moelle osseuse, la rate et le derme. Elle s'expand en
conditions pathologiques/inflammatoires, et exprime le marqueur CD14, qui était
jusqu'alors associé aux monocytes (Bakdash et al, 2076). Aprés exclusion des
monocytes grace au marqueur CD88, on retrouve les populations de cDC2 et de
DC3 grace a l'expression différentielle des marqueurs CD5 et CD14 au sein de la
population HLADR* CD1c* (Marongiu et al, 20217). Suite a la découverte de cette
sous-population de DC3, une nomenclature plus affinée a été mise en place apres
avoir observé que les DC3 exprimaient un continuum d’expression des marqueurs
CD163 et CD14 selon I'état inflammatoire (Bourdely et al,, 2020; Cytlak et al, 2020).
Les DC3 non-inflammatoires seraient les cellules CD1c* CD5” CD163°% CD14'Y
tandis que les DC3 les plus inflammatoires seraient les cellules CD1c* CD5-

CD163M3" CD14M" (AMarongiu et al, 20217).

De plus, au cours de ces deux dernieres études, les équipes ont montré que
les DC3 provenaient d'une voie de différenciation, différente de celle des cDC2. Les
DC3 se différencient a partir des progéniteurs de granulocytes/monocytes et de
cellules dendritiques (GMDP). Comme cela a été vu pour les cDCs, les DC3
dépendent de I'expression d'IRF8, mais dans leur cas, les GMDP doivent présenter
une faible concentration d'IRF8 afin de s'orienter vers la voie des DC3 (Cytlak et al,
2020). Enfin, il semblerait que seul le GMCSF soit nécessaire a la différenciation des

DC3 (Bourdely et al, 2020).

Au cours des études précédentes menées sur les DC3, une controverse reste

encore a résoudre au sujet des capacités fonctionnelles des DC3 et particulierement
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leur réle propre dans l'orientation des réponses des LTs helper (LTh) et LT CD8".
Cette nouvelle population de DC3 a pour l'instant seulement été proposée comme

activant fortement les LT CD8".

Au moment de la découverte des pDCs, ces cellules ont d'abord été
nommeées « monocytes plasmacytoides» ou méme «Lymphocytes T
plasmacytoides » en raison de leur morphologie. Ce nouveau type de monocyte
était décrit comme produisant de I'interféron de type I (IFN-I) et infiltrant les tissus
inflammeés instaurant ainsi un état protecteur contre les infections virales (Facchett/
et al, 1988 Cella et al, 1999). Au méme moment, Siegal et al décrivaient un type
cellulaire nommé IFN producing cells ou IPC exprimant les récepteurs CD4 et le

CMH II, mais pas le CD11c (Siegal et al,, 71999).

Développement des pDCs

Suite a la découverte des pDCs dans le sang, il a été observé qu'une
population de cellules sanguines et retrouvée dans les amygdales était capable de
se différencier en pDCs apres |'ajout d'IL3 (facteur de croissance des pDCs) et de
CDA40L (Grouard et al, 7997). Plus tard, il a été montré que le développement des
progéniteurs communs (CDP) présents dans la moelle osseuse vers un phénotype
de pDC reposait sur I'expression du facteur de transcription E2-2 orientant la
différenciation des CDPs vers le linéage des pDCs (Cisse et al, 2008). Des études de
développement des DCs dans le modele murin ont permis de démontrer que la
perte de ce facteur a lui seul engendrait une absence de développement de pDC au
sein de l'organisme, mais I'expression d’'E2-2 n'est pas suffisante pour permettre
une différenciation des CDP vers un phénotype de pDC. L'engagement du récepteur
CD135, aussi connu sous le nom de FLT3 par son ligand FLT3L est de ce fait essentiel

a la régulation de la différenciation des CDP (Waskow et al, 2008).
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Phénotype et localisation des pDCs
Les pDCs sont dotées d'une morphologie tres spécifique ce qui leur a
d‘ailleurs donné leur nom. Contrairement aux cDCs, les pDCs non activées sont
plutot rondes et comparables a un plasmocyte, leur noyau est excentré et leur
réticulum endoplasmique et leur appareil de Golgi sont tres développés. Une fois
activées, elles acquierent une morphologie proche des cDCs avec une apparition de
dendrites leur permettant de potentialiser la présentation antigénique aux LTs

(Grouard et al, 1997, Siegal et al,, 1999).

Les pDCs représentent entre 0,2 a 0,8% des PBMC totaux du sang et sont
retrouvées a la fois dans le sang, la moelle osseuse, les muqueuses et les tissus
lymphoides (Sozzani et al, 2070). Au fur et a mesure des années, les connaissances
sur leur phénotype se sont améliorées. Les premiéeres études ont montré qu’elles
étaient caractérisées par une absence d'expression des récepteurs spécifiques des
lymphocytes (CD3, CD19, CD20), des monocytes (CD14), des NK (CD16 et CD56) et
des cDCs (CD11c et CD33) et une forte expression des récepteurs CD45RA, HLA-DR,
CD4, LILRB4 et CD123 (Grouard et al, 1997; Collin, Mcgovern and Hanifta, 2013, L,
Cheng and Su, 2027). A ces marqueurs s'ajoute I'expression de marqueurs connus
comme étant spécifiques des pDCs : le BDCA-2 (ou CD303) et LILRA4 (ou ILT7) (Bao
and Liu, 2013, L Cheng and Su, 2027). 1l est a noter qu'au repos, le niveau
d'expression du CMH II est tout de méme plus faible que celui retrouvé a la surface
des cDCs. Une fois activées, les pDCs voient I'expression du CMH-II ainsi que des

molécules de costimulation CD80 et CD86 augmenter.

Propriétés fonctionnelles et réles des pDCs
L'expression endosomale des TLR7 et TLR9 conferent aux pDCs la capacité
de reconnaitre les acides nucléiques d'origine virale ou bactérienne, et tout
particulierement les ARN simples brins pour le TLR7 et 'ADN doubles brins pour le

TLRO (Cella et al, 1999 Ito, Wang and Liu, 2005; Bao and Liu, 2073). L'engagement
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de ces PRR entraine I'activation de différentes voies de signalisation intracellulaires
menant a la maturation des pDCs et la production de fortes quantités de cytokines.
En outre, les pDCs sont reconnues comme étant les principales cellules productrices
d'IFN de type I, qui vont activer la production de genes stimulés par les interférons
«ISG » et induire ainsi l'instauration d'un arsenal de molécules antivirales. Cette
capacité, alliée a leur expression spécifique de TLR endosomau, leur attribut un
role important dans les réponses immunitaires anti-virales. Bien qu’elles produisent
majoritairement de I'IFN de type 1, elles restent capables de produire d'autres
cytokines pro-inflammatoires comme [I'lL6, IIL-12 et du TNF-a ainsi que des
chémokines permettant le recrutement de cellules immunitaires sur le lieu
d'infection telles que les cellules NK et les lymphocytes T et B (Villadangos and

Young, 2008, Martin-Moreno and Murnoz-Fernandez, 2019, L, Cheng and Su, 2021).

La maturation des pDCs implique non seulement d’augmenter I'expression
des molécules de costimulation nécessaires a l'activation des LTs, mais aussi
d'exprimer du récepteur CCR7 qui conduit a la migration vers les organes

lymphoides secondaires (Brandum et al,, 2027).

Bien que la présentation antigénique et I'activation des cellules T incombent
principalement aux cDCs, les pDCs ont longtemps été décrites comme étant tout
de méme des cellules présentatrices d'antigene (CPA) (Villadangos and Young,
2008). Dans le cadre de l'infection par le VIH, les pDCs se dotent de la capacité a
stimuler les LT CD4* naifs grace a I'expression du CMH-II, bien que cette stimulation
soit moins efficace que celle engendrée par les cDCs (Fonteneau et al, 2004, Tel et
al, 2013). D'autre part, sachant que les pDCs expriment également la molécule de
CMH de type [, elles seraient aussi capables de présenter des antigenes provenant
d'exosomes ou de corps apoptotiques et d'activer ainsi les LT CD8" (Di Pucchio et

al, 2008 Bastos-Amador et al, 2072).
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La capacité des pDCs a activer les LT grace a la présentation antigénique
reste encore malgré tout aujourd'hui discutée. La découverte d'une nouvelle
population de DC, nommée pré-DCs (ou encore AS-DC ; tDCs) au sein des pDCs a
mené a la discussion des fonctions propres aux pDCs (See et al, 2017, Villani et al,
2017). Ces nouvelles cellules seront présentées plus longuement dans la prochaine
partie, mais il faut savoir que durant plusieurs années, la population de « pDC » était
régulierement décrite comme étant hétérogene (Matsui et al, 2009; Zhang et al,
2017). Des expériences visant a séparer des pré-DCs des pDCs ont montré que les
pDCs ne semblaient finalement pas capables d'induire une prolifération optimale

de la part des lymphocytes T (See et al, 2017).

Malgré cela, de nouvelles études réalisées sur des pDCs « pures », apres avoir
exclue les pré-DCs, mettent en évidence que suite a une activation ex vivo des pDCs,
3 sous-populations de pDCs ayant des fonctions distinctes sont retrouvées
(Alculumbre et al, 2018). En effet, deux sous-populations de pDCs exprimant le
récepteur PD-L1 sont responsables de la production massive d'IFN de type I, alors
qu'une autre sous-population de pDC PD-L1" est capable de procéder a la

présentation antigénique, mais pas de produire d'interféron.

c) Les pré-DCs

Bien que les DCs soient étudiées depuis plusieurs années, il aura fallu
attendre I'évolution des technologies d'analyses en haute dimension de cellules
uniques pour atteindre une caractérisation plus précise des différentes sous-
populations cellulaires et de leur ontogénie. Ces analyses en cellule unique ont
permis d'affiner la nomenclature susmentionnée (Chen et al, 2027). Avant 2017, la
population dite de « pDC » était connue comme hétérogene due a une sous-
population de cellules exprimant le CD2, le CD81 et I'AXL, produisant de I'IL-12p70
et étant capable de stimuler de maniere allogénique les LT CD4* (Matsui et al., 2009,

Yu et al, 2015, Zhang et al, 2017).
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En 2017, plusieurs études transcriptomiques en cellule unique conduites chez
I'Homme et validées par des études en cytométrie de masse, ont permis de
caractériser une population de cellules précurseurs des cDCs dans le sang
périphériques, mais aussi dans les tissus bien différentes des pDCs: les pré-DCs ou
ASDC selon 'auteur (Alcantara-Hernandez et al, 2017, See et al., 2017, Villani et al,
2017). Les pré-DCs humaines représentent jusqu'a 2 a 3% des DCs totales et
expriment spécifiquement les récepteurs AXL et SIGLEC-6 ce qui a conduit au choix
de leur seconde dénomination « ASDC ». Ces études ont permis de montrer que les
pré-DCs partageaient a la fois des caractéristiques avec les pDCs et les cDCs (See et
al, 2017 Villani et al, 2017). Sur le plan phénotypique, les pré-DCs humaines
expriment a la fois les récepteurs CD45RA et le CD123 retrouvés a la surface des
pDCs, mais aussi le CD11c et CD33, caractéristiques des cDCs. Outre les marqueurs
CD2, CD81, AXL et Siglec-6, d'autres marqueurs ont été identifiées a la surface des

pré-DCs tels que Siglec-1 (ou CD169) et CD5 (Dutertre et al, 2079).

Sur le plan fonctionnel, en plus de la production dIL-12p70 et
I"allostimulation des LTs, la culture in vitro sur cellules stromales de pré-DCs en
présence de FLT3L mene préférentiellement a une différenciation de ces cellules
vers un phénotype de cDC2 (See et al, 2017; Villani et al, 2017). Ces résultats,
ajoutés a ceux obtenus grace aux analyses des transcrits des pré-DCs ont mené a la
conclusion que les pré-DCs étaient des précurseurs de cDCs provenant de la moelle
osseuse qui sont retrouvés dans le sang et dans les organes lymphoides secondaires

(See et al, 2017, Villani et al., 2017).

Une population de précurseurs de cellules dendritiques avait déja été isolée
quelques années auparavant chez la souris sans qu‘une dénomination soit établie.
Il était décrit que les DCs se renouvelaient grace a des progéniteurs présents dans
les tissus et que des précurseurs des cDCs étaient présents a la fois dans la moelle

osseuse, mais aussi dans le sang et la rate des souris (Naik et al, 2006; Liu et al,

18



INTRODUCTION

2007). Les précurseurs des cDCs seraient ainsi produits dans la moelle osseuse des
souris, et seraient déja préorientées vers un destin ¢cDC1 ou cDC2. Ills se
différencieraient ensuite en cDCs matures dans les organes apres s’y étre
implantées (Schlitzer et al, 2075). En méme temps que la mise en évidence, citée
précédemment, de progéniteurs circulants des cDCs dans le modele murin, des
études montraient I'existence d'une population équivalente, les pré-cDC dans le
sang et les tissus humain (Breton et al, 2015, Lee, Breton, Oliveira, et al., 2015). Ces
cellules, exprimant le marqueur CD34, seraient alors des progéniteurs plus précoces
des cDC que les pré-DC susmentionnées (See et al, 2017, Villani et al, 2017). Des
analyses en cellules uniques supplémentaires pourraient déterminer la relation

ontogénique entre les pré-cDC et les pré-DCs.

De plus, une combinaison des analyses CyTOF et transcriptomiques
effectuées par I'équipe de Leylek et al. a permis de définir clairement I'orthologue
murins des pré-DCs humaines AXL* Siglec-6* (Leylek et al, 2079). Les cellules en
question, nommeées tDCs pour transitional DC, ne produisent pas d'IFN-a et leur
développement est dépendant du facteur 7CF4. 1l a été proposé par les auteurs de
cette étude que les tDCs seraient une population a forte plasticité qui formerait un
pont entre les pDCs et les cDCs du fait des caractéristiques phénotypiques et
fonctionnelles partagées par les pré-DCs avec ces deux populations. Ces données

restent a étre étudiées et confirmées chez I'Homme.

Toujours chez la souris, la mise en évidence d'une population cellulaire
précurseur des pDCs et cDCs illustre bien le fait que I'ontogénie des DCs est encore
mal comprise et que les méthodes d’'études chez la souris ne permettent pas de
décortiquer totalement les processus de développement des DCs en conditions

physiologiques totales (Cabeza-Cabrerizo et al, 2019 Feng et al, 2022).

Outre le réle des pré-DCs dans I'ontogénie des cellules dendritiques, ces

cellules immunitaires pourraient jouer différents roles au cours de situations
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pathologiques et notamment au cours d’infections virales. Par exemple, au cours de
I'infection de souris par le virus de la grippe, il a été montré que l'infiltration de pré-
DCs dans le poumon ainsi que la baisse de production de FLT3L pouvaient étre a
I'origine de la décroissance transitoire du nombre de cDCs retrouvées dans le
poumon observée au cours de l'infection grippale (Leylek et al. 2079 Beshara et al.
2078). Ces résultats suggerent donc un rble important des pré-DCs dans la

régulation des réponses immunitaires induites lors des infections virales.

a) Le Virus de I'Immunodéficience Humaine

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) a été découvert en 1983 par
une équipe Francaise (Barré-Sinoussi et al, 1983). Ce virus était a I'époque la cause
d'une épidémie en Afrique. L'association des données virologiques et historiques,
effectuées a la suite de la découverte d'archives de journaux de médecine décrivant
des cas de patients souffrant de symptomes que I'on sait maintenant étre liés a la
phase SIDA, supportent aujourd’hui I'hypothese selon laquelle I'épidémie serait
apparue des les années 1950 au Congo. La forte diversité virale apparue au Congo
suggere que les premieres contaminations humaines auraient eu lieu au cours de
moments de chasse aux chimpanzés lors desquelles des contacts sang a sang entre
humains et chimpanzés auraient eu lieu. En effet, les chimpanzés sont des porteurs
naturels de la forme simienne du virus de I'immunodéficience (SIV) (Hahn et al,
2000). L'épidémie se serait ensuite répandue suite a la forte augmentation de
transfusions sanguines non controlées. La diversification des modes de vie et de
transports a ensuite joué un réle crucial dans la dissémination de I'épidémie au

niveau mondial, menant a ce que I'on qualifie aujourd’hui de pandémie.
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A ce jour, plus de 39 millions de personnes vivent avec le VIH dans le monde
et plus de 85 millions ont été infectées depuis le début de la pandémie. Le virus est
responsable de plus de 40 millions de déces suite aux maladies liées au Syndrome
d'Immunodéficience Acquise « SIDA » et malgré toute la prévention mise en ceuvre
au cours des dernieres années, 1,5 millions de personnes ont été nouvellement
infectées en 2021. Bien que la majorité des infections soient effectuées lors de
relations sexuelles non protégées (80%) (Deeks et al, 20175), la transmission materno
foetale représente encore aujourd’hui un risque important d'infection, obligeant 1.7

millions d’enfants a vivre avec l'infection a ce jour.

Ces données, associées au fait qu'il est estimé que seulement 85% des
personnes infectées connaissent leur statut sérologique, font de I'infection par le
VIH un tres fort enjeu de santé publique. (Données récoltées sur le site UNIAIDS le

25/08/2022)

Le VIH appartient a la famille des Rétrovirus et au genre Lentivirus. C'est un
virus enveloppé a ARN positif simple brin capable d'intégrer son matériel génétique
dans le génome de I'h6te. Deux types de VIH sont décrits a ce jour : le VIH de type
1 (Barré-Sinoussi et al, 1983) et le VIH de type 2 (Clavel et al, 1986). Le VIH1
représente le type viral responsable de la majorité des infections a ce jour alors que
le VIH de type 2 est principalement retrouvé en Afrique de I'Ouest. Ces deux virus
induisent tous deux le syndrome de I'immunodéficience humaine bien que le VIH-

2 soit caractérisé par une plus lente progression de la maladie.

Le VIH est composé d'une double couche lipidique formant |'enveloppe
virale dérivée de la membrane cytoplasmique de la cellule hote. Plusieurs

glycoprotéines externes sont retrouvées a la surface du virus telles que la gp120 et
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la gp41, en charges de la reconnaissance des récepteurs viraux et de I'attachement
a la cellule héte (Turner and Summers, 1999). La capside virale englobe deux copies
du génome ainsi que les enzymes nécessaires a I'établissement de I'infection au sein

de la cellule héte (Figure 2).

Génome VIH 1

I rev .
pol
5'LTR gag PR/RT/IN vpr env nef FLTR
[ua[ R]us| P macanc vif SUTM
vpu
Particule virale VIH 1 env

pol gag

MA (matrice)
CA (capside, p24)
NC (nucleocapside)

PR (protéase)
RT (transcriptase inverse)

IN (intégrase)

i ARN simple brins
vif, vpr, vpu, nef

Figure 2: Structure du VIH

(Haut) Structure génomique du VIH. (Bas) Structure des particules virales ou virions du VIH.
Figure adaptée a partir du modéle «HIV-1 Genome and Structure » de BioRender (2022).

4. Récepteurs, co-récepteurs et tropisme cellulaire du VIH
Afin de pouvoir infecter une cellule, la reconnaissance du récepteur du VIH
connu comme étant la molécule CD4 est nécessaire (Klatzmann et al, 1984, Turner
and Summers, 7999). Ce récepteur de |I'h6te est de haute affinité pour les
glycoprotéines gp120 du virus et est principalement exprimé par les lymphocytes T
CD4 (LT CD4"). Le role premier du CD4 a la surface des LT CD4* est de se lier aux

molécules du CMH-II afin de permettre I'activation du lymphocyte par les cellules

22



INTRODUCTION

présentatrices d'antigene (Mcdougal et al, 7986). A moindre mesure, le CD4 est
aussi exprimé par les monocytes, les macrophages et les DCs. Un second point
d'attache est nécessaire a I'infection par le VIH et cet amarrage est possible grace a
des co-récepteurs. Les deux principaux co-récepteurs identifiés sont la molécule
CCRS5 et la molécule CXCR4. Ainsi, différentes souches virales sont décrites comme
nécessitant la molécule CCR5 (virus a tropisme R5), la molécule CXCR4 (virus a
tropisme X4) ou les deux co-récepteurs en méme temps (virus a tropisme R5X4)

(Deng et al, 1996, Dragic et al., 1996).

Lymphocytes T CD4* : principales cibles du VIH

Les LT CD4* représentent la population cellulaire majoritairement infectée
par le virus. Les différentes sous-populations de LT CD4* ne présentent pas les
mémes susceptibilités face a l'infection. Il a e effet été montré que les LT CD4*
mémoires des patients infectés par le VIH étaient moins performants a mettre en
place une réponse mémoire et que leur nombre était diminué (Chun et al, 1997;
Spina, Prince and Richman, 1997). Ce phénomene a été expliqué lorsqu'il a été décrit
que la réplication virale était bien plus importante au sein de la sous-population des
LT CD4* mémoires, connue pour exprimer une forte quantité du co-récepteur CCR5.
Par conséquent les LT CD4* mémoires étaient détruits suite aux effets
cytopathiques du virus (Zagury et al, 7986). Enfin, une autre sous-population de LT
CD4* se trouve étre une des cibles préférentielles de l'infection: les LT helper
folliculaires (TFh) (lyer et al, 2077). Les TFh sont particulierement présents au sein
des centres germinatifs des ganglions, et ils sont décrits comme exprimant de tres
forts niveaux de CCR5 les rendant ainsi extrémement susceptibles a l'infection. Ces
cellules représentent donc un réservoir important de particules virales au cours de

I'infection latente par le VIH (yer et al, 2077).

De plus, des expériences de stimulation antigénique ont permis de

déterminer que l'activation des LT de patients infectés était a I'origine de forts
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phénomenes d'apoptose (Zagury et al, 1986, Groux et al, 1992, Muro-Cacho,
Pantaleo and Fauci, 71995). C'est pourquoi il est maintenant admis que l'activation

des lymphocytes T concourt a leur propre destruction suite a l'infection.

Ainsi, la mort des cellules infectées suite a la production de nouvelles
particules infectieuses du VIH nommée « virions », mais aussi suite aux phénomenes
d'apoptoses incombés a la réplication virale et a la surstimulation des LT infectés
participe a la baisse observée des LT CD4* dans la circulation sanguine des patients.
De plus, cette surstimulation a aussi le pouvoir de rendre les lymphocytes

anergiques.

Monocytes / Macrophages

Au sein des cellules myéloides, les macrophages représentent la principale
famille de cellules susceptibles a I'infection par le VIH du fait de leur forte expression
du co-récepteur CCR5 (Embretson et al, 1993 Koppensteiner, Brack-Werner and
Schindler, 20172). Bien que la susceptibilité des macrophages a I'infection par le VIH1
soit réduite par leur expression du facteur de restriction SAMHD1, |'expression de
ce facteur peut étre modulée par le cycle cellulaire induisant une fenétre de
sensibilité a l'infection directe par le VIH (Hrecka et al, 2077). Les facteurs de
restrictions tels que SAMHD1 seront développés dans le chapitre IV. D'autre part, le
role de phagocyte des macrophages leur confere la capacité d'endocyter des
cellules infectées induisant ainsi leur infection indirecte (Gobeil Lodge and
Tremblay, 2072), de plus la présentation antigénique effectuée par des
macrophages entraine la dissémination virale vers les LTs lorsque la création de la
synapse immunologique se produit entre un macrophage et un LT. D'autre part, la
production de cytokines inflammatoire par les macrophages recrutant les

lymphocytes dans les tissus concourt aussi a la dissémination virale.

Les macrophages sont décrits comme étant une population de cellules a

longue durée de vie s'implantant dans les tissus afin d'y remplir leur role de
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sentinelle immunitaire. Dans le cas de l'infection par le VIH, ils sont montrés comme
étant résistants a l'effet cytopathique du virus contrairement aux LTs. Une
proportion de la population de macrophages se voit donc étre susceptible a
I'infection, infectée par le virus et non sujet a la mort cellulaire. L'observation d’'une
telle population cellulaire a mené a I'émergence de la notion de «réservoirs
viraux ». En effet, ces cellules présentes dans les tissus ne sont pas aussi sensibles
aux traitements antirétroviraux et lorsque les traitements sont interrompus, le virus

peut alors se réactiver et induire la progression de la maladie vers le stade SIDA.

Lambotte et al. ont ainsi montré que des macrophages et des monocytes
infectés étaient retrouvés chez les patients sous traitement antirétroviral (ART). Les
monocytes infectés du sang vont s'implanter dans les tissus afin de s'y différencier
en macrophages et ainsi établir les réservoirs viraux (O Lambotte, YV Taoufik, MG de

Goer, C. Wallon, C. Goujard, 2000).

En ce qui concerne les monocytes, la susceptibilité a l'infection n'est pas
homogene entre les 3 sous-populations connues de monocytes. Le niveau plus
élevé de molécules CD4 et CCR5 exprimées a la surface des monocytes exprimant
le CD16 (monocytes non classiques et intermédiaires) confere a ces deux
populations une susceptibilité plus accrue face a l'infection (Ancuta et al, 2006,

Ellery et al, 2007; Han et al,, 2009).

Cellules Dendritiques
Une autre population de cellule immunitaire a été identifiée comme étant
une autre cible de l'infection par le VIH : les cellules dendritiques. Les mécanismes
impliqués dans cette infection ainsi que les dérégulations engendrées seront

présentés en détail dans les chapitres suivants.
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Cellules dendritiques dérivées de monocytes (moDC)

Parmi les cellules présentatrices d'antigéne connues, une population de
cellules nommées moDC pour Cellules Dendritiques dérivées de Monocytes a été
mise en évidence lors de contextes inflammatoires (Leon, Lopez-Bravo and Ardavin,
2007). En effet, les monocytes sont décrits comme capables de se différencier en
DC inflammatoires, ou moDC, au cours d'expériences /n vitro mais aussi en
condition pathologiques /n vivo (Segura et al, 2013; Tang-Huau and Segura, 2019).
Tout comme les cellules dendritiques, les moDC peuvent capturer le VIH et le
transférer aux LT CD4* (Rhodes et al, 2027). Cette capacité peut provenir de leur
expression d'un des récepteurs au VIH, le récepteur Siglec-1, qui sera décrit plus
tard dans ce manuscrit. D'autres part, les études ont montré que cette population
de cellules immunitaires est elle aussi une cible de l'infection par le VIH (Sacchi et
al, 2074). Des études supplémentaires sont nécessaires afin de caractériser au
mieux la susceptibilité des moDC a l'infection par le VIH car des travaux ont montré
que ces cellules exprimaient des facteur de restriction limitant leur infection par le

VIH (Ayinde et al, 2015 Chauveau et al., 2015 Rhodes et al, 2027).

Lors de la phase précoce du cycle, le virus reconnait et se lie aux cellules
hotes. Lorsque la protéine gp120 du virus interagit avec le récepteur cellulaire CD4,
cela entraine un changement conformationnel de la gp120 lui permettant de rentrer
en contact avec des co-récepteurs grace a la gp41 (Figure 3) (Wilen, Tilton and
Doms, 2072). L'intégration de la gp41 dans la membrane cellulaire méne a la fusion
des membranes, et le virus accede au cytoplasme de la cellule héte dans lequel il
libere son génome. Celui-ci sera intégré au sein des chromosomes de la cellule
infectée et les processus de transcription/traduction du génome proviral sont

effectués par les mécanismes naturels de la cellule hote. La dissémination du virus
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est alors possible suite a I'assemblage des composants des nouveaux virions et leur

relargage dans le milieu extracellulaire (Turner and Summers, 71999).
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Figure 3: Cycle d'infection et de réplication du VIH

Le virus sattache a la cellule héte par la liaison au CD4 et un co-récepteur. Les membranes virales et
cellulaires fusionnent par la suite afin de libérer le matériel génétique du virus au sein du cytoplasme de /a
cellule. L’ARN viral est transcrit par l'action de la transcriptase inverse afin d’obtenir un ADN double brins
capable de s’intégrer au sein du génome de la cellule héte. Suite a la transcription et a la traduction du code
génétique, de nouvelles particules virales sont produites et relarguées dans le milieu extracellulaire.
Figure adaptée a partir du modéle «HIV Replication Cycle» de BioRender (2022).
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Une fois entré dans I'organisme, le virus se retrouve dans les muqueuses et
il se diffuse tres rapidement. Sa prise en charge par les cellules de I'immunité innée,
qui sera traitée dans de prochaines parties, contribue a lI'adressage du virus vers les
organes lymphoides secondaires et a la rencontre de ce dernier avec une forte
quantité de cellules cibles. La période d'incubation du virus est variable en fonction
des patients (Deeks et al, 2075). L'infection, qui va rapidement s'étendre a
I'organisme, comprend différents stades au cours desquels les niveaux de charge

virale et les réponses immunitaires anti-virales varient.

Infection primaire

Au bout de 10 jours d'infection, le virus est détectable dans le sang et la
quantité de virus, appelée charge virale, est a son maximum (environ 107 copies du
virus/ml). Durant ces premiers jours, le virus s'est répandu largement et c’est a ce
moment-la que les patients sont les plus infectieux et expérimentent parfois
certains symptomes « grippaux » (fievre, maux de téte, lymphodénopathie, rash
cutané). La phase primaire d'infection dure entre 2 a 4 semaines apres l'infection du
patient, et durant cette phase, I'organisme subit une forte déplétion de ses
lymphocytes T CD4* alors que les LT CD8" et les anticorps, sont en expansion (Koup
et al, 1994). Au bout de quelques semaines, une diminution de la charge virale
plasmatique est observée grace aux réponses immunitaires enclenchées.
Néanmoins, celles-ci ne sont pas capables de résoudre I'infection et cela induit alors

I'entrée dans une phase chronique (Figure 4).

Infection chronique
L'entrée dans la phase chronique de l'infection se produit alors que les
réponses immunitaires ont repris le dessus sur la charge virale, et que le nombre de
cellules cibles du virus a diminué a la suite de la forte réplication virale. La baisse du

nombre de cellules cibles induit une diminution de la vitesse de production de
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nouvelles particules virales. C'est pourquoi, au cours de la phase chronique, la
réplication du virus continue a un niveau constant appelé « plateau » (Mellors et al,
7996). La durée de cette phase differe selon les patients, mais en général elle s'étend

sur plusieurs années et se trouve étre globalement asymptomatique.

Au bout d'un mois, des anticorps anti-VIH sont décelables dans le sang
permettant ainsi la détection de la séropositivité des patients. Ces anticorps
témoignent de la mise en place d'une réponse immunitaire adaptative ayant
entrainée l'activation des lymphocytes B. En parallele, les LT CD8*, ou LT
cytotoxiques, sont fonctionnellement défectueux comme cela a été montré par leur
capacité réduite de production de cytokines/perforine, leur plus faible prolifération
ou encore leur expression du récepteur inhibiteur PD1 a leur surface (Shankar et al,
2000, Migueles et al, 2002; Zhang et al, 2003, Day et al, 2006). De plus, il a été
montré que le métabolisme des LT CD8* était fortement impacté par l'infection

(Angin et al, 2019).

Suite aux multiples réplications virales, le virus s'établit au sein des LT CD4*
mémoires mais aussi au sein d'autres sous-populations cellulaires résistantes a
I'apoptose induite par le VIH et possédant une longue durée de vie telle que les
macrophages, créant ainsi des réservoirs viraux (Chen et al, 2022). Ces phénomenes
menent a une phase de latence virale lors de laquelle la charge virale augmente
doucement au cours des années pendant que le nombre de LT CD4* diminue
(McCune, 20017). Lorsque le nombre de lymphocytes devient inférieur a 200
cellules/ul de sang, le systeme immunitaire se retrouve fortement signant ainsi

I'entrée dans la phase SIDA.
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Figure 4: Phases cliniques de l'infection par le VIH
Au cours de la phase précoce d'infection, la charge virale augmente tandis que le nombre de lymphocytes T
CD4* diminue. Au moment du pic infectieux, les LT CD8* sont activés afin de déclencher une réponse
cellulaire contre l'infection. Les DCs sont impactées a la fois dans leur nombre et dans leur fonction au cours
de la phase primaire d'infection.
Figure adaptée a partir du modéle « Time Course of COVID-19 Infection and Test Positivity» de BioRender (2022).

Phase SIDA

Les patients entrés en phase SIDA deviennent symptomatiques du fait de la
multitude d'infection subie par I'organisme. Il a été montré qu'une des causes
principales de ces infections opportunistes réside dans le fait que le taux de LT CD4*
décline fortement dans le sang mais aussi dans les tissus lymphoides associés au
tube digestif. L'intestin des patients devient permissif aux infections et
principalement aux translocations bactériennes. La rupture de la défense intestinale
expose ainsi l'organisme a une activation immunitaire chronique induite par la

rencontre entre le systeme immunitaire et divers pathogénes de la flore
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microbienne intestinale. Ce phénomeéne est décrit comme étant la cause de
I'exhaustion des cellules immunitaires (Brenchley et al, 2004; Tincat, Douek and
Marchett;, 2076) entrainant une sensibilité accrue a des maladies dites
« opportunistes » (Saharia and Koup, 2013). Les patients vont devoir faire face a des
infections par des pathogenes tels que Mycobacterium tuberculosis, le
cytomégalovirus ou encore a des cancers comme les sarcomes de Kaposi.
L'apparition de cette phase symptomatique méne malheureusement dans la

majorité des cas au déces du patient.

La recherche contre le SIDA menée des la découverte de l'infection a permis
de mettre au point des traitements dit « antirétroviraux » permettant aux patients
de vivre avec l'infection sans atteindre la phase SIDA. Les objectifs principaux du
traitement sont d'empécher la progression de la maladie vers la phase SIDA en
maintenant ou restaurant le taux de LT CD4* au-dessus d'un seuil de 500 cellules/ml
permettant une protection de l'organisme contre les infections opportunistes.
D’autre part, ces traitements permettent de contréler la réplication virale du VIH et
d'engendrer une réduction de la charge virale afin de la rendre quasiment
indétectable dans le sang des patients. Enfin, la mise sous traitement a aussi pour

but d’empécher I'émergence de souches virales résistantes.

L'observance du traitement, bien que restant un enjeu majeur de la lutte
contre le VIH, permet d’améliorer la santé et la qualité de vie des patients et de

réduire au maximum le risque de transmission du virus a des tiers.

La mise en place du traitement est débutée le plus tét possible des la
découverte de la séropositivité des patients, quel que soit le taux de lymphocytes T
CD4* ou de la charge virale. Il faut aussi savoir que l'interruption du traitement est
a l'origine de ce que l'on appelle un «rebond virologique » consistant a la

réémergence du virus. Les traitements actuels reposent sur l'administration
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concomitante de deux inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (par
exemple : ténofovir + emtricitabine ou abcavir + lamivudine) associés a un troisieme
agent étant soit un inhibiteur de la protéase (Darunavir / Ritonavir), ou un inhibiteur
non nucléosidique de la transcriptase inverse (Ripilvirine) ou encore un inhibiteur

de I'intégrase (Dolutégravir ou Elvitégravir). (Figure 5)
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Figure 5: Modes d'action des traitements antirétroviraux

D'autre part, comme mentionné précédemment, I'existence de réservoirs
viraux pose énormément de questions au sujet de la possibilité de curer la maladie.
Les réservoirs sont composés des LT CD4* mémaoires et des macrophages que I'on
retrouve dans les tissus lymphoides, le foie, le cerveau et la moelle osseuse (Barton,

Winckelmann and Palmer, 2017).

Pour cela, la recherche de traitements curatifs permettant d'atteindre et de
détruire la présence virale méme au sein des cellules réservoirs est primordiale a la

lutte contre le VIH. Le probleme repose aujourd’hui sur la caractérisation de ces
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réservoirs qui restent encore tres peu décrits (Vansant et al, 2020). Le souhait
principal de thérapeutique se penche vers la mise en place de stratégies dites
« Shock-and-Kill » visant a détruire tous les réservoirs viraux en forcant la
transcription du VIH et ainsi réactiver le virus latent présent au sein des cellules
réservoirs. Cette réactivation de I'expression virale, induite sous le contréle du
traitement antirétroviral, conduirait a tous les effets cytopathiques du virus, mais
aussi a la mort des cellules réservoirs suite a l'activation des cellules immunitaires

cytotoxiques menant ainsi a une purge des réservoirs viraux.

b) Infection par le SIV et modéle macaque
Le modele macaque est utilisé depuis plusieurs années dans |'étude de
différentes maladies infectieuses virales, bactériennes, fongiques ou méme

parasitaires (Gardner and Luciw, 2008).

Les macaques représentent la principale famille de Primate Non Humains
(NHP) utilisée dans la recherche médicale. Les especes les plus communes en
recherche sont les macaques Rhésus (M. Mulatta), Cynomolgus (M. Fascicularis) et
pigtail macaque (N. Nemestrina) (Gardner and Luciw, 2008). L'avantage de travailler
sur un tel modele repose sur le controle de I'induction de I'infection, le suivi précoce
des événements immunologiques et I'accés aux organes lymphoides secondaires,

lieux clef de la réponse immunitaire.

Le diagnostic tardif des patients ne permet pas I'étude des réponses
immunitaires précoces a linfection, c'est pourquoi un modele d'étude est
nécessaire a la compréhension et a I'étude des réponses immunitaires contre le VIH.
Sachant qu'aucun autre modele d'étude n’est connu a ce jour, outre les souris
humanisées (Hatziioannou and Evans, 2072), le macaque reste le modele d'étude
pré-clinique de choix pour le VIH. Il est décrit comme mimant la physiopathologie

ainsi que les réponses immunitaires observées chez I'hnumain lors de I'infection par
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le VIH apportant ainsi des informations cruciales sur les évenements

immunologiques mise en jeu au cours de l'infection.

Les premiers essais d'infection de chimpanzés par du sang de patients
infectés par le VIH n‘ont pas permis d'observer une phase SIDA chez les animaux
(Alter et al, 71984). Seuls quelques cas de tableaux cliniques similaires au SIDA sont
observés chez cette espece. L'année d'apres, une équipe a isolé des souches de virus
issues de macaques immunodéprimés présentant un tableau clinique similaire aux
patients infectés par le VIH. Ce virus sera nommé plus tard: Simian
Immunodeficiency Virus ou SIV (Daniel et al, 71985). Le SIV n'est actuellement pas
présent au sein des especes de macaque, mais il s'est tout de méme répandu par
accident au sein des animaux captifs (Apetrei et al, 2005). Certaines espéeces sont
connues pour étre les hotes naturels de I'infection, impliquant ainsi I'absence de
déclaration d’'une phase symptomatique et pathogénique de la maladie (Chahroudi
et al, 2072). Bien que la période d'incubation soit plus courte chez le macaque
cynomolgus que chez I'humain, un tableau clinique similaire est décrit. En effet, une
baisse des LT CD4* est observée associée a une forte charge virale de plus, I'absence
d'un contréle de la réplication virale et les translocations microbiennes menent
aussi a une phase SIDA déclarée au bout de 2 a 3 ans d'infection (Barratt-boyes et
al, 2011, Chahroudi et al, 2012). Les similitudes de pathogénese et de réponses
immunitaires entre l'infection au VIH et celle au SIV font du macaque un des
meilleurs modele d'étude pré-clinique (Lackner and Veazey, 2007; Mannioui et al,

2009, Antony and MacDonald, 2015).

Néanmoins, méme si le modéle macaque infecté par le virus du SIV a un
nombre important d'avantage dans I'étude de l'infection, il faut garder a I'esprit
qu'il n‘est pas parfait. En effet, la souche du SIV utilisée au cours des infections se
rapproche plus du VIH-2 de par son association a la protéine Vpx que du VIH-1. De

ce fait, les infections des animaux ne sont pas représentatives de la grande majorité
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des infections humaines par le VIH-1. D'autre part, afin d'induire une infection par
le SIV menant a la mise en place d'une phase chronique, le virus est injecté
généralement par voie intraveineuse a de fortes doses dans le but d’empécher
I'émergence d'animaux capables de contréler I'infection. D'autre part, le cout de ces
animaux ne permet pas des études composées d'un grand nombre de sujets. Ces
conditions d'expérimentations, associées au fait que les animaux soient naifs, non
vaccinés, et élevés en élevage ou au sein des laboratoires, limitent ainsi les
observations et les extrapolations possibles quant a la similitude avec les réponses

immunitaires humaines.

c) Les cellules dendritiques chez le macaque

Afin de pouvoir mener I'étude des DCs chez le macaque, I'identification des
différentes sous-populations de DCs au sein de ce modele est nécessaire. Au cours
des dernieres années, différents travaux ont permis de mettre en place une
nomenclature phénotypique des DCs simiennes. Bien que similaire a I'Humain, le
macaque reste tout de méme une espece différente de la n6tre entrainant ainsi des
différences d'expression de marqueurs sur certaines familles de cellules
immunitaires (Barratt-boyes et al, 20717). D'autre part, les analyses principales étant
menées grace a la cytométrie en flux, l'identification des populations cellulaires
repose aussi sur la cross réactivité des anticorps utilisés qui sont pour la grande

majorité développés pour des études chez I'humain.

Différentes équipes ont déterminé que les cDCs et pDCs entre humains et
macaques étaient phénotypiquement et fonctionnellement relativement similaires.
Grace a l'expression du CD123 et du CD11c, les pDCs (CD123* CD11c’) étaient
isolées des cDCs (CD123" CD11c") lors des analyses phénotypiques (Coates et al,
2003, Teleshova et al, 2004, Brown and Barratt-Boyes, 2009). D'autre part, l'intérét
principal du macaque est de pouvoir mener I'étude des DCs au sein des organes

lymphoides secondaires, et il a été montré que les DCs du sang, des muqueuses et
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des organes lymphoides secondaires conservaient le phénotype susmentionné a
travers les tissus (Barratt-boyes et al, 2077). Néanmoins certains marqueurs
permettant une classification plus fine des cDCs chez I'Humain ne sont pas
retrouvés chez le macaque. Cela peut étre expliqué soit par une différence de
composition en acides aminés de I'épitope reconnu entrainant une non-
reconnaissance du récepteur de la part de I'anticorps utilisé, soit par un manque
total ou partiel d’expression de ce marqueur au sein de I'espece. Par exemple, il a
été montré que le marqueurs CD11c n'était en fait pas exprimé par les ¢cDCs de
macaques contrairement aux cDCs humaines (Autissier et al, 2010, Dutertre, Wang
and Ginhoux, 2074; Sugimoto et al, 20715) et que le CD45RA ne permettait pas
d'isoler les pDCs (Malleret, Mang, et al, 2008). Ces nouvelles données remettent

ainsi en cause les études précédant ces conclusions.

Afin d'isoler les cDC1 des cDC2, des études croisant les phénotypes des cDCs
humaines, murines et simiennes ont montré que I'absence du marqueur CD141 a la
surface des cDC1 pouvait étre comblé par I'utilisation du marqueur CADM1 ou
Necl2 (Figure 6) (Dutertre et al, 2074; Dutertre, Wang and Ginhoux, 2074, Sugimoto
et al, 2015 Guilliams et al,, 2016).
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Figure 6: Marqueurs phénotypiques des DCs humaines et simiennes.

36



INTRODUCTION

Dans le cadre de l'infection par le VIH/SIV, nous avons déja indiqué que les
DCs étaient les principales cellules activatrices de la réponse immunitaire spécifique
contre le virus. Les DCs sont les premieres cellules a rencontrer le VIH/SIV au sein
des muqueuses, et elles sont capables d’engendrer une réponse immunitaire anti
VIH grace a la génération et I'expansion de lymphocytes T et B aprés avoir migré
dans les organes lymphoides secondaires. Leur réle de sentinelle place donc les DCs
au coeur de l'infection par la VIH, car comme nous le verrons dans les sections
suivantes, les DCs vont jouer un réle majeur dans la dissémination virale et seront
fonctionnellement impactées par la présence du virus dans I'organisme (Manches,

Frleta and Bhardwayj, 2014).

Il a été montré que le VIH était capable de se servir de ce réle migratoire des
DCs afin d'augmenter sa dispersion a travers |'organisme. En effet, grace a l'infection
des DCs et/ou a son amarrage au niveau des récepteurs membranaires des DCs, il
va étre véhiculé par ces cellules jusque dans les organes lymphoides secondaires
qui se trouvent étre enrichis en LT CD4* et notamment en lymphocytes TfH. Les
différentes étapes du cycle d'infection ainsi que le réle particulier des DCs joué a

chaque stade vont étre détaillés dans les parties suivantes.

a) Infection des cellules dendritiques par le VIH

Bien que les LT CD4* soient la principale cible du virus, 1 a 3 % des DCs sont
susceptibles a l'infection par le VIH (Smed-Sérensen et al, 2005). Comme cela a été
exposé précédemment le virus a besoin de différents récepteurs afin d'infecter les
cellules cibles du systeme immunitaire. Les différents co-récepteurs du VIH
permettant tout particulierement une infection et une liaison du virus aux DCs

seront détaillés dans cette section.
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CD4, CCR5, CXCR4
Comme cela a été préalablement présenté, le VIH utilise le récepteur CD4 et
les co-récepteurs CCR5 et CXCR4 afin d'infecter les cellules cibles. Dans le cas des
DCs, il est décrit que les pDCs et les cDCs du sang et des tissus expriment le CD4
(Lee et al, 1999 Turville et al, 2002, Jardine et al, 2013). Des études montrent que
la maturation des DCs mene a une diminution de I'expression du CD4, et que chez
les patients infectés, la proportion de DCs infectées restent 10 a 100 fois plus faible

que celle des LT CD4* (Mcllroy et al,, 71995).

Les cDCs expriment a la fois le CD4 et les co-récepteurs CCR5 et CXCR4
entrainant ainsi une infection de ces DCs (Cameron et al, 2007), mais il a été montré
que l'infection des cDCs se produit principalement par endocytose du virus et non
pas suite a une infection directe via les récepteurs CD4 et les co-récepteurs CCR5
et CXCR4 (Granelli-Piperno et al, 2006; Altfeld et a/, 2011). Des études ont aussi
montré que des cDC2 « like » retrouvées dans les muqueuses exprimaient tres
fortement le récepteur CCR5 a leur surface et interagissaient préférentiellement

avec le VIH /n situ (Bertram et al, 2019).

DC-SIGN

Le récepteur DC-specitic ICAM-grabbing non-integrin ou DC-SIGN est connu
comme pouvant interagir avec beaucoup de pathogenes différents et comme étant
exprimé par les DCs des tissus muqueux (Gejjtenbeek et al, 2000). Dans le cas du
VIH, il est décrit comme étant un récepteur pouvant se lier aux glycoprotéines
gp120 a la surface du virus, mais ne permet pas directement I'infection de la cellule
hote comme cela est le cas pour le CD4 (Gejjtenbeek and Gringhuis, 2009). DC-SIGN
joue un réle primordial dans la transfection des LT CD4* en favorisant 'attachement
des particules virales a la surface des cellules présentatrices d’'antigéne qui vont
ensuite les transporter vers les organes lymphoides secondaires (Gejjtenbeek et al,

2000). D'autre part, I'amarrage du VIH a DC-SIGN induit I'activation du récepteur et
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la cascade de signalisation qui s’ensuit engendre l'internalisation de DC-SIGN,
entrainant le virus avec lui (Moris et al, 2004). Les voies de signalisations activées
par cette internalisation menent a la réduction de I'expression des genes du CMH II
et des ISG et a l'activation du facteur LARG favorisant ainsi la formation de la
synapse immunologique entre les DCs et les LT CD4* (Hodges et al, 2007). Cette
internalisation du récepteur va également permettre aux DCs de procéder a la cross
présentation du virus aux LT CD8*. C'est au cours de la présentation antigénique
aux LT que le virus se voit donc capable d'infecter les LT CD4* par trans-infection
(Engering et al, 2002). En parallele, les DCs produisent de I'IL10 suite a I'activation
de DC-SIGN, et cette cytokine est connue pour induire une polarisation des LT CD4*

vers un phénotype de LT régulateurs (Treg) favorisant ainsi I'expansion virale.

Bien que DC-SIGN soit défini comme récepteur au VIH, une fois les DCs
matures, elles perdent I'expression de ce récepteur, mais continuent de se faire
infecter et de transmettre le virus aux LT CD4*. Ces observations montrent donc que

d'autres récepteurs sont mis en jeux dans l'infection des DCs par le VIH.

SYNDECAN-3 et DCIR
D’autres molécules ont été identifiées comme servant de récepteurs au VIH
a la surface des DCs. Parmi elles, la molécule SYNDECAN-3 a été montrée comme
capable de se lier a la gp120 et de permettre I'infection en cis des DCs. Syndecan-
3 joue aussi un réle dans l'infection des LT CD4* car les expériences visant a bloquer
I'expression de cette molécule inhibent la transmission du virus par les DCs matures.
D'autre part, l'inhibition concomitante de DC-SIGN et Syndecan-3 abroge

totalement la capture et la transmission du virus par les DCs (De Witte et al, 2007).

Un autre récepteur est responsable de l'infection des LT CD4* par les DCs en
cis et en trans. Ce récepteur est connu sous le nom de DCIR et permet la capture

du virus et l'infection productive des DCs (Lambert et al., 2008).
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SIGLEC-1

La plupart des récepteurs décrits jusque-la se lient a la gp120 du VIH.
D'autres récepteurs viraux sont capables de se lier a d'autres composants de
I'enveloppe virale. C'est le cas du Siglec-1 se liant aux gangliosides GM3 du VIH.
Ces facteurs d'attachement sont montrés comme nécessaires a la capture du VIH
par les cDCs grace a la liaison au Siglec-1 (Izquierdo-Useros, Lorizate, Contreras, et
al, 2012; Izquierdo-Useros, Lorizate, Puertas, et al, 2012). D'autre part, le Siglec-1
est essentiel a la trans-infection des LT CD4* par les DCs matures et a
I'internalisation du VIH par les DCs. (Pino et al,, 2015 Hammonds et al,, 2017). Ainsi,
I"ajout d'un anticorps monoclonal bloquant dirigé contre Siglec-1 lors de culture de
DCs et de VIH in vitro inhibe la capture du virus (Ruffin et al, 2079). Bien qu’exprimé
sur des sous-populations de DCs et comme nous I'avons vu, particulierement a la
surface de pré-DCs, le Siglec-1 est aussi exprimé par les monocytes et les
macrophages De plus, il a été montré que les patients atteints du VIH et sous
traitement voient leurs niveaux de Siglec-1 diminuer a la surface des monocytes

(Pino et al, 2015).

Comme nous l'avons vu, les récepteurs exprimés par les DCs permettent
I'endocytose du VIH, mais celle-ci ne méne pas a l'infection productive des DCs. En
revanche, il est nécessaire de procéder a la fusion entre les membranes des DCs et
du virus afin d'entrainer I'infection des cellules présentatrices d'antigene (Janas et
al, 2008). Une fois entré dans le cytoplasme des DCs, le virus doit intégrer son
génome au sein du génome de la DC hote et procéder ensuite a la réplication virale.
Les différentes expériences d'infection des DCs par le VIH ont montré que bien que
les DCs immatures soient sujettes a I'infection productive par le virus R5, les ¢cDCs
matures internalisent les virus R5 et X4, mais la réplication virale y est bloquée. Ce

blocage peut étre effectué soit au moment de la rétro-transcription soit apres
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I'intégration virale et il est rendu possible grace a l'intervention de facteurs de

restriction (Figure 7).
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Figure 7: Fonctionnement des facteurs de restrictions retrouvés au sein des DCs.

SAMHD1

Les études in vitro de l'infection montrent que les monocytes et DCs matures
ne répliquent pas le VIH alors que les DCs immatures infectées produisent de
nouveaux virions pouvant infecter les LT CD4* (Granelli-Pjperno et al, 71998). Les
mécanismes impliqués au sein des DCs matures n'étaient alors pas encore décrits.
Ce n‘est qu'en 2011 que le facteur de restriction SAMHD1 fut découvert. Ce facteur
est exprimé par les cellules myéloides lors des étapes précoces du cycle viral
(Laguette et al, 20717) et bloque la réplication du VIH au sein des DCs en déplétant

le pool de dNTP nécessaire a la réplication inverse (Goldstone et al, 2077).
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Comme cela a été mentionné précédemment, deux types de VIH sont
capables d'infecter 'Homme : le VIH de type 1 et le VIH de type 2. Les études de
transduction des DCs in vitro par les VIH-1 et VIH-2 ont souligné que le VIH-1 n’était
pas capable de transduire les DCs au contraire du VIH-2. Cette particularité repose
sur |'expression de la molécule Vpx par le VIH-2 capable de dégrader SAMHD1

(Hrecka et al, 20717) rendant ainsi les DCs permissives a l'infection par le VIH-2.

APOBEC
Ce facteur de restriction exprimé par les DCs agit sur les étapes tardives du
cycle de réplication virale par son interaction avec la protéine Vif du VIH au moment
de I'encapsulation des nouveaux virions. En se faisant enfermer dans les nouvelles
enveloppes de virions, le facteur APOBEC se retrouve lié au matériel génétique du
VIH. Lors de l'infection d'une nouvelle cellule cible, APOBEC va engendrer des
mutations au moment de la réplication virale concourant alors a la baisse

d'infectiosité du virus (Zheng et al, 2004).

TRIM5a et Rab15
TRIM5a a été découvert au sein de la famille des grands singes. Il est décrit
comme étant plus efficace chez les singes que chez I'humain, ce qui pourrait
expliquer pourquoi les macaques sont moins sensibles a l'infection. Son mode
d'action commence au niveau de la réplication des virus qu'il est capable de bloquer
en inhibant I'accumulation de transcriptase inverse (Wu et al, 2006). De plus, au
moment de la formation de la capside virale, TRIM5a engendre sa dégradation par

le protéasome (Stremlau, Owens and Perron, 2004).

Enfin, les cDC1 et les pDCs sont montrées comme résistantes a l'infection par
le VIH-1 au contraire des cDC2. Cette résistance est permise en partie par
I'expression d'une protéine de trafic vésiculaire nommée Rab15, exprimée par les
DCs, bloquant la fusion virale et piégeant le virus au sein de l'appareil de Golgi

(Silvin Aymeric et al., 2017; Wong and Iwasaki, 2017).
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Les DCs capturent le VIH principalement par endocytose et présentent
ensuite les peptides viraux (Derby, Martinelli and Robbian;, 2077). Comme nous
I'avons vu, plusieurs récepteurs a la surface des DCs sont capables de fixer le VIH,
octroyant aux DCs le rOle de véhicules du VIH. En parallele, l'internalisation des virus
par les DCs dans des endosomes (Garcia et al, 2005) va aussi résulter en une
infection des LT CD4* lors de la formation de la synapse immunologique. Lors de la
rencontre des DCs avec des LTs de la circulation sanguine ou des muqueuses, ou
lors de la migration des DCs vers les organes lymphoides secondaires, le VIH va
alors se disséminer a travers I'organisme et infecter les LT CD4* rencontrés. La
création d'une synapse immunologique entre une DC et un LT va ainsi permettre
I'infection des LTs par les virions présents a la membre cellulaire ou un recrutement
des virions internalisés au niveau de la synapse immunologique. Ce phénomene
d'infection est appelé « la trans-infection » a travers une synapse dites virologique
(Cameron et al, 1992 Garcia et al, 2005). La transmission du VIH des DCs vers les
LT CD4* nécessite donc un contact étroit entre ces deux types de cellules

(Tsunetsugu-Yokota et al, 1997; Perez-Zsolt et al,, 2022).

Un autre mécanisme contribuant a la surinfection de la population de LT
CD4* repose sur la création par les DCs d'exosomes contenant des particules virales.
Les DCs immatures arrivées dans les organes lymphoides secondaires peuvent en
effet, par exocytose, relacher dans le milieu extracellulaire de nouveaux virions. Les
exosomes en question sont tapis de molécules de CMH-II concourant alors a
I'activation des LT CD4*" par contact avec leur TCR, augmentant ainsi leur

susceptibilité a I'infection (Wiley and Gummuluru, 2006, Chiozzini et al,, 2017).
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b) Dérégulation des cellules dendritiques au cours de I'infection par
le VIH/SIV

L'évasion du virus aux réponses immunitaires repose sur sa capacité a
impacter I'activation des cellules présentatrices d'antigéne et particulierement des
DCs et ainsi empécher la mise en place de réponses immunitaires adaptatives
adéquates a son élimination. Pour ce faire, le virus est capable d'éviter la détection
virale par le TLR8 présent dans le compartiment endosomal de la DC en induisant
une augmentation de la concentration de snapin (Khatamzas et al, 2077). Cette
surexpression engendre une accumulation de particules virales dans des
endosomes ne portant pas le TLR8 et ainsi une endocytose du VIH n’entrainant pas,
ou peu, de signalisation intracellulaire des TLR activateurs des DCs. D'autre part, afin
de favoriser la dissémination virale, le VIH est responsable de plusieurs
dérégulations des pDCs et cDCs qui ont été décrites durant les dernieres années.
Les différents impacts de l'infection au VIH/SIV sur les DCs vont étre exposés dans

les parties suivantes.

Le diagnostic tardif des patients ne permet pas une analyse des temps tres
précoces de l'infection, c'est pourquoi la plupart des études portent sur I'étude des
DCs au cours des phases chroniques. Ainsi, les patients séropositifs, qu'ils soient
symptomatiques ou asymptomatiques montrent des taux réduits de cDCs dans la
circulation sanguine et cette baisse est d'autant plus sévere que la charge virale est
élevée (Macatonia et al, 1990; Donaghy et al, 2001; Barron et al, 2003). Mais, les
patients atteints du VIH depuis peu montrent eux aussi des taux de cDCs (et
particulierement de cDC2) plus faibles dans le sang que les patients contrdles

(Sabado et al, 2010; Diao et al, 2015).

Il a été décrit que la chute du taux de cDCs dans le sang des patients était a

la fois due a la migration des cDCs vers les organes lymphoides secondaires, mais
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aussi a une induction des voies apoptotiques au sein de cette famille de cellules
(Meera et al, 2070). La mise sous traitement des patients permet d'observer un
nombre plus conséquent de cDCs, traduisant une reprise de contrdle de la part du
systeme immunitaire sur l'infection une fois la réplication virale inhibée (Barron et

al, 2003).

Au niveau phénotypique, les études ne se mettent pas en accord sur I'impact
de l'infection au niveau de la maturation des cDCs. En effet, certaines études ont
montré que la maturation et la fonction des cDCs étaient impactées par l'infection
(Donaghy et al, 2003 Granelli-Piperno et al., 2004; Martinson et al, 2007) alors que
d'autres équipes ont déterminé que les cDCs restent tout de méme capables de
répondre a des stimulations du TLR7 et d'up-réguler les marqueurs de
costimulations tels que le CD40, CD80, CD83 et CD86 (Ebner et al, 1998 Sabado et
al, 2070). En outre, la mise sous ART rétablit le niveau d'expression de ces molécules
de costimulations (Barron et al, 2003). Bien que les études ne soient pas en accord
sur le phénotype de costimulation des cDCs, elles s'accordent sur les capacités
réduites des cDCs a induire l'alloprolifération des LTs et a procéder a la présentation
antigénique (Huang et al, 2072). De ce fait, les ¢cDCs provenant de patients
seropositifs qu'ils soient symptomatiques ou non présentent des cDCs incapables
d'induire une activation optimale des LTs ex vivo (Macatonia et al., 1990; Donaghy

et al, 2003).

Comme cela a été mentionné précédemment, les cDCs permettent de
stimuler les LTs grace a I'expression élevée des molécules du CMH-I et II et de
molécules de costimulation, mais elles coordonnent aussi les cellules immunitaires
et les attirent sur les lieux des infections par le biais de productions de cytokines et
chimiokines. A ce titre, il a été montré que dans un contexte d'infection par le VIH,
les effets activateurs des cellules NK exercés par les cDCs étaient diminués suite a

I'infection des patients (A/tfeld et al, 2077), et que les cDCs produisaient de fortes
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doses d'IL10 induisant l'inhibition des réponses immunitaires (Granelli-Pjperno et

al, 2004).

L'expression des récepteurs/co-récepteurs du VIH par les pDCs les rend
susceptibles d'étre infectées et I'expression du TLR-7 induit I'activation des pDCs
suite a l'infection virale (Manches, Frleta and Bhardwaj, 2074). 1l est montré que le
nombre de pDCs chute dans le sang au cours des mois suivant I'infection des
patients (Chehimi et al, 2002; Meera et al,, 2070, Sabado et al, 2010). Plus le patient
est symptomatique, plus le niveau de pDCs retrouvé dans la circulation sanguine
est faible (Lehmann et al, 2008). Une seconde étude menée par le méme groupe a
montré que les pDCs semblaient s'accumuler dans les ganglions des patients non
traités coincidant alors avec la hausse de I'expression du CCR7 et de leurs capacités
migratoires (Lehmann et al, 2010). La perte de pDCs dans la circulation sanguine
est donc expliquée a la fois par leur migration vers les organes (organes lymphoides
secondaires, intestin et rate) mais aussi principalement par un fort phénomene
d'apoptose qui pourrait résulter de la sur-activation des pDCs au cours de l'infection

(Nascimbeni et al., 2009; Lehmann et al, 2010 Meera et al., 2070).

Les stades déja tardifs d'infection des patients rendent I'analyse de la
dynamique des pDCs compliquée et ne permettent pas de conclure de maniére
claire sur la migration de pDCs au cours des stades précoces de l'infection. Par
contre, les comparaisons de la proportion de pDCs entre les patients mis sous ART
et les patients n'ayant pas encore recu de traitement indiquent que les
antirétroviraux permettraient de restaurer partiellement les niveaux sanguins de
pDCs (Barron et al, 2003 Hsu et al, 2076). Néanmoins, I'analyse de la dynamique

des pDCs lors des stades précoces de l'infection reste encore peu étudiée.

Du c6té phénotypique, les pDCs sont décrites comme exprimant de plus haut

niveau de certaines molécules de costimulations (CD40/CD86) et de maturation
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(CD83) a leur surface (Barron et al, 2003: Martinson et al, 2007; Lehmann et al,
2070). Mais cette maturation n'est pas due a une plus forte réponse a la stimulation
de leur TLR7. En effet, les analyses in vitro ont permis de constater que les pDCs de
patients infectés voyaient leur capacité de réponse a la stimulation du TLR7 tres
impactée contrairement aux pDCs issues de la circulation de patients sains
(Martinson et al, 2007). Les pDCs seraient ainsi réfractaires a une nouvelle
stimulation ex vivo une fois fortement stimulées in vivo par le VIH et elles
exprimeraient de ce fait moins de molécules de costimulations et produiraient ainsi
des quantités plus faibles d'IFN-I lors de ces expériences ex vivo (Chehimi et al,

2002, Tilton et al., 2008).

In vivo, les pDCs de patients en phase chronique sont la source d'une forte
production d'interférons de type I responsable de la sur activation des lymphocytes
entrainant leur exhaustion et la hausse de leur susceptibilité a I'infection (Martin-
Moreno and Muroz-Fernandez, 2079). Les études des réponses fonctionnelles en
phase aiglie ne sont pas rendues possibles et seules des études in vitro de pDCs
humaines peuvent aider a la compréhension des mécanismes. Ainsi, bien que la
production d'IFN I in vivo soit détectable en phase chronique, le temps de mise en
place de la sécrétion d'interféron en phase précoce semble retardée par le virus
comme cela a été documenté dans les études in vitro menées par Lo et al (Lo et al,

2012).

Les études mentionnées précédemment soulévent un fort biais d'analyse du
fait de la manipulation de cellules in vitro et I'absence d’analyses de temps tres
précoces. Le besoin de travailler dans un modeéle d'étude d'infection inductible est
de ce fait justifié et c'est pourquoi les dérégulations des DCs observées au cours de

I'infection par le SIV vont étre maintenant présentées.
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Bien que la plupart des études sur l'infection au VIH soient effectuées
directement a partir de sang de patients, |'acces a des organes clefs de la réponse
immunitaire et aux temps précoces d'infection restent encore compromis.
L'infection par le SIV dans le modéle macaque permet de pallier a cela, mais le
nombre d'études des DCs au cours de I'infection SIV n'est pas aussi fourni que les
études menées chez I'Homme. Malgré cela, le modéle macaque a permis d'apporter
des réponses au sujet du déroulé des réponses immunitaires innées au cours des

temps précoces d'infection et au sein des organes lymphoides secondaires.

Une forte diminution du nombre de ¢DCs dans la circulation sanguine lors
de la primo infection associée a une augmentation de I'expression du récepteur
inhibiteur LILRB2 a ainsi été décrite (Alaoui et al, 2078). D'autres études ont aussi
montré que les cDCs étaient fortement déplétées dans le sang et la moelle des
animaux au cours de l'infection (Malleret, Karlsson, et al, 2008, Barratt-boyes et al,
2011; Wijewardana et al, 2074). Peu d'études portent sur la caractérisation des cDC1
au cours de l'infection, mais Dutertre et al. ont tout de méme montré grace a
I'utilisation du marqueur CADM1 que les cDC1 étaient augmentées de maniere
transitoire dans le sang durant les premiers jours d'infection au SIV et déplétées au

cours de la phase chronique (Dutertre et al,, 2074).

En ce qui concerne les pDCs, plusieurs analyses ont mené a la conclusion que
les pDCs étaient recrutées tres précocement dans les tissus lymphoides et dans
I'intestin expliquant ainsi en partie la déplétion observée dans le sang au cours de
la phase primaire d'infection au SIV et lors de la phase chronique (Diop et al, 2008;
Malleret, Karlsson, et al,, 2008; Malleret Mané, et al., 2008, Barratt-boyes et al, 2011,
Reeves et al, 2012, Bruel et al, 2074).

Les cDCs retrouvées dans le sang, malgré leur déplétion, montrent des

phénotypes d'activation au moment des temps précoces d'infection (Wijjewardana
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et al, 2070). Les DCs sont donc déplétées du sang suite a l'apoptose et a la
migration dans les tissus et leur phénotype semblent étre impacté par I'infection.
La production de cytokine de la part des DCs a aussi été analysée, et les résultats
montrent que les pDCs voient leur production d'IFN décliner au cours de I'infection

(Bruel et al, 2074).

c) Infection des pré-DCs par le VIH
La découverte de pré-DCs chez I'humain a soulevé beaucoup de questions
au sujet de leur implication au cours de différentes infections. Comme nous I'avons
vu précédemment, les pré-DCs expriment spécifiquement le récepteur Siglec-1, et
celui-ci est connu pour étre un récepteur du VIH. Ces données orientent donc

I'étude des pré-DCs dans le cadre de I'infection au VIH.

L'équipe de P. Benaroch a montré que les pré-DCs sont susceptibles a
I'infection par le VIH comme aucun autre sous type de DC (Ruffin et al, 2079). Leur
expression du Siglec-1 promeut une attache du VIH qui va se servir de cet amarrage
pour infecter les pré-DCs grace a une fusion des enveloppes virales et
membranaires. D'autre part, les analyses de microscopies effectuées au sein de cette
étude exposent clairement la présence de vacuoles intracellulaires contenant une
forte quantité de virions du VIH. Ces compartiments seraient alors des lieux de
production de nouvelles particules virales s'accumulant dans ces espaces
intracellulaires en attendant d'étre relargués. Enfin, au sein du pool de DCs totales,
les pré-DCs sont désignées comme étant les cellules présentatrices d'antigenes les

plus efficaces dans la transmission du VIH aux LTs lors des expériences in vitro.

Ces travaux ont ensuite mené a l'étude transcriptomique des voies de
signalisation impliquées lors de la réponse antivirale des pré-DCs contre le VIH.
Apres isolation et exposition a des souches de virus, il a été montré que les pré-DCs

montaient une forte réponse intracellulaire en comparaison avec ce qui est observeé
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pour les ¢cDC2 (Brouiller et al, 2022). Les réponses des pré-DCs a l'infection sont
indépendantes de la réplication virale, mais I'activation de cette derniere augmente
fortement leurs réponses. Deux principales voies de réponses ont été identifiées :
I'une menant a I'expression d'ISG, alors que l'autre permet d’entamer la maturation
des pré-DCs. Ces différentes réponses a l'infection révelent que les pré-DCs jouent
un role particulier dans I'activation des LTs et que le choix de |'une ou l'autre des
voies pourraient étre impliqué dans la mise en place des réponses immunitaires

créées contre l'infection.

Les pré-DCs sont ainsi une cible préférentielle de l'infection au contraire des
autres sous types de DCs, et cette particularité pourrait impacter de bien des
maniéeres les réponses immunitaires. Ces études nous suggerent fortement que les
pré-DCs seraient un acteur majeur de la réponse immunitaire contre le VIH et que

leur étude dans ce contexte infectieux s'avérait tres pertinente.

d) Infection des cellules dendritiques par le SARS-Cov2

En décembre 2019, une nouvelle infection respiratoire est découverte
chez les patients atteint de pneumonies (Zhu et al, 2020). Le virus en cause est alors
baptisé « SARS-Cov2 » pour «Severe Acute Respiratory Syndrome coronavirus 2 »
et il sera vite reconnu comme responsable d'une nouvelle pandémie : la pandémie
du « Coronavirus Disease 2019 » ou « COVID-19 » (Lévy et al, 2027). Le virus du
Sars-Cov2 est aujourd’hui la cause de plus de 609 millions d’infections et, bien que
I'infection ne mene pas systématiquement au déces, plus de 6,5 millions de déces
ont été recensés. La majorité (80%) des personnes positives au virus
n'expérimenteront pas ou peu de symptdmes, alors que quelques patients auront
besoin d'une hospitalisation afin de mettre en place une assistance respiratoire afin
de faire faces aux conséquences des formes graves de la maladie. Les symptomes
les plus courants de la maladie sont une toux prononcée, des problémes

respiratoires, une perte d'odorat et une fievre modérée. Dans certains cas les plus
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graves, la réponse immunitaire du patient face au virus est responsable d'une
tempéte cytokinique entrainant une sur activation systémique du systéme

immunitaire menant a des dommages tissulaires et a la dysfonction des organes.

Le SARS-Cov2 utilise le récepteur ACE2 exprimé a la surface des cellules
cibles afin de les infecter. Une fois entré dans la cellule, le génome du virus sera
répliqué afin de générer de nouvelles particules virales et les virions seront relargués

dans le milieu extracellulaire par exocytose (Klein et al, 2020).

Depuis I'explosion de la pandémie, plusieurs équipes se sont penchées sur
I'implication des DCs au cours de linfection. Il a été montré que les sous-
populations de DCs (pré-DCs, pDCs, cDCs, et DC3) voyaient leur fréquence diminuer
dans la circulation sanguine des patients (Runhong Zhou et al, 2020, Kvedaraite et
al, 2021; Lévy et al, 2021, Pérez-Gomez et al, 2021, Winheim et al, 2027). Cette
diminution peut étre expliquée par une hausse de [l'activation des voies
apoptotiques au seins des populations de DCs des patients (Marongiu et al, 2021;
Saichi et al., 20217).

En parallele de cette diminution, les études indiquent que les capacités
fonctionnelles des DCs, et plus particulierement des pDCs étaient impactées. Les
pDCs produisent ainsi plus d'IFN de type I et I'expression des molécules de
costimulations est impactée lors de linfection (Runhong Zhou et al, 2020;
Kvedaraite et al,, 2021, Lévy et al., 2021, Onodi et al, 2021, Severa et al, 2021; Singh
et al, 2022). Les cDCs montrent aussi des capacités de présentations antigéniques

diminuées lors de l'infection des patients (Saichi et al,, 2027).

En ce qui concerne les pré-DCs, outre leur diminution dans le sang, il a été
montré qu'elles diminuaient I'expression de I'AXL, du Siglec-1 et de la molécule
inhibitrice CD200R a leur surface traduisant ainsi une modification phénotypique

des cellules (Kvedaraite et al, 2021 Winheim et al,, 20217).
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OBJECTIFS

Les cellules dendritiques jouent un réle majeur dans la mise en place des
réponses immunitaires précoces impliquées dans la lutte contre les pathogénes
infectieux. Il a été démontré que les DCs sont fortement dérégulées au cours de
I'infection par le VIH et particulierement au cours de la phase précoce de l'infection.
De plus, les pré-DCs ont été décrites comme étant préférentiellement infectées par
le VIH au cours d'expériences menées in vitro. Ainsi, il est donc primordial d’accéder
a la phase initiale de l'infection afin de caractériser les réponses immunitaires
précoces des pré-DCs. En effet, I'infection des pré-DCs par le VIH, mais aussi les
processus inflammatoires et immunosuppresseurs induits des les premiers jours de
I'infection, pourraient impacter leur capacité de production de cytokines (IL-12,
TNF-a) et de présentation des antigénes aux lymphocytes T CD4*. En outre,
I'infection pourrait avoir un impact sur leur capacité de différentiation en ¢DCs

efficaces.

L'objectif de mes travaux de thése visait donc a caractériser in vivo I'impact
de l'infection au VIH sur la dynamique et la fonction des pré-DCs des les premiers
stades de l'infection. Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé un modeéle de
macaque d'infection inductible par le SIV. Néanmoins, les pré-DCs n'avaient pas
encore été caractérisées chez le macaque au début de nos travaux. Nous avons
donc di au préalable identifier I'équivalent des pré-DCs humaines dans ce modele.
Par la suite, nous avons réalisé un suivi longitudinal des pré-DCs de macaque afin
de caractériser leur dynamique, leur phénotype et leur fonction dans divers
compartiments tissulaires des les premiers stades de I'infection par le SIV. Au cours
de cette étude, nous avons également étudié la dynamique et le phénotype des
pré-DCs des les premiers jours de I'infection résolutive par le SARS-CoV-2. En effet,
bien que de nombreuses études réalisées a partir d'échantillons de patients ont
apportées une meilleure compréhension sur la régulation des réponses

immunitaires au cours de l'infection par le SARS-CoV-2, les évenements tres
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précoces ne sont pas accessibles chez les patients infectés. Au final, nos travaux
apportent une meilleure compréhension des réponses immunitaires précoces mises
en jeux au cours d'une infection virale chronique (SIV) mais aussi dans le cadre d'une

infection résolutive (SARS-Cov2).
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Article: Dysregulation of dendritic cell precursors in early SIV
infection

Article en préparation.

Les avancées technologiques méenent a la découverte réguliere de nouvelles
sous-populations de cellules immunitaires soulevant ainsi des questionnements

quant au role précis de ces cellules au cours des infections et des pathologies.

A ce titre, la découverte d'une population circulante précurseur des cellules
dendritiques conventionnelles exprimant fortement le récepteur Siglec-1, qui se lie
au VIH, a mené a I'étude de ces cellules, nommées pré-DCs, au cours de l'infection
in vitro par le VIH. Ces recherches ont montré que les pré-DCs étaient
préférentiellement infectées par le VIH au contraire des autres sous-populations de
DCs et qu'elles devenaient un lieu de production de nouvelles particules virales.
Bien que ces données in vitro suggerent une dérégulation des pré-DCs ainsi qu'un
role possible sur la dissémination du VIH, des études in vivo sont nécessaires a la

caractérisation des mécanismes mis en jeux en contexte physiopathologique.

Au cours de notre étude, nous avons émis I'hypothese que l'infection de
I'organisme par le VIH induirait une dérégulation des pré-DCs dés les phases
précoces de l'infection. Ceci conduirait a la mise en place de réponses immunitaires
inefficaces pour le control de la réplication du virus. Par exemple, I'infection des pré-
DCs pourrait concourir a leur destruction suite a la libération des nouveaux virions,
mais aussi a un défaut de différenciation engendrant alors des ¢DCs
fonctionnellement déficientes. D'autre part, les fonctions des pré-DCs pourraient
étre atténuées par les processus inflammatoires induits lors de I'infection par le VIH.
L'étude des pré-DCs du sang, mais aussi des organes lymphoides secondaires, au
cours de l'infection, est donc primordiale pour mieux comprendre I'impact du VIH

sur ces cellules.
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Dans ce but, nous avons décidé d'étudier la dynamique des pré-DCs au sein
du modele macaque Cynomolgus d'infection par le SIV. Ce modele d'étude permet
de mimer la physiopathologie de l'infection ainsi que les réponses immunitaires
observées chez 'Homme. Les pré-DCs ont ainsi été suivies phénotypiquement et
fonctionnellement au cours de l'infection inductible de 12 macaques, et ce, des le
3e jour de l'infection des animaux. Afin de mener ces études, il nous a d'abord fallut
mettre au point une stratégie d'analyse permettant d'isoler les pré-DCs des autres
sous-populations de DCs au sein de la circulation sanguine des animaux, mais aussi
dans les tissus. Nos données montrent que les pré-DCs expriment un niveau élevé
de molécules du CMH-II ainsi que les marqueurs CD123, Siglec-1 et Ki67 comme
cela été rapporté pour I'Humain. De plus, ce phénotype permet d'identifier les pré-

DCs dans différents tissus chez le macaque.

Etant donné que les pré-DCs sont présentes en faible proportion dans la
circulation sanguine, les analyses fonctionnelles ex-vivo sur cellules purifiées sont
compliquées. Dans ce contexte, nous avons donc mené une analyse de la capacité
de production intracellulaire de cytokines par les pré-DCs présentes dans des
cellules immunitaires mononuclées de différents compartiments stimulées ex vivo.
Grace a cela, nous avons ainsi montré que les pré-DCs étaient capables de produire
du TNF-a et de IIL-12 suite a une activation des TLR7/8 comme cela avait été

montré chez I'homme.

Le suivi des pré-DCs tout au long de l'infection par le SIV a ensuite été mené
au sein de 12 macaques dont 6 ont été traités en phase chronique par des
traitements antirétroviraux. Nos résultats montrent que les pré-DCs sont fortement
diminuées dans le sang a J+10 post-infection et que cette diminution est associée
a une augmentation du nombre de pré-DCs dans les ganglions périphériques
traduisant un recrutement des pré-DCs vers les organes lymphoides secondaires.

Nous avons également mis en évidence une dérégulation phénotypique des preé-

56



RESULTATS

DCs caractérisée par un manque d'expression des molécules de costimulations,
dans les organes lymphoides secondaires, qui sont nécessaires a l'activation des
lymphocytes T CD4". Enfin, les pré-DCs recrutées dans les ganglions périphériques
suite a l'infection ont une capacité atténuée de production d’IL-12 suite a une

stimulation ex vivo des TLR7/8.

Ces caractéristiques pourraient ainsi refléter une incapacité globale des pré-
DCs a générer des réponses immunitaires adaptatives et notamment la polarisation
des LT CD4+ naifs vers un phénotype Th1 ainsi qu'une mise en place inefficace de
la production d'interféron gamma par les cellules NK. Ces dysfonctions pourraient
participer aux mécanismes de dérégulation des réponses immunitaires précoces
induits par l'infection entrainant un échappement immunitaire et une persistance

du VIH.
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Abbreviations

HIV: Human Immunodeficiency Virus; SIV: Simian Immunodeficiency Virus; DC: Dendritic Cells;
cDC: conventional Dendritic Cells; pDC: plasmacytoid Dendritic Cells; TLR: Toll-like receptor;
IL: Interleukin; IFN: interferon; LN: Lymph Node; BM: Bone Marrow; PBMC: Peripheral Blood
Mononuclear Cells; LNMC: Lymph Node Mononuclear Cells; BMMC: Bone Marrow Mononuclear

Cells; TNF: Tumor Necrosis Factor; MHC-II: Major Histocompatibility Complex .

Abstract

Dendritic cells (DC) include distinct populations that play an important role in the shaping
of immunity to pathogens. However, HIV elicits dysregulation of DC functions to promote
disease progression. High-dimensional analyses have recently revealed a novel subset of
circulating dendritic cell precursors (pre-DC), which are highly susceptible to HIV infection
in vitro. The interplay between HIV and pre-DC during infection in vivo has not been
defined. Upon measuring the proportion of circulating DC that were pre-DC, and
characterizing their phenotype, from HIV* patients at different stages of the infection, no
differences were found. Employing a Cynomolgus macaque model of SIV infection, human
pre-DC equivalents were characterized for the first time. This approach enabled the
assessment of pre-DC dynamics and functionality during SIV infection, and across tissues.

We found that circulating pre-DC decreased sharply during early phase of SIV infection,
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but began to recover during chronic phase and upon anti-retroviral therapy (ART).
Additionally, pre-DC accumulated in lymph nodes (LN) during early SIV infection, and
remained elevated during chronic phase in the absence of ART. Interestingly, LN pre-DC
neglected to increase costimulatory molecules, and their production of IL-12p40 following

TLRY7/8 stimulation was attenuated.

These findings pinpoint the dynamics and functions of human pre-DC-equivalents in acute
and chronic SlV-infected macaques, which represent a pre-clinical infection model for
human disease. Thus, this study provides a deeper understanding of the immune

dysregulation mechanisms elicited by HIV infection in humans.

Introduction

Dendritic cells (DC) are a heterogeneous population that include conventional (cDC1 and
2) and plasmacytoid (pDC) DC, which play a critical role in the orchestration of immune
responses thanks to their unique capacity to sense pathogen and to produce immune-
stimulating signals (Collin et al., 2013; Dzionek et al., 2000; Merad et al., 2013; Minoda et
al., 2017; Villar & Segura, 2020). These professional antigen presenting cell subsets elicit
T cell responses by presenting foreign antigen alongside costimulatory molecules, and a
fine-tune immune outcomes by further production of cytokines IL-12, IL-6, TNF-a and
interferons. pDC produce high amount of type-I-IFNs (Cella et al., 1999). To initiate innate
and adaptive immune responses against pathogens, activated DC migrate to lymph node
niches. Recently, a new subset of circulating dendritic cells (pre-DC, also named ASDC),
were identified in human peripheral blood (See et al., 2017; Villani et al., 2017). Produced
in the bone marrow, pre-DC transit through the bloodstream into peripheral tissues and
secondary lymphoid organs, to seed themselves and start their differentiation process into
c¢DC. Human pre-DC share some surface markers of pDC, including: CD123, CD45RA and

MHC-II, and can produce IL-12 and TNF- a. However unlike pDC, pre-DC do not produce
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type-I-IFNs following TLR stimulation (See et al., 2017). Despite their precursor phenotype,
human pre-DC express higher levels of MHC-II than pDC, and can stimulate CD4* T cell
proliferation in vitro (J. Lee et al., 2015; Matsui et al., 2009; See et al., 2017; Villani et al.,
2017). These studies demonstrate that the functional capacity of pre-DC lies even beyond
their cDC precursor ability since they can directly participate in initiating immune responses

against pathogens.

DC dysregulation is a hallmark of HIV infection, and is associated with the rate of disease
progression (Barratt-boyes et al., 2011; Bashirova et al., 2014; Bruel et al., 2014; Coindre
et al., 2018; Huang et al., 2012; Lichterfeld & Yu, 2012; Majumder et al., 2005; Manches
et al., 2014). Recently, pre-DC were identified as a major target of HIV infection, in vitro,
due to the expression of Siglec-1 compared to other DC subsets, suggesting that the
direct infection of pre-DC, could influence DC dysregulation and disease progression

(Ruffin et al., 2019).

The macaque model of infection with SIV is the most relevant animal model for pathogenic
HIV infection, and facilitates characterization of DC behavior during HIV infection, in blood
and secondary lymphoid organs where the shaping of adaptive immune responses occurs
(Aarnink et al., 2011; Antony & MacDonald, 2015; Barratt-boyes et al., 2011; Gardner &
Luciw, 2008; Kader et al., 2013). This model has been instrumental, by us and others, in
demonstrating DC deregulation during SIV infection, which are implicated disease
hallmarks in HIV (Alaoui et al., 2018; Bruel et al., 2014; Malleret, Karlsson, et al., 2008;
Malleret, Mané, et al., 2008). Even though pre-DC are more susceptible to HIV infection
than other DC subsets in vitro, the interplay between HIV infection and pre-DC remains
uncharacterized in vivo. This is because, to date, the pre-DC phenotype in macaques has
remained undefined. This study addresses this shortfall by the development of a flow
cytometry strategy for the characterization of human-equivalent pre-DC in Cynomolgus

macaque blood and secondary lymphoid organs, which was used to monitor the dynamics of
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pre-DC during the course of SIV infection. Furthermore, pre-DC could be isolated from blood
and secondary lymphoid organs of SIV-infected macaques, and were evaluated phenotypically
and functionally for their ability to respond to TLR agonists. The findings of this study reveals
the extent of pre-DC dysregulation during SIV infection in vivo, which is likely to be

representative of pre-DC dysregulation during HIV infection in humans.

Materials and methods

Study subjects & ethics

Samples were processed from four different human groups. The C06 ANRS PRIMO cohort
was approved by the Paris-Cochin ethics committee. Blood samples were collected from
HIV patients at enrolment, before any treatment, and 1 year after effective CART. Primary
infection phase was defined by negative or indeterminate HIV ELISA results, but with either
p24 antigen*, HIV-RNA* plasma, with an evolving western blot profile (no anti-Pol
antibodies), or with a seronegative test performed less than 6 months prior to HIV* status.
The CO21 ANRS CODEX Cohort was approved by the ethics committee of lle de France
VII. Elite Controllers (EC) patients of this cohort had been infected for > 5 years without
ART. EC had plasma HIV RNA values below 400 copies/mL (Walker-Sperling et al., 2017).
Blood samples of healthy subjects were obtained from the “Etablissement Francgais du
Sang” (EFS). All subjects gave written informed consent to participate in the study. Clinical

parameters were summarized in Table 1.

Cynomolgus macaques

Macaca fascicularis were imported from Mauritius Island, and housed in Infectious
Diseases Models and Innovative Therapies (IDMIT) laboratory belonging to the
“Commissariat a 'Energie Atomique et aux Energies Alternatives” (CEA, Fontenay-aux-
Roses, France. Animal studies was approved by the ethics committee “Comité d'éthique

en expérimentation animale” No. 44, and by the “Ministere de I'Education Nationale, de
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I'Enseignement Supérieur et de la Recherche” (France) (reference 2015102713323361.02
(APAFIS»2453)). All animal treatments and procedures were performed according to
French national regulations and, by association, European regulations under the direct
supervision of national veterinary inspectors (CEA accreditation No. D92-032-02)
(European Directive 2010/63, recommendation No. 9), in compliance with the Standards
for Human Care of the Office for Laboratory Animal Welfare (OLAW, USA; under OLAW

Assurance No. A5826-01).

SIV infections & sample collection

Cynomolgus macaques expressing the MHC-I H6 haplotype were excluded, as they are
inclined to naturally control SIVmac251 viral infection. All procedures were performed
under general anesthesia by intramuscular injection of 10 mg / ml Ketamine (Rhone-
Merieux, Lyon, France). Animals were infected intravenously with a single 1000AID50 dose
of SIVmac251 (n = 12) on day 0. From days 182 to 910, Group 2 received intravenous ART
(emtricitabine and tenofovir disoproxil fumarate reverse transcriptase inhibitors (40 mg / kg,
and 5.1 mg / kg, respectively), combined with dolutegravir integrase inhibitor (2.5 mg / kg))

daily.

Blood was collected in lithium heparin tubes (Vacutainer, BD, USA) and bone marrow was
collected by aspiration from the iliac crest using a 18G syringe containing 10 mg / mL citrate
dextrose. Lymph nodes were harvested from four different sites: right and left iliac and right
and left axillary nodes. Spleens were collected at the time of euthanasia or when the clinical

end points were reached.

SIV viral load quantification

Plasma from whole blood samples was obtained by centrifugation at 1500 x g for 10 min.
SIV RNA was isolated from plasma using a High Pure viral RNA kit (Roche Diagnostics,

Meylan), according to manufacturer specifications. Quantitative RT-PCR using primers
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towards the gag region of SIV genomic RNA was used to quantify plasma viral load, as

previously described (Karlsson et al., 2007).
Tissues processing

Lymph node samples were divided in half with a scalpel before mechanical dissociation of
single cells, by passing through a 70 um nylon filter using gentle pressure applied with a
sterile syringe plunger. The filter was washed with R10 media (RPMI 1640 GlutaMAX
(Gibco) supplemented with 10% FBS (Sigma-Aldrich) + 1% Penicillin, Streptomycin, and
Neomycin (Gibco)). Lymph node myeloid cells (LNMC) were recovered by centrifugation at
500 x g (4°C) for 10 mins, and were resuspended in PBS (Gibco). Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were isolated using a 1.077 density Ficoll cushion (Eurobio),
centrifuged at 600 x g for 20 mins, and resuspended in R10 media. Plasma was removed
from bone marrow (BM) samples by centrifugation at 600 x g for 10 mins, and then the cells
were then resuspended in PBS before being overlayed onto a Ficoll gradient (as for blood,
defined above). The layer of purified BM mononuclear cells (BMMC) were then recovered.
Whole spleens were collected into GentleMACS tubes (Miltenyi), with RPMI medium
(Gibco). GentleMACS dissociation was performed using manufacturer recommandations,
and then samples were passed through a 100 pm nylon filter. Filtrate was diluted in PBS
before Ficoll gradient purification, as described for blood samples above. All single cell
suspension products were counted using a Vi-Cell XR automated hemocytometer

(Beckman Coulter).
Antibody staining of cells & flow cytometry analysis

Macaque serum, diluted (10%) in R10 media, was used to saturate FcR binding sites to
inhibit non-specific antibody staining at 4°C for 20 mins. Antibody cocktails were prepared
in staining buffer using previously calculated titers. Five million cells were labeled from each
sample, first with anti-CADM1 + live/dead stain (Fisher Scientific), for 15 mins at room

temperature (RT) in the dark before washing with PBS, pelleting at 500 x g for 5 min. Then

63



158
159
160
161
162

163

164
165
166
167
168
169
170
171
172
173

174

175
176
177
178
179
180

181

182
183

RESULTATS

pellet was resuspended and incubation with remaining antibody cocktail was performed
before being washed with PBS and pelleting at 500 x g for 5 min. Cells were then fixed with
1x Cell Fix (BD Biosciences), and acquired using a FORTESSA X20 flow cytometer (Becton
Dickinson) and DIVA software. FlowJo v10.8.1. was used for analysis of all cytometry data.

Antibody details are described in Table 2.

TLR agonist stimulation ex vivo & intracellular cytokine staining

Mononuclear cells from blood, lymph nodes or bone marrow were stimulated for 3 hours
with 10 ug / mL R848 / Resiquimod (Sigma), or 25 ug / mL Polyl:C (Invivogen), or 1 ug /
mL LPS (Invivogen), diluted in RSG10 (RPMI medium + 10% FCS + 1X Sodium pyruvate
(Thermo Fisher) + 1% Glutamate). After two hours of stimulation, Brefeldin A (100 ug / mL
final concentration; Sigma) was added for one more hour. Cells were then washed and
permeabilized using the Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer Set (Invitrogen).
Following the fixation step, FcR binding sites were saturated as described for antibody
staining. After washing, cells were resuspended in 1x PermWash (eBioscience) containing
anti-Ki67 antibody (See table 2) for one hour at 4°C. For the final 20 mins, a cocktail of anti-

cytokine antibodies were added (See table 2).

RNA sequencing & SIVmac251 genome quantification

Blood pre-DC and pDC were sorted by flow cytometry from PBMC harvested 11 months
p.i., and total RNA were extracted using RNA-easy kit (Qiagen) according to the
manufacturer recommendation. mRNA was purified and amplified with SMART-seq v4 kit
(Takara). Sequencing was performed by through lllumina (Hi-seq 2x150 bp). Results were
challenged against SIVmac251 genome reference

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/KF051800.1).

Statistical analysis

All statistical analysis were performed using GraphPad Prism 8 (Table 2). Nonparametric

Mann-Whitney U test or a paired nonparametric Wilcoxon signed-rank test was performed
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between unpaired or paired data, respectively. Friedman test was used to analyze
longitudinal data. Comparisons of data between groups, or pooled sample analyses used

a Kruskall Wallis test.

Results

Characterization of circulating human pre-DC in the late phase of primary HIV
infection

Human blood pre-DC were characterized from i) non-infected (N-1) donors (n = 16), ii) late-
stage HIV primary infection patients (between 1 and 3 months post infection; n = 13), iii)
after one year of effective ART, and iv) from EC patients (n = 10), by flow cytometry (Figure
1). Clinical parameters of HIV-infected patients are shown in Table 1. cDC1, cDC2, pDC
and pre-DC were defined from PBMC; pre-DC were MHC-II* CD141- CD123* AXL* (Figure
1A). This DC subset (N-I: median=1.042, SD=0.5829) appeared to experience a subtle
decrease (p = 0.068;, Mann-Whitney test) in late primary HIV infection (primo:
median=0.6529, SD=0.3810), in comparison to N-I donors (Figure 1B). Interestingly, ART
appeared to elicit a bidirectional effect on the frequency of pre-DC in blood, as half (n = 7)
of HIV-infected donors demonstrated an increased pre-DC frequency after ART, while n =
3 appeared to decrease and n = 3 barely changed (Figure 1B). A similar effect was
observed in pDC frequencies (Figure 1C), which trended lower (p = 0.011, Kruskal-Wallis
test) after HIV infection, but with almost all patients responding to ART with increased
frequencies of pDC in the blood (p = 0.0398; Wilcoxon test). In contrast, these changes

were not so obvious in the frequency of cDC2 (Figure 1C).

We also investigated if HIV infection status influenced the maturation state of blood pre-
DC. Expression of costimulatory molecules (CD40, CD80, CD86 and CD83) on the surface
of pre-DC was compared between patient groups. CD86 was expressed by most pre-DC

(Figure 1D) as expected (See et al., 2017; Villani et al., 2017), regardless of the infectious
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state (N-I: mean = 72.28%, SD= 12.27%, Primo: mean = 74.26%, SD= 9.96%, ART: mean
=74.50%, SD=9.73% and EC: mean = 81.41%, SD= 9.93%), with a high MFI trend in EC.
Smaller proportions of pre-DC expressed CD40 (=15%), CD80 (=4,7%) or CD83
(=10,15%), regardless of the infectious state. While the expression of these co-stimulatory
molecules on pre-DC was not significantly affected by HIV infection, ART appeared to elicit
a bidirectional trend (vs primo) in patients, of either an increase or decrease in CD40, CD83

and CD86 frequency, which was also observed by MFI changes (Figure 1D).

These results suggest that circulating pre-DC abundance and phenotype are not severely
affected in late phase of primary HIV infection. However, the decreasing trend in pre-DC
proportion after HIV infection, changes in costimulatory molecule expression and after ART
justified the further scrutiny of pre-DC dynamics during the first days after infection. Since
such samples are almost impossible to obtain (due to the delay between patient infection
and diagnosis), the Cynomolgus macaque SIV infection model, which recapitulate the
pathophysiology of HIV infection as it occurs in humans, was used to study early immune

responses.

Multiparameter flow cytometry analysis define human pre-DC equivalents in

Cynomolgus macaques

Since pre-DC were undefined in Cynomolgus macaques, a flow cytometry gating strategy
was designed using antibodies to discriminate circulating human pre-DC from other DC
subsets in humans (Figure 2A and 2B), which would be compatible for use in macaques.
Human pre-DC markers, including CD45RA and CD33, were not compatible with
Cynomolgus macaques (Figure S1A). However, a combined CD123 and Siglec-1 approach
in humans (HLA-DR* CD123" Siglec-1* and BDCA-2* lin- cells; Figure 2B), overcame the
need for CD45RA and CD33 discrimination (Figure 2 A-C). Thus, this strategy effectively
differentiated pre-DC from pDC, cDC1 and cDC2 subsets in Cynomolgus macaque PBMC

(Figure 2D). This strategy was also applied to human PBMC, which correctly identified pre-
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DC as the AxI* Siglec-6* population (Figure S1B). However, Axl and Siglec-6 expression

were not detected in PBMC from Cynomolgus macaque (Figure S1C).

To further validate the identity of the Cynomolgus macaque pre-DC subsetin PBMC, MHC-
Il expression was compared between pre-DC and other DC subsets. In agreement with
human studies, expression of MHC-II on macaque pre-DC was lower than that of cDC2,

but higher than for pDC (Figure 2E and S1D).

Additionally, TIGIT has been reported to be specifically expressed on pDC, but not by other
DC subsets in macaque (M. Y.-H. Lee et al., 2021). Concordantly, TIGIT expression was
restricted to pDC making it an additional selection marker for the discrimination of pre-DC
from cDC1, cDC2 and pDC (Figure 2E and S1D). pre-DC identity using our gating strategy
was further validated by the intracellular expression of the proliferation marker Ki67. In
contrast to pDC, macaque and human pre-DC expressed Ki67 (Figure 2F and S1E). In
fact, among Lin"CD123* MHC-II* cells, only pre-DC defined by Lin/CD123*/MHC-II*/Siglec-
1*/BDCA-2"°" show intracellular expression of Ki67 to clearly differentiate pre-DC from pDC

and other DC subsets (Figure 2F).

The frequency of pre-DC were then compared between PBMC of Cynomolgus macaques
and humans. The frequency of circulating pre-DC was slightly higher in Cynomolgus
macaques (mpre-DC) than in humans (hpre-DC) (Figure 2G), while the frequency of pDC
in peripheral blood was lower in Cynomolgus macaques than in humans, in agreement with

a previous study (Bjornson-hooper et al., 2019).

Additional studies have identified pre-DC in bone marrow, skin and secondary lymphoid
organs, in uninfected conditions (Alcantara-Hernandez et al., 2017; Cabeza-Cabrerizo et
al., 2019; Leylek et al., 2019; Schlitzer et al., 2015; See et al., 2017). To determine if
macaque pre-DC retained their phenotype (Lin/CD123*/MHC-II*/Siglec-1*/BDCA-2"°%) in
other tissue, lymph nodes, spleen and bone marrow were also analyzed for the presence

of pre-DC using this gating strategy (Figure 3A). Unsupervised t-SNE analysis (using:
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MHC-II, CD123, Siglec-1, BDCA-2, CD1c, CADM1, CD45 and CD11b) and a manual gating
overlay of pre-DC (red), pDC (orange), cDC1 (green) and cDC2 (blue) confirmed pre-DC
identity by the independent clustering of pre-DC from pDC and cDC subsets, in all tissues
(Figure 3B). In addition, pre-DC from different tissues were always clustered in the same
distinct t-SNE island, confirming consistent marker expression between the different

compartments during the resting state.

These results identified human-equivalent pre-DC in different Cynomolgus macaques, to
be Lin"MHC-II*"CD123*Siglec-1*BDCA-2"°* TIGIT- Ki67*. The minimal flow cytometry
strategy (LinMHC-II"CD123*Siglec-1*BDCA-2"°%) was validated, and could be applied

across tissues for discrimination of pre-DC from pDC and other DC subsets.

Differential expression of costimulatory molecules according to tissue localization,
& DC cytokine production upon TLR agonist stimulation by Cynomolgus macaque

pre-DC

Using our validated macaque pre-DC gating strategy, we interrogated the expression of
co-stimulatory molecules and production of DC cytokines under TLR stimulation by
Cynomolgus macaque pre-DC. Resting state coexpression of CD83 and CD86, or CD40
vs HLA-DR were compared between pre-DC, pDC and cDC2 from PBMC, LNMC or spleen
in healthy macaques (Figure 3C). While PBMC-derived subsets lacked expression of CD83
and CD86, almost half of pre-DC from LNMC expressed CD86 (45%), and 27.4%
coexpressed CD83. pDC from LNMC did not express CD83 or CD86, while these markers
were coexpressed on ¢cDC2 LNMC with similar frequencies to pre-DC. In addition, a
significant proportion of splenic pre-DC (21%) coexpressed CD83 and CD86, while CD83+

or CD86+ pDC or cDC2 were rarely observed.

Abundant frequencies of CD40+ DC were observed in all subsets in the LN and most pre-
DC and cDC2 were CD40+ in the spleen. Therefore, costimulatory phenotype of pre-DC

was different across tissues during the resting state in healthy macaques.
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Pre-DC cytokine production capacity upon TLR7/8 stimulation was examined ex vivo.
Similar to human pre-DC (See et al., 2017), Cynomolgus macaque pre-DC produced TNF-
a and IL-12p40, but not interferon alpha (IFN-a) after incubation with R848 (Resiquimod)
(Figure 3D). In contrast, incubation with R848 elicited abundant pDC coexpression of IFN-
a and TNF-a and IL-12. No cytokine production was observed by the three subsets after
stimulation with Polyl:C or LPS (Figure 3D). The capacity of pre-DC to produce IL-12p40
and TNF-a was conserved across tissues, as significant numbers of IL-12p40*and TNF-a*
pre-DC were detected after TLR7/8 stimulation when isolated from LNMC, splenocytes or

BMMC (Figure S2).

Altogether, these data demonstrate shared phenotypic and functional capacities of
Cynomolgus macaque pre-DC across tissues, which recapitulate the phenotypic and

functional capacity of human pre-DC, and their cross-species homology.

Circulating pre-DC decrease from peripheral blood & accumulate in lymph nodes

during early SIV infection

Pre-DC dynamics were investigated in peripheral blood and tissues of SIV-infected
Cynomolgus macaques, during early and late primary infection, as well as during chronic
phase, with (n = 6) or without ART (n = 6), in separate groups (Figure 4A). Viral load was
frequently monitored to define the different phases of infection. From 3 days post infection,
viral load was detected significantly higher than baseline, to define the early acute infection
(Figure 4B). Day 10 p.i. represents the peak of viremia, (10" RNA copies/mL), which
stabilized around day 35 to levels, to define chronic phase which continued until the end of
the experiment. In the macaques that received ART at day 182, during chronic phase, a
rapid decrease of viral loads occurred within 7 days, plummeting below the detection
threshold at this time (Figure 4B). CD4 T cell were also monitored in blood. An abrupt
decrease in CD4 T cells was elicited by SIV infection and slowly declined during the course

of chronic phase (Figure 4C).
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The amount of blood pre-DC significantly decreased at the peak of viral load (day 10 post
infection) (Figure 4D), whereas the proportion of pre-DC increased in lymph nodes (Figure
4E). During chronic phase, a partial recovery of blood pre-DC was observed (Figure 4D),
while pre-DC presence remained elevated in untreated animal LN (Figure 4F). Ki67
proliferation marker expression by pre-DC from blood and lymph nodes was also
investigated during the course of SIV infection (Figure 4G and H). The major portion of
blood pre-DC (88,19%) in uninfected animals, and during the different phases of SIV
infection, expressed Ki67, while acute phase SIV infection elicited a decline in the
proportion of pre-DC that expressed Ki67 (day 3 = 80,40%; day 10 =72.72%) and recovery
in the blood occurred during chronic phase (91,37%) (Figure 4G). However, only a small
portion of LN pre-DC from uninfected animals expressed Ki67 (23.34%), which elevated
significantly to 49,41% during acute, and to 45,67% during chronic phases (Figure 4H).
The increased proportion of Ki67* pre-DC in LN during acute and chronic infection, from
low resting state levels, strongly suggests that blood pre-DC are recruited into the LN from
the time of SIV infection, and that chronic infection elicits persisting recruitment to LN for

the course of infection.

For comparison, pDC and cDC2 dynamics were also evaluated at the same time (Figure
S3A and B). Concordant with previous studies (Alaoui et al., 2018; Bruel et al., 2014;
Malleret, Mané, et al., 2008), both pDC and cDC2 numbers rapidly decreased in PBMC of
infected animals during acute SIV infection, and accumulating in LN, with a trend not unlike

pre-DC dynamics.

Moreover, ART induced a decrease in the frequency of pre-DC in the lymph nodes, which

returned to uninfected proportion levels (Figure 4l right vs 4F).

ART also affected pDC and ¢DC2 blood-LN dynamics (Figure S3C & D). pDC numbers in
the blood exploded after ART (Figure S3C left), and did not return to uninfected proportion

levels in the LN (Figure S3D left). While cDC2 dynamics in blood were similar to pre-DC,
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with cDC2 numbers returning to uninfected levels (Figure S3C right), cDC2 frequencies in
the LN continued to rise after ART (Figure S3D right). Thus, ART influenced the dynamics

of pre-DC, pDC and cDC2 differently in chronic SIV-infected animals.

Due to the observed decline in circulating pre-DC numbers during early SIV infection
(Figure 4D and | left), an ‘emergency hematopoiesis state’ was considered that might
compensate for the loss of pre-DC in the blood, in the BM. Only subtle changes in the
frequency of pre-DC occurred in the BM during early SIV infection, but there was an
increased trend of pre-DC during chronic infection (Figure 4J). The proportion of pDC, on
the other hand, crashed in BM during the early phase of the infection, rebounding partially
by chronic infection phase, while cDC2 frequency appeared to gradually decline over the
course of SIV infection (Figure S3F). Interestingly, the Ki67* proportion of pre-DC in BM
seems to decline from acute infection to chronic infection phase, and was not replenished
(Figure 4J, right). Even though pre-DC were ever present in blood and BM over the course
of SIV infection (Figure 4G), the decline of Ki67* pre-DC in BM suggests that chronic

infection with SIV may eventually exhaust the BM pre-DC compartment (Figure 4J, left).

Altogether, our data demonstrated the dynamics of pre-DC during SIV infection, which
decline in blood early during acute infection, but were recruited to LN. pre-DC in blood only
partially recovered and accumulation persisted in LN during chronic phase. However,
proliferating BM pre-DC declined considerably during chronic infection. ART reversed

chronic phase pre-DC LN dynamics, returning to uninfected levels.

SIV infection impairs LN pre-DC functionality

Activation phenotype (CD83, CD86 and MHC-II) of pre-DC from PBMC, LNMC or spleen
was assessed during the different phases of SIV infection. Although blood pre-DC numbers
dropped during the primary infection phase, the remaining circulating cells would be
exposed to virus due to high viral load in hosts. While an activated phenotype was

expected, activation markers CD83, CD86 and MHC-II were decreased in this circulating
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pre-DC pool during acute infection (Figure 5A and B); these markers all returned to basal
expression on chronic phase blood pre-DC (Figure 5A). In the LN, pre-DC had significant
increase of CD83 and CD86 expression only during chronic phase (Figure 5C and D).
Moreover, MHC-II expression appeared downregulated during acute phase infection, to

partially rebound during chronic phase (Figure 5C and D).

Spleen is a major secondary lymphoid organ, functioning to facilitate adaptive immune
response initiation via promotion of DC-T cell interactions. While spleen was not accessible
during early infection, splenic pre-DC were harvested at euthanasia, in ART or untreated
animals (Figure 5E). Pre-DC from macaques in SIV chronic infection exhibited higher
expression of CD83 compared to pre-DC from non-infected macaques. Also observed was
a non-significant trend of CD86 and MHC-II up-regulation on splenic pre-DC from untreated

macaques, which may have been partially ameliorated by ART (Figure 5E).

To explore apoptosis as an explanation for blood pre-DC loss during primary infection, we
longitudinally analyzed expression of the cell death marker CD95 on pre-DC in two newly
infected animals. Upregulation of CD95 expression on blood pre-DC was triggered by SIV
infection, with over 70% expressing high levels during all phases of SIV infection. At day
10 p.i., all blood and LN pre-DC expressed high levels of CD95, suggesting their

susceptibility to apoptosis at the peak of infection (Figure 5F, G and H).

SIV and HIV stimulate DC primarily through a TLR7/8 pathway (Bao & Liu, 2013; Cella et
al., 1999; Khatamzas et al., 2017). After ex vivo stimulation of PBMC, LNMC or BMMC with
the TLR7/8 agonist R848, IL-12p40 and TNF-a expression by pre-DC was measured. A
proportion of pre-DC in the blood and lymph nodes retained the ability to secrete IL-12p40
and TNF-a during the course of SIV infection (Figure 6A-C). A higher frequency of
stimulated blood pre-DC expressed IL-12p40 and TNF-a. when harvested at the peak of
infection, 10 days p.i. (Figure 6A). In contrast, the capacity for IL-12p40 production by

LNMC- and BMMC-derived pre-DC from early and chronic phases of SIV infection were
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severely attenuated, almost completely lost by BMMC-derived pre-DC (Figure 6B and C).
Only a non-significant decrease in the frequency of LN pre-DC producing TNF-a occurred
during acute phase of SIV infection (Figure 6B), while the frequency of BMMC producing
TNF-a upon stimulation increased throughout the course of SIV infection (Figure 6C).
Production of IFN-a was barely detected from R848-stimulated PBMC or LN pre-DC
(Figure 6D). In contrast and as expected, stimulation of PBMC- or LN-derived pDC with
R848 elicited robust production of IFN-a (Figure S4); in blood and lymph nodes higher
frequencies of IFN-a-producing pDC were detected when harvested at the peak of
infection, on D 10 p.i.. However, the capacity of pDC to produce TNF-a or IL-12p40 under

TLR7/8 stimulation was not significantly modified by SIV infection.

These data indicate that SIV infection affects pre-DC functionality early during SIV
infection, by inhibition of costimulatory and MHC-II molecule expression, and disabling

production of IL-12p40 in LN and BM upon TLR7/8 stimulation.

Discussion

The DC response to HIV infection seems to be affected in blood of HIV-infected patients,
where they display a more activated phenotype, and they are reduced in numbers (Diao et
al., 2015; Donaghy et al., 2001; Sabado et al., 2010; Soumelis et al., 2001; Yonkers et al.,
2011). The discovery of preDC (See et al., 2017; Villani et al., 2017) has led to a new field
of interest regarding their involvement in the development of immune responses to viral
infection. In particular, the study of preDC following HIV infection is significant because of
the expression of Siglec-1, an HIV receptor, specifically by this subset (Ruffin et al., 2019).
Since pre-DC also possess DC-like functionality (See et al., 2017; Villani et al., 2017), we
questioned whether decreases in blood pre-DC and changes in their activation phenotype
would also be observed in HIV-infected patients. When we compared sample of non-

infected human with primary HIV infected, before and after ART, a trend of decreased pre-
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DC was evident during primary HIV infection. Furthermore, ART seemed to affect the level
of costimulatory molecule expression by human pre-DC. This lack of observed significant
change was in agreement with a recent study, which also did not identify significant
modifications of circulating pre-DC activation or abundance during primary HIV infection
(Brouiller et al., 2022). However this study and ours relied on late-stage sampling from
patients (as a consequent of diagnosis time), and the delay may have concealed significant
pre-DC changes that are more likely to occur directly after infection. As hypothesized, we
observed drastic changes in pre-DC dynamics and functionality using a macaque SIV
infection model, which enabled the longitudinal analysis of pre-DC from the early days post
infection until chronic phase, before or after implementation of ART. Concordantly, the
consequence of sampling late after HIV infection was demonstrated using the SIV model,
as by day +35 post SIV infection, pre-DC number and phenotype had reverted to near-
normal levels in the blood. Therefore, our data highlight the importance of immune
monitoring early after infection, particularly for tracking of dendritic cell behaviour, during

the first days after HIV infection.

This macaque model has been used previously to define the dynamics and functions of
pDC and cDC during SIV infection (Barratt-Boyes et al., 2006; Bruel et al., 2014; M. Y.-H.
Lee et al., 2021; Malleret, Karlsson, et al., 2008; Malleret, Manég, et al., 2008; Wijewardana
et al., 2010). Even though this model is outstanding for the study of early immune
responses to HIV, and in peripheral tissues, discrepancies in some key markers for human-
equivalent DC identification are present (including CD141 and CD11c) (Autissier et al.,
2010; Brown & Barratt-Boyes, 2009; Dutertre et al., 2014; Leylek et al., 2019). Similarly,
we found that some markers for human-equivalent pre-DC, such as Axl, Siglec-6 and
CD45RA, were not suitable to isolate pre-DC in the macaque. Even so, these markers were
not essential since we developed in this study a multiparameter flow cytometry strategy to
unambiguously isolate human-equivalent macaque pre-DC from other DC subsets, in blood

and secondary lymphoid organs, after SIV infection. This strategy employed common
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surface markers that were shared between macaque and human pre-DC, including:
CD123, Siglec-1, BDCA-2 and MHC-II. Moreover, in both species, pre-DC produced IL-12

and TNF-a, but not type-I-IFN upon TLR7/8 stimulation.

Using this validated gating strategy, we identified decreases in circulating pre-DC during
early SIV infection and an increased proportion of pre-DC to total DC in LN of SIV-infected
animals. This could reflect their migration into secondary lymphoid organs, as previously
reported for pDC in the SIV model (Bruel et al., 2014), as well as into sites of infection, as
observed in the lungs of mice during influenza infection (Beshara et al., 2018; Leylek et al.,
2019). Additionally, HIV infection in the gut constitutes a major reservoir of viral replication
within the draining LN (Brenchley & Douek, 2008). While intestinal tissue was unavailable
during this study other LN, like those draining the gut, are likely to also be major sites for

pre-DC recruitment during SIV/HIV infection.

Ki67 is a proliferation protein expressed during all the cell cycle stages except GO. It has
been shown that mouse pre-DC from different compartment express high level of this
protein (Cabeza-Cabrerizo et al., 2019) and this is what we have demonstrated in human
and in the macaque. Ki67 expression by pre-DC has allowed pre-DC isolation from the
pDC and its expression by pre-DC support the fact that pre-DC are able to produce new

cells through proliferation.

While there was a proportion of Ki67 expressing pre-DC in LN before SIV infection, their
proportion nearly doubled during early and chronic SIV infection. Therefore, either the LN
pre-DC pool expanded, or additional Ki67* pre-DC are recruited from the blood in response
to SIV infection. These profound increases continued during chronic phase of infection but
was tempered by ART treatment, to suggest that active SIV infection is directly responsible
for the increased presence of pre-DC in the LN. However, in the BM, the proportion of pre-
DC that were Ki67* dropped drastically, to suggest that over the course of chronic SIV

infection, these pre-DC exit BM, and are recruited to LN. The fate of pre-DC is determined
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early during SIV infection, as we observed a shift in death receptor Fas (CD95) expression
by 100% of pre-DC between 3 and 10 days post SIV infection, in the blood and lymph
nodes. This coincided with the peak of viral load, and the loss of pre-DC from circulation.
Therefore, pre-DC losses, and their eventual fate during early SIV infection could be a
direct result of apoptosis triggered by infection (Ashany et al., 1999; Brown et al., 2009;
Bruel et al., 2014; Varanasi et al., 2014), or as a bystander response to the inflammatory
environment elicited by SIV infection, as previously reported for other DC subsets (Laforge
et al.,, 2011). In the end, SIV infection promoted death receptor expression on pre-DC and

draws them into LN where they likely die.

The chronic accumulation of Ki67* pre-DC in LN may also reflect deregulation of pre-DC
function, to affect the host’s capacity to maintain cDC subset numbers during chronic SIV
infection. In this regard, pre-DC activated as a cause of SIV upregulate death receptors,
migrate through the blood to secondary lymphoid organs to die, instead of proliferation and
maturation into cDC. While their numbers in BM were dropping, blood pre-DC didn’t appear
to be activated, and LN pre-DC lacked CD86 expression and decreased significantly their
MHC-II expression during early SIV infection. This signature reflected an immature
phenotype or a delayed activation which also has been reported for cDC in chronic phase
of SIV infection (Wijewardana et al., 2014). The lack of costimulatory and MHC-II molecule
up-regulation on pre-DC could further lead to poor presentation of viral antigens to T cells

in the lymph nodes, and thus elicit ineffective adaptive responses.

Across both species, pre-DC also performed DC-like functions by the production of IL-12
and TNF-a upon TLR7/8 stimulation, but not IFN-a like pDC (See et al., 2017; Villani et al.,
2017; Zhang et al., 2017). This DC-like capacity was observed in a higher proportion of
pre-DC in blood at the peak of viral replication. However, BM and LN pre-DC were lacking
in their ability to produce IL-12p40 during early or chronic SIV infection. Thus, like pDC, it
is possible that pre-DC in LN become refractory to ex vivo restimulation due to SIV infection

(Malleret, Mané, et al., 2008; Miller & Bhardwaj, 2013; Sabado et al., 2010). It is well
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established that IL-12 is a major factor for induction of Th1 differentiation, and is also an
activator of NK cell antiviral function (Ferlazzo et al., 2004; Kaplan et al., 1996). Therefore,
the attenuated capacity of pre-DC to produce IL-12p40 in lymphoid tissue could participate
to the mechanisms of immune dysregulation elicited by SIV/HIV (Louis et al., 2010). We
further observed altered costimulatory molecule expression elicited on pre-DC by SIV
infection. Since pre-DC can directly stimulate CD4* T cells via antigen presentation, or after
differentiating into cDC1 or cDC2 (Breton et al., 2015; See et al., 2017; Villani et al., 2017),
it is important for future studies to determine i) how SIV infection affects the capacity of pre-
DC to elicit/influence T cell responses during SIV infection, and ii) if SIV affects the
differentiation of pre-DC into cDC1 or cDC2, and if these progeny are affected in their ability
in shaping T cell responses. In addition to the difficulty of obtaining sufficiently purified cells,
such a study would require a combination of culture medium conditions, cytokines and/or
stromal cells suitable for the differentiation and survival of macaque pre-DC in vitro, which

are currently undefined.

We demonstrated ongoing changes in pre-DC dynamics, activation and death phenotype,
and direct functionality during the course of SIV infection. Some of these changes persisted
during chronic infection, but were rectified by ART to some extent. Since pre-DC are a
relatively new subset, it remains unknown if pre-DC themselves are targets for SIV
infection. Previously, a high degree of active SIV infection has been reported in pDC from
the LN of chronically SIV infected-macaques (M. Y.-H. Lee et al., 2021). To this date,
previous studies have not differentiated pDC from pre-DC with isolation procedures, thus
it is likely that reported ‘pDC’ also include pre-DC. Therefore, we simultaneously isolated
pre-DC and pDC from the blood of a single chronically infected animal and performed
transcriptomic analysis to identify SIV infected cells, as a proof of concept. Surprisingly,
infection of blood pDC was low while pre-DC from blood contained higher number of SIV
RNA reads than blood pDC (Figure S6). These preliminary results support the initial theory

that SIV/HIV would preferentially infects pre-DC.
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However, the implication of pre-DC in the viral reservoir need to be confirmed with a larger
number of animals, and in HIV-infected patients. Such a study would provide important
information on HIV pathophysiology and the contribution of pre-DC as a reservoir for
dissemination of virus, and in immune dysfunction following their migration into secondary
lymphoid organs. In this regard, germinal centers of lymph nodes are enriched in memory

and follicular helper CD4* CCR5* T cells that represent a major reservoir of the virus.

In summary, this study identified human equivalent of pre-DC in macaque preclinical model
and demonstrated that SIV infection induces pre-DC dysregulation that may affect the
development of effective anti-viral immune responses with direct implications in the
pathophysiology of HIV infection in humans. Future studies aiming to characterize the
impact of this dysregulation on disease progression, but also the contribution of pre-DC
from tissues as reservoir, will be crucial for the design of new therapeutic strategies against

HIV.
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Table 1: Summary of patients living with HIV and healthy subject clinical parameters

Primary HIV HIV cART HIV controllers Healthy
(n=13) (n=12) (n=10) (n=12)
Age 40 40 46 39,5
median (min-max), in years (24-57) (25-55) (33-52) (18-73)
M (2) M (10)
Gender M M F (8) F@2)
Days since HIV-1 diagnosis 39,61 455,42 7786 N/A
median (min-max), in days (19-64) (387-768) (4 359-10 994)
Treatment Naive cART Naive Naive
. . 2941703,2
RNAHIVI ’
\ HIV'load at diagnosis (22 909 — 20 892 <50 <40 N/A
median (min-max), in copies/mL 961)
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Table 2: Reagents and ressources

REAGENT or RESSOURCE

SOURCE

IDENTIFIER

Biological Samples

Whole Blood from healthy donors

Etablissement

Frangais du

Sang
Whole Blood from HIV-infected patients coe ANRS -
PRIMO cohort
Whole Blood from Cynomolgus macaques IDMIT Facility -
Tissues from Cynomolgus macaques IDMIT Facility -
Chemicals
Ficoll Eurobio Cat# CMSMSL01-01
Fetal Bovine Serum Sigma Aldrich Cat# F7524
RPMI 1640 GlutaMAX Gibco Cat# 61870-010
Penicillin Streptomycin Neomycin Gibco Cat# 15640-055
Sodium pyruvate 1X Thermo Fisher ~ Cat# 11360039
GentleMACS tubes Miltenyi Cat# 130-093-237
Macaque serum IDMIT Facility -
PBS Gibco Cat# 14190-094
Staining buffer BD Pharmingen Cat# 554657
R848 / Resiquimod Sigma Cat# SML0196
LPS Invivogen Cat# TLRL-SMLPS
Poly(l:C) HMW Invivogen Cat# tlrl-pic
CPG ODN 2216 Invivogen Cat# tIrr-2216
BFA Sigma Cat# B-7651
FISHER
CellFix Solution SCIENTIFIC Cat# 12756879
SAS
Critical Commercial Assays
Foxp3 / Transcription Factor Staining Buffer  Invitrogen™

Set

PermWash 1X solution

Permeabilization Buffer (10X)

Live/Dead Fixable Blue Dead

RNeasy Micro Kit (50)

High Pure viral RNA Kit

eBioscience™
Invitrogen™
eBioscience™
Invitrogen™
eBioscience™
FISHER
SCIENTIFIC
SAS

Qiagen

Roche

Diagnostics
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Software

FlowJo Software v10.0.8

GraphPad Prism 8

BD Bioscience

GraphPad
Software, Inc.

https://www.flowjo.com/solutions/flowjo/d
ownloads
https://www.graphpad.com/scientific-

software/prism/

Antibodies

Anti-human SynCAM (TSLC1/CADM1)
Anti-human AXL BV650 (clone 108724)
Anti-human AXL AF700 (clone FAB154N)
Anti-human BDCA-2 PEVIO615
AC144)

Anti-human BDCA-2 APC (clone AC144)
Anti-human CD11b BV785 (clone ICRF44)
Anti-human CD11b BV711 (clone ICRF44)
Anti-human CD11C BV650 (clone 3,9)
Anti-human CD123 PerCP-cy5.5 (clone
7G3)

Anti-human CD14 V450 (clone M5E2)
Anti-human CD14 V500 (clone M5E2)
Anti-human CD141 BV711 (clone 1A4)
Anti-human CD141 PE (clone 1A4)
Anti-human CD163 BB515 (clone REA812)
Anti-human CD19 V450 (clone HIB19)
Anti-human CD1c APCcy7 (clone L161)
Anti-human CD1c PEdazzle (clone L161)
Anti-human CD20 V450 (clone L27)
Anti-human CD3 V450 (clone SP34-2)
Anti-human CD33 PE (clone AC104,3E3)
Anti-human CD34 pacific blue (clone 581)
Anti-human CD40 APC (clone 5C3)
Anti-human CD45 V500 (clone HI30)
Anti-NHP CD45 V500 (clone D058-1283)
Anti-human CD45RA BV785 (clone 5H9)
Anti-human CD5 PE (clone REA782)

(clone

Anti-human CD56 V450 (clone B159)

Anti-human CD7 eFluor450 (clone 124-
1D1)

Anti-human CD8 V450 (clone RPA-T8)
Anti-human CD80 PEcy7 (clone L307.4)
Anti-human CD83 FITC (clone HB15)
Anti-human CD86 BUV737 (clone 2331)
Anti-human CD88 PEcy7 (clone S5/1)
Anti-human CD95 APC (clone DX2)
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Donkey anti-chicken FITC

Donkey anti-chicken PE

Anti-human HLADR AF700 (clone L243-
G46-6)

Anti-human HLADR APC-cy7 (clone L243-
G46-6)

Anti-human IFN-a PE (clone LT27:295)
Anti-human [L-12/IL-23 p40 BIOTIN (clone
C8.6)
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Anti-human TNF- a AF700 (clone MAB11)
Streptavidine BV650

Jackson

immunoresearc

h
Jackson

immunoresearc

h

Biolegend

Biolegend
Miltenyi
Biolegend

BD
biolegend

Miltenyi

Miltenyi
R&D System

ebioscience

Biolegend
Biolegend

93

Cat# 703096155

Cat# 703116155

Cat# 307626

Cat# 307618

Cat# 130-092-601

Cat# 508801

Cat# 563756
Cat# 338708

Cat# 130-098-640

Cat# 130-098-654
Cat# FAB2859P

Cat# 46950042

Cat# 502928
Cat# 405232



RESULTATS

CD45RA

cDC2

oTdd

AXL

CD123

CD3 CD7 CD14
CD19 CD34

“

Figure 1

(&)

SSC-A

avaaann

FSC-A

CD4s

r
=3 o o o
©

3d 18303 J0 %
¢oal

T T T
o o o
¥ N

0da 18303 J0 %
oad

T
o
©

1001

0d1ejo3 jo %
2Qg-aad

o
% - )

< “%
%

0,
e,

\,.AMY dio B OA\N\
v 4

0d 18303 30 %
¢Ooad

%>
.\axv‘ N
%
R
0dlejo3 jo %
oqd
9,
£4
.\&V
,\&N‘
o,
%,
\.\Q 0@«\
% %
& & T S
0dad 1e3o0} Jo %
oa-aad

MFI CD80
+0809 2aa4d jo %
MFI CD40
+0¥a9 oaaad jo 9%

MFI CD83

° o

T
o

o
o

+£809 9aa4d Jo %,
MFI CD86
° .:|3IL|3|A ® - ..va
»; [ %
) oo - 0@.«\
o OT‘levll - Vn\o\
B
v,
=
L T L T i \0%0\
+9809 oaaad jo %

94



821

822
823
824

825
826
827

828
829
830
831
832

833
834

RESULTATS

Figure 1: Analysis of circulating human pre-DC and HIV influence

(A) DC were defined by flow cytometry as MHC-II"' dead- and lin- CD45* PBMC, cDC1 were
defined as CD141*, and from the CD141- CD123* events, pDC were AXL" while pre-DC were
AXL*. CD123-events that were CD1c* and CD45RA- were defined as cDC2.

(B) Proportion of circulating pre-DC were calculated as a percentage of total DC in non-infected
donors (N-I), primary HIV-infected patients (Primo), the same Primo patients (connecting lines)

at 1-year post ART commencement (ART), and elite controller (EC) patients.

(C) The proportion of total DC in blood that were pDC or cDC2 were quantified. Statistical
Kruskal Wallis test were performed between the different groups and the p-values were
corrected for multiple testing with the Benjamini, Krieger and Yekutieli method (* = p<0.05,
Kruskal Wallis). Statistical Wilcoxon test was perforemed to assess the impact of ART (pDC p-
Value: p=0.039).

(D) Expression of CD80, CD83, CD86 and CD40 on was analyzed as a percentage of pre-DC,

and as mean fluorescence intensity (MFI).
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Figure 2
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Figure 2: Identification of human pre-DC equivalent in Cynomolgus macaque

(A) Representative flow cytometry gating strategy of the different human DC HLA-DR*
subpopulations identifying CD33- CD45RA* CD123* BDCA2* pDC (orange), CD33* CD123*
Siglec-1* pre-DC (red), CD33* CD123- CADM1* CD141* ¢cDC1 (green) and CD33* CD123"
CD141- CD1c* cDC2 (blue).

(B) Representative flow cytometry gating strategy of the different human DC subpopulations
identifying CD123* BDCA2* Siglec-1- pDC (orange), CD123* Siglec-1* BDCA2'° pre-DC (red),
CD123- CADM1* cDC1 (green) and CD123- CD1c* cDC2 (blue)

(C) DC subsets, defined using the two different gating strategies previously described
(CD33/CD45RA vs CD123/Siglec-1), were compared on CD33 vs CD45 facs plots, with a
color overlay of the pre-gated DC subsets. Frequency of DC (Live CD45" MHC-II* Lin") cells

were quantified and compared using the different gating strategies, presented in the graph.

(D) Representative flow cytometry gating strategy to identify circulating pre-DC in Cynomolgus
macaques: CD123" Siglec-1* BDCA2'°" pre-DC (red), CD123* BDCA2* Siglec-1- pDC (orange),
CD123- CADM1* cDC1 (green) and CD123-CD1c* cDC2 (blue).

(E) Representative analysis of the expression level of MHC-Il and TIGIT (MFI) on human and
macagque circulating pre-DC (red) and pDC (orange) (n=6).

(F) Analysis of Ki67 expression in macaque pre-DC (red) and pDC (orange) and proportions of
Ki67* pre-DC (mpre-DC) and pDC (mpDC) among 8 macaques. Statistical Wilcoxon test was
perforemed (p=0.0078).

(G) Frequency of human (n = 14) vs macaque (n = 30) blood pre-DC (hpreDC and mpreDC,
respectively), or blood pDC (hpDC and mpDC). Statistical Mann-Whitney test was perforemed
(pre-DC: p=0.0217; pDC: p<0.0001)
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Figure 3: Characterization of pre-DC, pDC and cDC across tissues in Cynomolgus

macaque

(A) Representative flow cytometry gating strategy to identify pre-DC, pDC and cDC from blood,
peripheral lymph nodes (LN), bone marrow (BM) and spleen of one Cynomolgus macaque out
of 6.

(B) Unsupervised flow cytometry analysis of DC from blood, lymph nodes, bone marrow and
spleen of a representative macaque. All of the CD45* MHC-II* Lin
(CD3/CD8/CD14/CD20/CD34") cells from the different tissues were isolated by manual gating
and then concatenated into a unique file. --SNE analysis using 8 markers (HLA-DR, CD123,
BDCA-2, Siglec-1, CADM1, CD1c, CD11b, CD45) was used to deconvolute the data into 2
dimensions for the tissues. Subsets gated in (A) were overlayed on the t-SNE plot to color

subsets (pre-DC in red, pDC in orange, cDC1 in green and cDC2 in blue).

(C) Expression of CD86, CD83 and CD40 on pre-DC, pDC and cDC2 among blood, lymph node

and spleen samples analyzed with the gating strategy previously described.

(D) PBMC were purified from macaque blood and cultured in the presence of PolylC, R848,
LPS or R10 media (NS) for 2 hours, before BFA was added and cultures left for an additional 1
hour before fixation and intracellular staining for IFN-a, TNF-a and IL-12p40. Expression of

these cytokines was demonstrated in pseudocolour plots in pDC, preDC and cDC2.
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Figure 4
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Figure 4: Analysis of the dynamics of macaque pre-DC at different stages of SIV

infection.

(A) Study timeline: Cynomolgus macaques (n = 12) were infected with SIVmac251 on day 0
and randomly assigned into two groups. Blood was sampled for viral load and T cell
quantification, while samples for DC and pre-DC analysis were performed as mentioned during
acute infection, and during chronic infection. Group 2 animals received ART on week 24 post

infection and blood and LN spleen were sample 290 days after.

(B) SIV viral load was quantified as RNA copies/mL of plasma, between groups by RT-qPCR
(left Group 1, right Group 2).

(C) The absolute count of blood CD4+ T cells was quantified from purified PBMC by flow
cytometry (left Group 1, right Group 2).

(D) The absolute count of pre-DC from blood was quantified from all animals (n=12), regardless

of group, in absence of treatment.

(E) Dynamics of pre-DC in lymph nodes before and 10 days after SIV infection were calculated

as a frequency of CD45+ cells from all animals (n = 12), regardless of group.

(F) Follow-up of pre-DC frequency among CD45+ leukocytes in lymph nodes during acute and

chronic phase of SIV infection (n = 6).

(G-H) The proportion of Ki67-expressing pre-DC in the blood (G) and peripheral lymph nodes

(H), was analysed in group one. (n=6)

(I) pre-DC frequency in blood (left) and lymph node (right), from animals that received ART (n
=6).

(J) Frequency of pre-DC among leukocytes from bone marrow and proportion of Ki67+ pre-DC

during SIV infection (n=6)

Administration of ART is indicated by red dotted line. * ** and *** indicated p<0.05, 0.005 and
0.0005, respectively. Friedman test were performed and were corrected for multiple testing with
the Benjamini, Krieger and Yekutieli method to compare the absolute number and the
frequencies of pre-DC during SIV infection, while Wilcoxon test was performed to compare pre-
DC frequency in the lymph node before infection and during acute infection. Kruskal-Wallis test

was performed to compare the frequencies of pre-DCs between different groups.

Chronic time point corresponds to 7 months of infection.
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Figure 5
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Figure 5: Follow-up of costimulatory molecules and MHC-Il on pre-DC during SIV

infection

PBMC were isolated from SIV-infected Cynomolgus macaques before infection and on days 3,
10, 35 and 7 months after infection in the blood, in the LN and in the BM corresponding to

uninfected, early acute, late acute and chronic infection phase.

(A-B) CD83, CD86 and MHC-II cell surface expression mean fluorescent intensity (MFI) was
quantified using flow cytometry, from PBMC-derived pre-DC (A) and as contour plots in (B) from

a representative macaque before (red) and 10 days (black) after the SIV infection.

(C-D) Costimulation surface expression was quantified from LN-derived pre-DC in (C) and in

(D), from a representative macaque before (black) and 10 days (red) after the SIV infection.
(E) Costimulation surface expression was quantified from splenocyte-derived pre-DC

(F-H) CD95 expression was quantified using flow cytometry, from PBMC-derived (F) and
LNMC-derived pre-DC in (G). While (H) demonstrates CD95 expression by blood pre-DC at

different time of infection by pseudocolour dot plots as MFI.

The results are represented as mean fluorescence intensity or MFI.
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Figure 6: Analysis of IL-12 and TNF-a production following TLR7/8 stimulation of pre-DC

from SlIV-infected macaques

pre-DC from blood (A), lymph node (B) and bone marrow (C) were gated by flow cytometry
analysis and intracellular production of IL-12-40 or TNF-a after 2 hours of ex-vivo stimulation

by R848 followed by 1 hour of Brefeldin A at different time points of SIV infection was analyzed.

(D) Dot plot analysis of blood and lymph nodes pre-DC stained for TNF-a, IL-12 and IFN-a

expression after R848 ex-vivo stimulation from a representative infected macaque.
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Figure S1
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Figure S1: Characterization of macaque blood pre-DC by multiparameter flow cytometry

(A) Gating strategy using CD45RA and CD33 applied on PBMCs from Cynomolgus macaque.
This analysis shows that CD45RA and CD33 are not suitable to characterize pre-DC or pDC in

Cynomolgus macaque.

(B) Gating strategy to identify DC subsets among human PBMCs using, CD123, Siglec-1,
BDCA-2, CD141 and CD1c markers. Dot-plot analysis show that only pre-DC co-express
Siglec-6 and Axl.

(C) Flow cytometry analysis of Siglec-6 and Axl expression on macaque pDC, pre-DC, cDC1
and cDC2 isolated by gating strategy from Figure 2D. No expression of Siglec-6 or Axl is

observed on DC subsets. Data are shown for one out of six macaques.

(D) Flow cytometry histogram showing MHC-Il and TIGIT expression on human and macaque
pre-DC (red), pDC (orange), cDC1 (green) and cDC2 (blue). Data are shown for one

representation human and on representative macaque.

(E) Flow cytometry analysis of the percentage of Ki67* pre-DC (red) and pDC (orange) in

human.

107



RESULTATS

Lymph nodes

Figure S2

Blood

Lo \ o
%, %,
L 67 [ 4 LX)
% 00 c A\x\o@
Lo GQ@ v =T 6 %,
Yy, o 2 vy, 7
|0\N\ o 0%
! n 1%,
\N\QQQ 24
" %y By Ry
A3 %
_ _ : ; 25 ————T— %7,
8 8 8 ° 8 %% 8 8 2 R’ ° 8 Yo
E,— _ %
uonyonpoud aunjo3Aa jo 9, %,  uononpoid aupo3fo jo ¢, %
¥ o,
* <y
: »M@o 3
%2 m
s
c«v % &
0% o
2% c
%
) % [
- %y % @
%
< §h oV
T T —— T T %7,
8 8 8 & & ° 2%

108



942
943

944
945
946

RESULTATS

Figure S2. Analysis of cytokine production capacity by macaque pre-DC and pDC from

different tissues after R848 ex vivo stimulation

pre-DC (red) and pDC (orange) from either blood, lymph nodes, bone marrow and spleen were
analyzed for their capacity to produce IL-12-40, TNF-a or IFN-o after 3 hours of R848 ex vivo

stimulation.
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Figure S3
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Figure S3. Dynamics of DC subsets during SIV infection among macaque’s blood, lymph

node, bone marrow and spleen
(A) Blood pDC (left) and cDC2 (right) absolute numbers during SIV infection (n=12).

(B) Frequency of pDC (left) and cDC2 (right) among lymph node leukocytes during SIV infection
(n=12).

(C) Impact of ART on the absolute numbers of blood pDC (left) and cDC2 (right).

(D) Impact of ART on pDC (left) and cDC2 (right) frequency among the lymph node leukocytes
(n=6).

(E) Frequency among lymph node leukocytes of pDC (left) and cDC2 (right) during SIV infection

of untreated macaques (n=6).

(F) pDC (left) and cDC2 (right) frequency among leukocytes from bone marrow during SIV

infection (n=6).
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Figure S4: Impact of SIV infection on cytokine production capacity by pDC following ex

vivo stimulation by R848.

Analysis of IFN-o,, TNF-a and IL-12 intracellular production by pDC from blood (A) and lymph

nodes (B) after 3 hours of R848 ex vivo stimulation during SIV infection follow-up.

(C) Dot plots of pDC showing TNF-a, IL-12 and IFN-a expression after ex vivo R848 stimulation

from a representative macaque.
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Figure S5: SIV RNA quantification in purified circulating pre-DC and pDC in chronic

phase of SIV infection

Raw read counts of SIV transcripts mapped to SIVmac251 in pre-DC and pDC isolated from
peripheral blood of one infected macaque during chronic phase of SIV infection. Read counts are

shown for one macaque.
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Tres peu d'études ont été menées a ce jour sur le role des pré-DCs au cours
des infections virales et seules quelques études ont été conduites /n vivo a I'aide
d'un modele murin (Beshara et al,, 2018, Cabeza-Cabrerizo et al, 2019; Leylek et al,
2079). 1l a cependant été deécrit que les pré-DCs exprimaient spécifiquement un
récepteur du VIH, la molécule Siglec-1, ce qui a conduit a I'étude des pré-DCs au
cours de l'infection in vitro par le VIH (Ruffin et al, 2079, Brouiller et al, 2022). Ces
études montrent que les pré-DCs sont une cible préférentielle de I'infection par le
VIH et seraient capables de produire un grand nombre de nouvelles particules

virales.

Nos analyses des pré-DCs au sein de la circulation sanguine de patients
vivants avec le VIH a des temps précoces d'infection (< 60 jours) n‘ont pas permis
d’'observer de différences significatives de leur abondance ou de leur phénotype.
Ces résultats concordent avec nos données sur I'abondance et le phénotype des
pré-DCs dans le modele macaque a J+35 post infection par le SIV qui correspond
au seuil minimal que I'on peut étudier chez les patients infectés par le VIH. Nos
résultats obtenus dans le modele macaque seraient donc bien en adéquation avec

ceux obtenus chez I'homme.

Au cours de ces travauy, il a d'abord été nécessaire de mettre au point
I'analyse des pré-DCs par cytométrie en flux au sein des cellules de la circulation
sanguine et des tissus de macaques. La premiéere difficulté rencontrée fut I'absence
de signal avec les anticorps anti-AXL et Siglec-6 sur les pré-DCs de macaque ainsi
gu'une différence de distribution de population cellulaire du marqueur CD45RA
entre I'Humain et le macaque (Malleret, Mané, et al, 2008). 1| est bien établi que
malgré la phylogénie trés proche du macaque Cynomolgus et de I'Homme,
certaines sous-populations de cellules immunitaires ne conservent pas forcément
I'expression de certains marqueurs entre ces deux especes (Brown and Barratt-

Boyes, 2009; Dutertre et al, 2074, Dutertre, Wang and Ginhoux, 2014, Guilliams et
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al, 2076). Cette observation a aussi été constatée au cours de I'étude des pré-DCs
au sein du modele murin lors de laquelle il a été montré que le récepteur AXL n'est
pas exprimé par la souris et semblerait étre exprimé spécifiquement chez 'Homme
(Leylek et al, 2079). Cette constatation expliquerait pourquoi il ne nous a pas été
possible d'utiliser les marqueurs AXL et Siglec-6 au sein de notre modele d'étude.
L'absence de marquage pourrait résulter d'une absence d'expression des génes
correspondants, ou a des différences dans la séquence en acides aminés qui
entraveraient la cross réactivité des anticorps envers leur cible chez le macaque.
Malgré ces difficultés, nous avons tout de méme réussi a développer un panel de
cytométrie permettant d'étudier spécifiquement les pré-DCs grace aux marqueurs
CD123, Siglec-1 et BDCA2. Nous avons utilisé cette stratégie lors du suivi
longitudinal des pré-DCs au cours de l'infection de 12 animaux par le SIV. Nos
principaux résultats révelent que les pré-DCs sont recrutées dans les ganglions en
phase aiglie de I'infection, mais ne sont pas complétement activées. Ces résultats
concordent avec d'autres études montrant que les autres types de DCs en culture
avec le VIH augmentent I'expression de la molécule CD83 in vitro mais ne sont pas
activées (Fonteneau et al, 2004, Cao, Lee and Lu, 2005). Au cours de l'infection par
le SIV, une plus grande proportion de pré-DCs exprimant le marqueur Ki67 est
retrouvée dans les ganglions périphériques suggérant ainsi que les pré-DCs
présentes dans la circulation sanguine migrent vers les organes lymphoides
secondaires. Ces résultats peuvent étre mis en miroir avec ceux obtenus chez la
souris lors desquels il a été montré que les pré-DCs sont recrutées dans le poumon
au cours de l'infection de souris par le virus de la grippe (Leylek and Idoyaga, 2079).
Durant nos analyses, nous avons également étudié |'entrée en apoptose des pré-
DCs au cours de l'infection. Dans ce but, nous avons effectué un marquage des pré-
DCs du sang et des ganglions avec de I'’Annexin-V. Nos résultats montrent qu'une
tres forte proportion de pré-DCs circulantes (mais pas de pDCs) entre en apoptose

dans le sang 10 jours apres l'infection par le SIV (Figure 8). Une induction de
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I'apoptose en phase chronique d'infection a également observée pour les autres
sous-populations de cDCs dans le modele SIV (Laforge et al, 2077). Ces fortes
proportions de pré-DCs qui seraient en apoptose sont corrélées avec le pic de

charge viral ainsi que I'induction de processus inflammatoires.
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Figure 8: Marquage a I'’AnnexinV des pré-DCs dans le sang et les ganglions de macaques infectés
par le SIV.

Les pré-DCs circulantes (Haut Gauche) retrouvées dans le sang au moment du pic infectieux présentent un
fort taux de marquage des phosphatidilsérines suggérant une entrée en apoptose dans le sang qui n'est pas
retrouvée dans les ganglions (Bas Gauche). Les pDCs circulantes (Haut Droite) présentent de plus faibles
proportions de cellules positives pour le marquage AnnexinV mais une augmentation de la proportion de
pDCs AnnexinV'+ est retrouvée dans le ganglion 10 jours aprés l'infection (Bas Droite).
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Nous avons également analysé I'expression du marqueur CD95, qui est le
récepteur a Fas-L, a la surface des pré-DCs au cours de l'infection de deux
macaques. Nous avons constaté une forte induction de |'expression de CD95 sur les
pré-DCs au moment du pic infectieux. La hausse du CD95 dans le sang, mais aussi
dans les ganglions suggéere que les pré-DCs deviennent bien plus sensibles aux
signaux apoptotiques de FAS-L. Ces données coincident avec des études montrant
que les DCs expriment fortement le marqueur CD95 in vivo et seraient ainsi bien
plus susceptibles a étre éliminées par les réponses immunitaires de I'héte (Ashany
et al, 1999 Brown et al, 2009 Bruel et al, 2014, Varanasi, Khan and Chervonsky,
2074). Néanmoins, ces résultats ont été menés sur 2 macaques et devront étre
confirmés sur un groupe plus conséquent d'animaux. Afin de caractériser plus
finement I'apoptose il nous aurait fallu réaliser des co-marquages avec du 7-AAD
ainsi que des marquages intracellulaires de Caspases activées ou des molécules de
survie (Bcl-2) et ainsi déterminer si les pré-DCs subissent toutes un phénomene
d'apoptose ou si des processus nécrotiques sont mis en jeux (Dillon et al, 2071,
Wijewardana et al, 2074). Néanmoins, certains de ces marqueurs ne sont pas
compatibles avec le processus de fixation des échantillons infectés que nous devons
effectuer avant l'acquisition des données au cytometre en dehors de la zone de
confinement biologique (P3). Il faudrait donc développer un marquage et un suivi
des phénomeénes d'apoptoses et de nécroses au sein des zones confinées de notre

laboratoire afin de pouvoir conclure sur ces résultats.

Bien que nos résultats montrent qu'une dérégulation des pré-DCs prend lieu
au cours de l'infection, la rareté de cette population au sein de la circulation
sanguine rend les études fonctionnelles difficiles. De ce fait, nous avons mené des
études de stimulation de PBMCs ex-vivo et suivi leur capacité de production
intracellulaire de cytokines. Ces résultats confirment la dérégulation observée au

niveau phénotypique en soulignant que les pré-DCs recrutées dans les ganglions
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périphériques ne sont plus capables de produire d’IL-12 suite a une stimulation des
TLR7/8 (Figure 9). L'IL-12 est notamment connue pour ces implications au niveau
de la différenciation des LT CD4" vers une voie de type Th1 (Kaplan et al, 1996). De
plus, I'IL-12 joue aussi un role sur le recrutement des cellules NK et leur production
d'IFN gamma et il a été montré que l'infection par le VIH influe négativement sur
I'activation des cellules NK en inhibant leur communication avec les DCs (A/tfeld et
al, 2071). Ces constatations pourraient donc étre expliquées par les facultés

affaiblies des pré-DCs a produire de I'IL-12 une fois arrivées dans le ganglion.

Naive T cells
Tfh

Trans-infection

Lymph node

Figure 9: Modéle proposé de la dérégulation des pré-DCs et ses impacts sur les réponses immunitaires au
cours de l'infection par le VIH.
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Une autre difficulté a été rencontrée quant a la validation in vivo des
observations menées lors des expériences montrant que les pré-DCs sont
préférentiellement infectées par le virus in vitro. Afin de mener a bien cette étude,
nous avons choisi de procéder au tri et a l'isolation de pré-DCs et des pDCs de la
circulation sanguine de deux macaques en phase chronique d'infection par le SIV
et a séquencer le transcriptome de ces cellules. Malheureusement, du au faible
nombre de pré-DCs retrouvées dans le sang et les restrictions éthiques reliées au
volume de prélevement autorisé, seules les pré-DCs et pDCs provenant d'un seul
macaque ont pu étre analysées. Ainsi, nous avons recherché la présence d’ARN viral
du SIV au sein des deux populations de DCs triées. Nos résultats sont prometteurs,
car ils montrent que seules les pré-DCs de cet animal possedent de I'ARN du SIV.
Cela signifierait donc que, contrairement a ce qui a été décrit (Lee et al, 2027), les
pDCs CD123* des macaques ne seraient finalement pas infectées et que les résultats
obtenus dans les études antérieures résulteraient de la présence de pré-DCs
infectées au sein du pool de pDCs triées. Mais une autre hypothése pourrait
expliquer ces résultats et serait que la détection d’ARN du SIV au sein de la
population de pré-DCs proviendrait de la présence de virus accroché a la surface
des pré-DCs grace a l'expression du récepteur Siglec-1. Des études
complémentaires sur un plus grand nombre d'animaux visant a caractériser
I'infection des pré-DCs dans les tissus seront donc nécessaires pour déterminer
I'implication de cette population dans la formation du réservoir. A ce titre, des
approches d'analyse en haute dimension sur coupe de tissus incluant des méthodes

de RNA ou DNA scope seraient tres pertinentes pour répondre a cette question.

Plusieurs hypotheses pourraient expliquer la plus forte susceptibilité des pré-
DCs a l'infection. Tout d’abord, nous savons que les pré-DCs expriment les mémes
niveaux de SAMHD1 que les autres DCs (Ruffin et al, 2079). Mais des études ont

montré que ce facteur de restriction est inactif durant les phases G1 et S du cycle
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cellulaire (Cribier et al, 2013, Pauls et al, 2074), et donc au sein des cellules en
prolifération. La forte proportion de pré-DCs exprimant le Ki67 suggere que ces
cellules se trouvent encore en phase de prolifération. SAMHD1 serait alors inactivé
la plupart du temps au sein des pré-DCs les rendant ainsi susceptibles a I'infection
alors que les autres DCs ne sont pas décrites comme proliférantes. De plus, Rocha-
Perugini et al. ont montré que la molécule CD81, exprimée par les endosomes des
pré-DCs, inhibe I'activité de SAMHD1 augmentant ainsi l'infection par le VIH. En
effet, I'interaction de CD81 avec SAMHD1 va induire la dégradation de ce facteur

de restriction (Rocha-perugini et al, 2017).

L'infection par le SIV induit une dérégulation des réponses immunitaires
associée a une progression vers une phase chronique de la maladie. Au cours de
ma these, nous avons pu étudier les pré-DCs dans un contexte d'infection par le
virus du SARS-CoV-2 dans le sang et les ganglions des animaux. A contrario de
I'infection par le SIV, le modele macaque d'infection par le SARS-CoV-2 induit des
réponses immunitaires conduisant a un contrdle naturel de la réplication virale et
une résolution de l'infection. Il a déja été montré que l'infection au SARS-CoV-2
induit un déclin du nombre de DCs, dont les pré-DCs, dans le sang des patients
hospitalisés (Kvedaraite et al, 2027). Les analyses effectuées dans le sang des
patients atteints de la maladie révelent que I'expression des récepteurs CD83, CD86
et HLA-DR a la surface des pré-DCs diminuent significativement pour les patients
expérimentant une forme sévere de la maladie (Runhong Zhou et al, 2020;
Kvedaraite et al, 2027). Nos données chez le macaque montrent que la charge virale
des animaux culmine dans la trachée trois jours apres le début de I'infection. Cette
augmentation est associée a une diminution des lymphocytes circulants (R=-0,7067,
p=0,0089) (Figure 70). Dans le sang des animaux infectés, la dynamique des preé-
DCs circulantes n'a pas été significativement modifiée jusqu'a la résolution de

I'infection (jour 30). Bien que seulement deux animaux aient été étudiés au moment
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du pic infectieux, une augmentation transitoire du nombre de pré-DCs dans les
ganglions lymphatiques est observée. De plus, I'expression des molécules de
costimulation montre que I'expression du CD83 est augmentées et que le CD86 n’a
pas été réduits par I'infection au SARS-CoV-2 dans le sang. Enfin I'expression du
récepteur CD86 sur les pré-DCs dans le ganglion se voit étre significativement
augmentée au contraire de ce qui a été observé au cours de l'infection par le SIV.
Ces données suggerent que la dynamique de recrutement des pré-DC dans les
ganglions est similaire pendant l'infection au SARS-CoV-2 et au SIV. Cependant,
I'expression phénotypique des marqueurs de costimulation, qui est séverement
impactés au cours de l'infection pas le SIV, semble étre induite par I'infection au
SARS-CoV-2. Bien que ces données soient prometteuses au sujet de la dynamique
des pré-DCs au cours de l'infection par le SARS-CoV-2, trés peu d'animaux ont été
étudiés. De ce fait, plusieurs expériences complémentaires doivent étre réalisées
afin de renforcer les premieres observations réalisées a travers cette étude. La
comparaison entre l'infection par le SARS-CoV-2 et le SIV comporte des limites
telles que le type de virus (rétrovirus vs coronavirus), les voies d'entrées, les cellules
cibles et les organes infectés. Au cours de cette étude, nous avons analysé des
lavages broncho-alvéolaires de macaques infectés par le SARS-CoV-2, mais nous
n'avons pas retrouvé les pré-DCs en quantité suffisante pour pouvoir les analyser.
Il est possible que lors de leur migration dans ce compartiment les pré-DCs
subissent une modification de leur phénotype qui a empéché leur caractérisation
par cytométrie en flux. Une étude par RNA-seq en cellule unique du pool de cellules
dendritiques dans les lavages broncho-alvéolaires des animaux infectés pourrait
résoudre ces problemes d'identification. Enfin, la mise au point d'un modéle de
forme grave de COVID19 chez le macaque permettrait de comparer la régulation
des cellules dendritiques en phase précoce de l'infection par le SARS-CoV-2 en

fonction de la progression de la maladie. Néanmoins, les différentes études et mises
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au point réalisées a travers le monde suggerent jusqu'a présent que ce modele

serait résistant aux formes graves (Murioz-Fontela et al, 2020).
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Figure 10: Suivi des pré-DCs de macaque au cours de l'infection par le SARS-CoV-2 et comparaison
avec l'infection SIV
(A-B) Charge virale plasmatique (A) et nombre absolu de lymphocytes (B) de macaques infectés
prélevés a 3, 14 ou 30 jours post-infection. (C) Comparaison des nombres de pré-DCs dans le sang et de la

fréquence des pré-DC retrouvées dans les ganglions lymphatiques au cours de l'infection par le SIV et par le

SARS-CoV-2. (D-E) Expression de molécules CD86 et CD83 a la surface des pré-DCs circulantes (D) et a la
surface des pré-DCs des ganglions (E). Les résultats sont exprimés en Intensité Moyenne de Fluorescence ou

MFL
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Malgré la connaissance du VIH depuis les années 1980, cette infection
demeure toujours un probléme de santé publique majeur au niveau mondial. Dans
ce cadre, nos recherches s'inscrivent dans une dynamique scientifique visant a
caractériser au mieux la physiopathologie de l'infection afin de faire évoluer les

connaissances et émerger de nouvelles solutions thérapeutiques.

Les DCs ont toujours été décrites comme dysfonctionnelles au cours de
I'infection par le VIH. L'utilisation de modele d'études animaux a permis de pousser
cette caractérisation jusqu'a |'étude des DCs au cours des réponses immunitaires
tres précoces a l'infection dans le sang, mais aussi dans les organes lymphoides
secondaires des animaux. Ces dysfonctions ont été montrées comme responsables
de I'échappement du VIH aux réponses immunitaires et in fine, a la dissémination

du virus dans |'organisme.

La découverte des pré-DCs (See et al, 2077; Villani et al, 2077) et la mise en
évidence de leur susceptibilité a I'infection par le VIH (Ruffin et al,, 2019, Brouiller et
al, 2022) ont ouvert un nouveau champs d'étude. Dans ce cadre, nos recherches se
sont portées sur la caractérisation des pré-DCs in vivo au cours de l'infection par le

SIV.

Au cours de ces études, nous avons tout d'abord identifié la population
homologue des pré-DCs humaines chez le macaque par des analyses en cytométrie
en flux. La mise en place d'une telle stratégie s'est révélée cruciale pour la suite de
nos travaux. Comme nous venons de le voir a travers les résultats de ces études, la
dérégulation des pré-DCs induite par l'infection pourrait étre a l'origine de
dysfonctionnements se produisant au niveau de la mise en place de la réponse
immunitaire adaptative. En effet, le recrutement de cellules infectées, porteuses du
virus et productrices de nouveaux virions au sein des ganglions lymphatiques
concourent a la dissémination virale aux LT CD4*. De plus, la baisse d'expression

des molécules de costimulation ainsi que la perte de production d'IL-12 pourraient
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contribuer a I'incapacité des pré-DCs a induire l'activation des LT CD4 conduisant a

la mise en place de réponses immunitaires atténuées.

L'expression de la molécule Siglec-1 a été décrite a la fois sur les pré-DCs
mais aussi a la surface des macrophages. Ce marqueur est responsable de la capture
du VIH par les macrophages et les expériences de traitement in vitro par des
anticorps dirigés contre le récepteur Siglec-1 ont montré que ce traitement inhibait
la capture du virus (Pino et al, 2075) ainsi que l'infection des macrophages (Jobe,
Kim and Rao, 2076). D'autre part, au cours de |'étude in vitro de l'infection des pré-
DCs par le VIH, un ajout d'anti-Siglec-1 s'est montré suffisant pour empécher la
transmission du virus aux LT CD4* en culture (Ruffin et al, 2079). Ces données,
associées a nos résultats suggerent donc que le traitement potentiel des patients
avec des anticorps monoclonaux anti-Siglec-1 pourraient prévenir l'infection des
pré-DCs, mais aussi des macrophages par le VIH. Ce traitement pourrait également
i) réduire la transmission du virus aux lymphocytes T CD4" ii) améliorer I'expression
des molécules de co-stimulation et la production de cytokines par les pré-DCs.
Cependant, un traitement comportant seulement un anticorps monoclonal dirigé
contre la molécule Siglec-1 visant a empécher l'infection des pré-DCs et des
macrophages ne serait probablement pas suffisant. Les solutions thérapeutiques
qui permettront d'éradiquer cette maladie devront étre composées d'associations
d'agents thérapeutiques ciblant plusieurs acteurs de la réponse antivirale contre le
VIH. Il a notamment été proposé par plusieurs équipes que le récepteur inhibiteur
LILRB2 (Lichterfeld and Yu, 2012 Bashirova et al, 2014; Alaoui et al, 2078), dont
I'expression est fortement augmentée a la surface des DCs et des monocytes au
cours de l'infection par le SIV/VIH, pourrait étre une cible thérapeutique pertinente
visant a améliorer les réponses immunitaires anti-virales. Des études précliniques
dans le modele SIV combinant de traitements anti-rétroviraux couplés a des

anticorps monoclonaux bloquants LILRB2 et Siglec-1 pourraient mener au
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développement de stratégies thérapeutiques visant a améliorer les réponses

immunitaires et diminuer le réservoir viral.
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Immunoregulatory receptors are essential for orchestrating an immune response as well
as appropriate inflammation in infectious and non-communicable diseases. Among them,
leukocyte immunoglobulin-like receptors (LILRs) consist of activating and inhibitory
receptors that play an important role in regulating immune responses modulating the
course of disease progression. On the one hand, inhibitory LILRs constitute a safe-guard
system that mitigates the inflammatory response, allowing a prompt retum to immune
homeostasis. On the other hand, because of their unique capacity to attenuate immune
responses, pathogens use inhibitory LILRs to evade immune recognition, thus facilitating
their persistence within the host. Conversely, the engagement of activating LILRs triggers
immune responses and the production of inflammatory mediators to fight microbes.
Howaver, their heightened activation could lead to an exacerbated immune response and
persistent inflammation with major consequences on disease outcome and autoimmune
disorders. Here, we review the genetic organisation, structure and ligands of LILRs as well
as their role in regulating the immune response and inflammation. We also discuss the
LILR-based strategies that pathogens use to evade immune responses. A better
understanding of the contribution of LILRs to host—pathogen interactions is essential to
define appropriate treatments to counteract the severity and/or persistence of pathogens
in acute and chronic infectious diseases lacking efficient treatments.

Keywords: Leukocyte immunoglobulin-like receptors, immune evasion, immune checkpoint, infectious diseases,
auto-immune diseases, virus, parasite, bacteria
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LILRs in Regulating Immune Responses

INTRODUCTION

The first line of defence against invading pathogen and host
injury is the onset of an adequate inflammatory response. Its
purpose is to mobilize effector cells and mediators of the immune
system to prevent infection while promoting the repair of
damaged tissues and reinstatement of immune homeostasis.
Although a balanced inflammatory response is required to
establish homeostasis, in some instances, infectious pathogens
can induce a dysregulation of the immune response, thus
resulting in an inappropriate inflammatory response and
disease progression (1, 2).

The evolution from a beneficial to a harmful inflammatory
response mostly depends on immunoregulatory receptors (3). In
this regard, the family of leukocyte immunoglobulin (Ig)-like
receptors (LILRs) include inhibitory (LILRB) and activation
(LILRA) receptors that play a major role in regulating immune
responses and inflammatory processes associated with the
control or progression of infectious diseases (4). Indeed, LILRs
coordinate the process of inflammation by stimulating or
inhibiting immune-cell effector functions that include 1) cell
migration, 2) cell proliferation, 3) phagocytosis, 4) cytokine
production and secretion, 5) chemical mediator production
and secretion and 6) cell death (5).

However, various infectious pathogens including human
immunodeficiency virus (HIV), dengue virus, human
cytomegalovirus (HCMV), Mycobacterium tuberculosis, or
Plasmodium falciparum have evolved to subvert immunity by
targeting LILR functions. In this regard, pathogens can directly
produce molecules that bind to specific LILRs or indirectly
modulate LILR expression. Herein, we provide a concise
overview of the current knowledge of the 1) LILR multigene
family members, 2) their cellular distribution from ligand
binding to downstream signaling and 3) their immune
functions in infectious diseases and beyond. Finally, we
emphasize a cutting-edge understanding of how pathogens
may take advantage of inhibitory LILRs to evade the immune
response, thus leading to disease emergence.

LILR GENE ORGANIZATION AND
PLASTICITY

The LILR genes are all located on chromosome 19q13.4 in the
Leukocyte Receptor Complex (LRC), a genomic region
containing several other multigenic families of the innate
immune system that belong to the Ig superfamily, such as the
killer Ig-like receptors (KIR), the leukocyte-associated Ig-like
receptors (LAIRs), and the sialic acid-binding Ig-type lectins
(SIGLECs) (Figure 1). LILRs can encode inhibitory or activating
receptors (5), and five LILR of each type are characterized:
inhibitory receptors use the “B” letter in their names and
include LILRB1-B5, while activating receptors use the “A”
letter and include LILRA1-A2 and LILRA4-A6. LILRA3 is an
exception as it is constitutively soluble due to a lack of exons

encoding the transmembrane and cytoplasmic domains (6).
Finally, LILR pseudogenes are assigned a “P” letter and include
two genes: LIRPI-P2 (7). These thirteen LILR genes are
distributed into a centromeric (LILRA3-A6, LILRB2-B3, -B5)
and a telomeric (LILRAI-A2, LILRBI, -B4, LILRP1-P2) cluster
that have opposite transcription orientation and are separated by
a cluster of non-LILR genes (Figure 1) (8, 9).

‘While activating and inhibitory LILRs are both highly related
at the sequence level (10, 11) and structurally on their
extracellular part, with two to four C2-type Ig-like domains,
they notably differ in the structure and sequence of the linker
domains, transmembrane domain, cytoplasmic tail, and 3'UTR
region (12). Indeed, LILRBs possess a long cytoplasmic tail with
immunoreceptor tyrosine-based inhibition metifs (ITIM- I/V/L/
S-X-Y-X-X-L/V; X = any amino acid) (13, 14). In contrast,
LILRAs have a shorter cytoplasmic tail with a positively
charged residue (arginine) in the transmembrane domain: the
charged residue enables association with an adaptor molecule,
the FcRy chain, which contains immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs (ITAMs) (10, 15, 16). This combination of
structural similarity in the extracellular part and opposite
signalling functions for the inhibitory and activating LILR is
compatible with an evolution in response to pathogen pressure
(17), as was proposed for activating and inhibitory KIR (18).

Consistent with a pathogen-driven evolution, gene families of
the LRC such as KIR display a tremendous plasticity between
closely related species such as human and chimpanzees (19).
Although the same comparison showed a conserved genomic
organization for the LILRs, it also revealed evidence of LILR gene
polymorphism (20). Consistent with this, an increasing number
of LILR alleles are being described in human populations: 11 for
LILRA3, 14 for LILRB3, and 11 for LILRA6 (21, 22). This
sequence variation can also combine with alternative splicing
to create more functional plasticity. Indeed, LILRs are highly
susceptible to alternative splicing that can create variants that are
either membrane-associated or putative soluble LILR (6, 21, 23).
This phenomenon is increased in the context of tumors such as
melanoma and colorectal and pancreatic adenocarcinoma, which
are characterized by soluble LILR overproduction (6, 24).

Another form of plasticity of the LILRs is copy number
variation (CNV), a phenomenon described for LILRA3,
LILRB3, and LILRA6 (22, 25). LILRB3 and LILRA6 exhibit
CNVs that can be due to sequence deletion, non-allelic
homologous recombination or crossing-over between non-
allelic sequences. These CNVs positively correlate with mRNA
and protein levels and lead to signaling modulation. Of note,
despite the high degree of sequence identity between LILRA6 and
LILRB3, only the former exhibits CNVs that are positively
correlated with the relative LILRA6/LILRB3 mRNA ratio.
Hence LILRA6 CNVs can alter the expression of LILRB3 on
the myelomonocytic cell surface (25). In this manner, the
biological outcome of LILRB3 engagement is compromised
because of an LILRA6 CNV that disturbs the activating versus
inhibitory signaling ratio (25). While genetic analysis of LILRB3
highlighted high levels of non-synonymous variation and non-
allelic homologous recombination, plasticity of LILRAG is even
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FIGURE 1 | Genomic organization of the LILR gene cluster. The leukocyte immunoglobulin-like receptor (LILR) gene family is located on human chromosome
19013.4, within the leukocyte receptor complex (LRC). The thirteen LILR genes are distributed into a centromeric and a telomeric cluster with opposite transcription
orientations (—). A, activating (green); B, inhibitory (red); P, pseudogenes (grey); KIR, killer-cell immunoglobulin-like receptor (purple).

more marked and, in 20 of 48 human cell lines from the
International Histocompatibility Working Group, LILRA6
showed deletion or duplication at exons coding for the
extracellular domains (exons 3 to 6) (22).

In addition to LILRB3 and LILRA6, LILRA3 also displays
CNV and gene frequency of functional LILRA3 differs across
populations. Indeed, some individuals have a deficient LILRA3
because of a large deletion that encompasses the exons coding for
the leader peptide and Ig domains (26). This deletion can reach
an allele frequency of more than 80% in North-East Asia
(maximum of 84% in Korea) but is less common in Europe
(~17%) and Africa (~7%) (27). Additionally, a LILRA3 allele that
is non-functional due to a premature stop codon is also prevalent
in the same regions of the world, suggesting that LILRA3 is a
target of natural selection in these populations (27, 28).

Ongoing efforts from the scientific community are thus
starting to address the extent and functional impact of the
diversity of the LILRs, in particular in regard to their

involvement in regulating inflammation and susceptibility to
disease. Investigations of the impact of this LILR diversity on
ligand-binding properties are also ongoing and promise to offer a
better understanding of the contribution of natural selection,
driven by host-pathogen interactions, to LILR plasticity.
Hereafter, we give an overview of the growing list of
LILR ligands.

LILR ENDOGENOUS AND PATHOGEN-
DERIVED LIGANDS

More than 2 decades after the LILR discovery, the identification
of their ligands was relatively slow. Some LILRs can recognize
several heterogeneous ligands, but others remain as orphan
receptors. The multimeric aspects of LILRs can result in
several conformational rearrangements, hinge effects, and
domain configurations, promoting large-scale binding to
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multiple ligands with diverse molecular composition. Moreover,
in some pathological conditions, LILR structural properties are
modified owing to polymorphism and alternative splicing. These
modifications can change the receptor topology by inducing
conformational fluctuations at the binding site that alter the
nature and stability of the receptor-ligand interaction.

Some LILRs mainly recognize HLA-I ligands with various
affinity according to HLA-I alleles but also to the amino acid
sequence of the presented peptide (4, 29). Moreover, some LILRs
are able to bind to HLA-I molecules that are dissociated from
beta-2-microglobulin (B2M) (30). Because of the unique capacity
of LILRs to regulate immune responses, some pathogens also
produce ligands specifically targeting each LILR. This finding
underlines the evolutionary plasticity of the LILR family and
highlights the importance of selective pressure along with direct
interaction with HLA-I ligands and evasion strategies of
pathogens. In this section, we provide a global vision of the
expanding spectrum of endogenous and exogenous ligands for
LILR receptors (Figure 2).

Native or Self-Ligands

Investigations identified LILRB1 and LILRB2 as receptors for a
broad range of classical (HLA-A, HLA-B, HLA-C) and non-
classical (HLA-F, HLA-G) HLA-I molecules (Figure 2) (29, 31).

LILRs in Regulating Immune Responses

The ability of LILRs to bind this broad range of HLA-I ligands is
supported by the conserved regions among HLA-T subtypes and
alleles. In addition, this finding evokes the possibility of a parallel
evolution of LILRs and their HLA-T ligands. However, the
strength of the binding is influenced by several factors
including the engaged HLA-I haplotype, the amino acid
sequence of the presented antigenic peptide and LILR
polymorphism (4, 26, 32, 33). Crystallography studies provided
structural evidence for the binding domain of LILRBI and
LILRB2 to HLA-I, and LILR family members were then
classified into 2 groups based on their sequence similarity,
structural and biophysical characteristics of binding features
with HLA-I molecules (11, 30, 34). Group 1 (LILRB1, LILRB2,
LILRA1, LILRA2, and LILRA3) has highly conserved binding
residues (amino acids) with an HLA-I contact region. In
contrast, group 2 (LILRB3, LILRB4, LILRB5, LILRA4, LILRAS,
and LILRAG) has poor conservation and was proposed to engage
different set of ligands with a different binding mode (34).

The crystal structure of HLA-A2 bound to LILRBI revealed
the conservation of specific residues within the LILRBI and
LILRB2 first 2 Ig-like domains, D1-D2, at the interaction sites
with HLA-I- B2M and 0.3 domains (34, 35). The crystal structure
of LILRB2/HLA-G highlighted significant differences at the
binding interface as compared with LILRB1/HLA-A2. LILRB2
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recognizes HLA-I molecules by relying on a predominant
interaction with the o3 domain independent of B2M. Similar
observations were reported for LILRA1 and LILRA3 (29, 36).
LILRBI can only recognize HLA-T molecules associated with
B2M, which indicates distinct recognition patterns between
LILRBI and LILRB2 (29, 37, 38). More recently, 2 alternative
models have been proposed, including the 4 Immunoglobulin-
like domains (D1-D2-D3-D4), and taking into consideration the
impact of HLA-I polymorphisms as well as the sequence
variations in the presented antigenic peptides. The models
differ in the orientation and distance of ol and «2 domains of
HLA-I toward D1-D2-D3-D4 domains of LILRB1 and LILRB2,
respectively (39). Studies demonstrated a direct interaction
between D1-D2 and HLA-I. Surface plasmon resonance
approach failed to show a substantial interaction between D3-
D4 and HLA-I (31). Yet, recent evidence suggests a potential
scaffold role of D3-D4: it ensures conformational changes by
bending to allow the binding of D1-D2 with HLA-I via a trans
interaction (34, 40, 41). In addition to this frans coupling,
LILRB1 and LILRB2 can associate with HLA-I via cis
interactions (37-39). This cis binding reduces receptor
accessibility to a trans ligand interaction and thereby
modulates the cellular activation threshold (40, 42). LILRA1

and LILRA3 also bind to HLA-I, but their interactions are
weaker than their inhibitory counterpart. For instance, LILRA3
presents 1 or 2 amino acid changes in the binding region that
results in reduced affinity toward HLA-T as compared with
LILRBl and LILRB2 (29, 36, 37). Like these two inhibitory
receptors, LILRA1 was also reported to bind HLA-C and HLA-
B27 (29, 37). As mentioned above, in silico analysis suggested
that LILR group 2 members lack the required amino acid
residues for interacting with HLA-I ligands (34). However,
LILRB5 was reported to bind HLA-B7 and HLA-B27 free
heavy chains (43).

Pathogen-Derived or -Induced Ligands

Besides recognizing HLA-I ligands, the LILR family can also
recognize ligands derived directly from pathogens or via proteins
from stressed cells (Figure 3). In 1997, Cosman and colleagues
discovered that UL18, an HLA class I-related protein produced
by human CMV, was a new ligand for LILRB1 (44). Then,
LILRB2, but not other LILRs, was found to bind UL1§ (23).
Moreover, LILRBI is reported to bind to dengue virus,
Staphylococcus aureus and Escherichia coli (45, 46). However,
molecules produced by these pathogens that bind to LILRB1
have not been characterized. Recently, LILRB1, was described to
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bind to repetitive interspersed families of polypeptides (RIFINs),
which are produced by P. falciparum in infected erythrocytes
(47). In addition, Sakoguchi and colleagues showed that a
specific RIFIN could bind to LILRB2 with potential
implications in immune evasion mechanisms of P. falciparum
(48). Besides recognizing HLA-I or pathogen ligands, LILRB2
was found to bind with low affinity to oligomeric and
monomeric synthetic amyloid-p (AP) (49) but strongly to
AP42 oligomers via D1-D2 (50).

LILRB3 and LILRA6 can bind to a ligand from necrotic
glandular epithelial cells associated with cytokeratin 8 (51).
Nevertheless, further investigations are needed to clearly
determine the identity of this ligand and the functional
consequences of its interaction with LILRB3 or LILRAG.
Cancer studies recently revealed 2 ligands of LILRB4:
apolipoprotein E and CD166-activated leukocyte cell adhesion
molecule (52, 53). LILRB5 could interact with Bacillus Calmette-
Guerin, an attenuated pathogen of tuberculosis. This finding
needs confirmation because it was achieved with a panel of 2B4
reporter cell lines for NFAT-GFP (54). Likewise, LILRAI could
preferentially bind Bacillus Calmette-Guerin over a weak
interaction with Mycobacterium bovis (54). LILRA2 remained
an orphan receptor until 2016 when Hirayasu and colleagues
discovered accidentally, by Mycoplasma hyorhinis contamination
of Daudi cells, that degraded IgM strongly associates with
LILRA2 (55). This finding shed light on the LILRA2
recognition of distinct cleaved Ig by microbial proteases with
stronger binding affinity to IgM, IgG3 and IgG4 than IgG1 and
IgG2 (55). Several strategies including signal recognition particle,
co-immunoprecipitation and biochemical assays were used to
confirm a high-affinity specific and saturable binding of LILRA3
to Nogo 66 (potent inhibitor of axonal regeneration and neurite
outgrowth after central nervous system injury) (56). LILRA4
recognizes the restriction factor human bone marrow stromal
cell antigen 2 (BST2, also known as tetherin and CD317), which
is upregulated in cancer and HIV-infected cells (57). To date,
LILRAS remains an orphan receptor (58).

Even though the discovery of LILR ligands is in constant
progress, their characterization is challenging because these
ligands present variable expression according to the tissue and
physiological state. Moreover, some are produced only during
infection by specific pathogens. The ability of certain microbial
ligands to directly interact with LILRs provides opportunities for
pathogens to orient the immune response in their favour. In
response to the ligand association with LILRs, a cascade of
conformational changes and downstream signalling is
triggered. This situation results in a positive or negative signal
depending on the type of engaged LILR. To date, the complete
downstream signaling molecules remain poorly characterized.
Nevertheless, biochemical studies indicate that ligand binding to
LILRB induces a cascade of tyrosine phosphorylation, which
provides a docking site for recruiting cytoplasmic phosphatases
with Src homology 2 domain-containing protein tyrosine
phosphatase 1 (SHP-1) and/or SHP-2 (14, 59). In contrast,
LILRA molecules have a short cytoplasmic tail and deliver an
activating signal by ITAMs within the FcRy chain, which are
associated with them. The phosphorylation of the ITAM

domain, resulting from LILRA engagement, induces the
recruitment and activation of tyrosine kinases such as Syk
kinase in myeloid cells and B cells or ZAP-70 in lymphoid T
cells (60, 61).

LILR DISTRIBUTION AND FUNCTION

LILR members are mainly found on myeloid lineages such as
monocytes, macrophages, neutrophils and dendritic cells (DCs).
However, some LILRs are also found on B cells and subsets of
natural killer (NK) and T cells. Because of their wide distribution
on immune effector cells, LILRs are potent regulators of both the
innate and adaptive immune response. Consequently, LILRs
modulate an immune response by inducing or controlling
inflammation. This section focuses on the current knowledge
of LILR distribution and expression on immune cells and how
these receptors shape the immune response under the
physiological state. The LILR cellular distribution is
summarized in Figure 2.

In the healthy condition, LILRBI is expressed on various
immune cell subsets including myeloid cells (monocytes,
macrophages and DCs), basophils, eosinophils, osteoclast
precursors and mast cell progenitors. LILRBI is also expressed
on B cells and subpopulations of CD8, y8 T cells and NK cells
(21, 42, 62, 63). Moreover, LILRB1 is specifically expressed on
subsets of memory CD8 T cells and memory NK cells, which
suggests a major role in regulating memory immune cytolytic
cells (64-66). Functionally, the engagement of LILRB1 on CD8 T
cells inhibits super-antigen-dependent cell cytotoxicity upon
interaction with HLA-I in antigen-presenting cells (APCs)
(21). LILRB1 engagement also impairs B-cell functions
including proliferation and antibody production (21, 64, 67).
In monocytes, LILRB1 specifically inhibits FcyRI-mediated
phosphorylation as well as intracellular calcium mobilization
(21, 65). In addition, LILRB1 has a central role in immune
tolerance for self- vs non-self-signals. For instance, NK cells can
distinguish normal healthy cells from abnormal cells via LILRB1
sensing HLA-I molecules. The binding of LILRB1 to HLA-I
promotes inhibitory downstream signaling to prevent normal
cells lysis by NK cells. The interaction of LILRBI expressed on
NK cells with HLA-G on target cells blocks lytic granule delivery
and interferon y (IFN-y) production by impairing F-actin
polymerization and microtubule-organization center
polarization at the immunological synapse (66, 68). Of note,
this inhibition of NK cell functions mediated by the LILRB1-
HLA-G interaction is independent of lipid raft integrity on
tumor cells (69). Furthermore, continuous stimulation of
LILRB1 on DCs alters their differentiation programs and their
capacity to produce cytokines even after exposure to
lipopolysaccharide (70). Similarly, osteoclast differentiation
inhibition was mediated by LILRB1 engagement and
subsequent SHP-1 recruitment (71). Overall, LILRB1 fine-
tunes major cellular and immunological processes by
modulating the immune cell activation threshold.

LILRB2 is one of the most well-characterized receptors in the
LILR family, with an important physiological role in various
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tissues because it interacts with ligands from different origins.
Unlike LILRBI, LILRB2 is almost exclusively expressed on
myeloid cells (42, 66, 68-70). It is well known for its
tolerogenic effect in DCs that impairs CD4™ T cell activation
(72, 73). Moreover, LILRB2-induced tolerogenic DCs can
promote the induction of T regulatory cells (Tregs) (72, 73). A
hallmark of LILRB2 is its ability to inhibit signaling pathways
induced by different FcRs. In neutrophils, cross-linking FcyRIIa
with LILRB2 abolishes the production of reactive oxygen species
(ROS), whereas in DCs, it inhibits intracellular calcium
mobilization (74-76). In addition, the co-aggregation of
LILRB2 with FcyR in vitro inhibits monocyte-signaling events
via SHP-1 recruitment (65). Similarly, LILRB2 transfection of
RBL cells (basophilic-derived cell line) blocks serotonin secretion
triggered by FceRI (76). These data highlight the modulatory role
of LILRB2 in immune responses induced by FcyR. The
constitutive cis association between LILRB2 and HLA-I on
basophilic cell lines (KU812) ensures self-recognition, so it
prevents IgE-mediated allergic responses (42). In addition,
LILRB2 engagement with angiopoietin like 2 (ANGPTL2)
inhibits the differentiation but not proliferation of
hematopoietic stem cells (HSCs) ex vive resulting in their
tumoral expansion (77, 78). Moreover, LILRB2 interferes with
neural function by binding Nogo66 and inhibiting axonal
regeneration (79). Similar to LILRB1, LILRB2 regulates
osteoclastogenesis by inhibiting osteoclast differentiation via a
cis interaction with HLA-I (71).

From cell-surface staining and RNA microarray analysis,
LILRB3 expression was reported on monocytes and
neutrophils, some T cells, osteoclasts and progenitor mast cells.
However, the use of antibodies to detect LILRB3 remains
challenging because of the high level of sequence homology of
the extracellular fragments with LILRA6 (22, 25, 71, 76, 80, 81).
LILRB3 function needs to be further characterized. Nevertheless,
LILRB3 was demonstrated to antagonize FceRI or LILRA2-
mediated allergy in both IgE-dependent and -independent
activation (82). In addition, LILRB3 triggering inhibits
osteoclast differentiation, as do LILRB1 and LILRB2 (71). More
recently, LILRB3 was reported to act on neutrophils as a potent
inhibitor of Fc receptor-mediated effector functions, including
ROS production, phagocytosis, and killing of microbes (83).
Moreover, LILRB3 was found an important myeloid
checkpoint receptor because of its immunosuppressive
functions, which inhibit in vitro immune responses such as
myeloid-induced T cell proliferation (84).

LILRB4 has only 2 extracellular Ig-like domains. Various cell
types including myeloid cells, progenitor mast cells, and
osteoclasts express LILRB4 (71, 80) (23, 81, 85). LILRB4 blocks
intracellular calcium mobilization in monocytes and
macrophages upon co-ligation with CD11b, HLA-DR or
FeyRIIT (86). Similar to LILRB2, LILRB4 can induce
immunosuppressive APCs (72, 73, 87).

LILRB4 dephosphorylates TRIM21, which results in Fc
receptor-mediated cytokine production and inhibition of
clathrin-dependent endocytosis in THP-1 cells (88). More
recently, LILRB4 was found to exert dual regulation (positive

or negative) of TNF-a production by THP-1 cells (89). LILRB4
was implicated in immune tolerance to allergens. An increased
level of LILRB4 in CD4"CD25"FOXP3" Tregs was associated
with their failure to efficiently suppress allergen-specific T helper
2 (Th2) cell responses (90).

LILRBS is expressed by a variety of immune cells including T
cells, monocytes, NK cells, mast cells and osteoclasts (6, 23, 54,
80, 91). Yet, current knowledge about its function is limited.
LILRB5 was first described as a membrane-associated molecule,
but more recently a soluble form was detected (80). More
precisely, LILRB5 is found in mast cell granules and is released
to the extracellular milieu when these cells are activated (80). In
addition, Hogan and colleagues proposed a role for LILRB5 in
modulating a cytotoxic T-cell activation threshold (54). Thus, the
identification of a LILRB5 natural ligand would motivate further
investigations for better functional characterization and
understanding of immune responses and inflammation.

Both LILRAI and LILRA6 functions remain not well
characterized. LILRA1 is found on monocytes, macrophages,
and B cells (23, 25, 29, 80). The specific detection of LILRA6 is
challenging because of its structural similarity with LILRB3 at the
extracellular fragments. LILRA6 expression was demonstrated by
RNA microarray analysis in monocytes, cultured macrophages,
and osteoclasts (71). Nevertheless, the specificity of RNA
microarray detection in this case remains questionable.

LILRA2 is preferentially expressed in the myeloid lineage
(monocytes, DCs and macrophages), neutrophils, eosinophils
and basophils, which suggests an important role in regulating the
innate immune response (10, 11, 23, 82). LILRA2 can detect
microbial immune evasion via its capacity to sense cleaved Igs by
bacterial proteases (55). Yamazaki et al. provided recent insights
into the molecular mechanism of LILRA2 recognizing the
cleaved Ig that would occur via hydrophobic interaction of the
LILRA2 D2 domain and exposed hydrophobic surface of N-
truncated Ig (92). These findings highlight the molecular
mechanisms of LILRA2-mediated inflammation to counteract
the altered immune response induced by pathogens. Other
studies show that in monocytes, LILRA2 engagement triggers
calcium influx as well serotonin release, whereas in basophils,
stimulation of LILRA2 results in increased allergic mediators
such as histamine, leukotriene and interleukin 4 (IL-4)
independent of IgE (82). These functional studies have
unraveled the emerging role of LILRA2 as an important
mediator of innate immune responses and inflammation
involved in host defenses.

LILRA3 is a soluble receptor produced by monocytes, NK, B
cells and some T-cell subsets (23, 26, 93). Although the immune
functions of LILRA3 remain poorly characterized, it is involved
in nervous system plasticity. In this context, LILRA3 acts as a
decoy to Nogo66, a negative regulator of axonal regeneration. As
well, LILRA3 might be a competitive antagonist with LILRB2 via
high-affinity interaction with Nogo66 resulting in neurite
outgrowth and synapse formation (56).

LILRA4 has a restricted cellular distribution as compared
with the other LILR members. So far, it is uniquely found on
plasmacytoid dendritic cells (pDCs) (94, 95). LILRA4 expression
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is variable depending on the state of pDC activation induced by
viral or bacterial stimulation (96). Several pDC-like cell lines
derived from CD47CD56" leukemia cells lack LILRA4
expression (96). Although it belongs to the activating family,
LILRA4 was mainly reported to have inhibitory functions. In this
regard, LILRA4 interacting with BST2 suppresses pDC
activation, thus compromising the pDC production of type-I
IFNs (57). This negative regulation is induced by the signal
adaptor protein FceRIy, which forms a complex with LILRA4.
The transduced ITAM-mediated signals negatively modulate
Toll-like receptor (TLR)-induced type-I IFN production by
human pDCs (95).

LILRAS transcripts are found in several tissues of the
hematopoietic system including bone marrow, spleen, lymph
node, and peripheral leukocytes, although the protein form of
LILRAS is mostly expressed in monocytes and neutrophils (58,
97). More recently, proteomic studies identified LILRAS5-specific
peptides in neutrophils of patients with monogenic diseases (98).
A soluble form was detected in transfected COS cells (97). In
monocytes, LILRAS stimulation results in intracellular calcium
mobilization. Moreover, triggering LILRA5 in monocytes
stimulates cytokine production implicated in early stages of
inflammatory responses including IL-1p, tumor necrosis factor
o (TNF-o) and IL-6, which suggests a modulatory function in
inflammatory settings (97). The identification of LILRAS ligands
will be helpful to further delineate its function.

THE INTERPLAY OF LILRs WITH
INFECTIOUS PATHOGENS AND
INFLAMMATION

Given the major role of LILRs in regulating the immune
response, several pathogens target their immunomodulatory
functions to escape immunosurveillance. Modulation of LILR
activity is directly linked to the inflammatory response induced
after viral, bacterial or parasitic infection. In this context, LILRs
behave as pathogenic mediators by compromising the immune
response and associated inflammation.

LILRs in Viral Infection

Emerging data have revealed the involvement of LILRs in
ditferent aspects of HIV-1 disease pathogenesis and
progression. Figure 3 summarizes the implication of LILR in
HIV-1 pathogenesis. The LILR expression profile on immune
cells varies between individuals who are HIV-positive in the
acute phase, the chronic phase, under combination antiretroviral
therapy (HIV ¢ART") or in elite controllers who naturally
control HIV-1 infection, which suggests an interplay of these
receptors in immune responses against HIV (99-102). Long
considered a T-cell disease, HIV disease progression is
considered to originate from a complex cross-talk between
various immune cells, implicating both innate and adaptive
immunities. HIV-induced immune activation has double-edged
consequences on disease evolution. It first fights the virus by

increasing immune-cell mobilization and modulating
immunoregulatory receptors such as LILRs or their ligands,
including HLA-T molecules or BST2 (4). However, these
defence strategies induce concomitant inflammatory and
immunosuppressive responses thal can participate in viral
persistence. Several studies have provided insights into the
functional role of LILR repertoires and HLA-I polymorphisms
in HIV disease progression. The framework orientation toward
LILR function in HIV-induced pathology started with growing
evidence that pointed to a correlation between HLA-I genotype
variants and the rate of acquired Immunodeficiency syndrome
(AIDS) development (103, 104). In particular, HLA-B27 and B57
were found associated with slow progression and HLA-B35 with
rapid progression (103). These results were reinforced by
targeted genotyping and whole genome analysis of different
clinical cohorts that revealed an important role of the HLA-C
locus in HIV disease control (105-110). These HLA-I
polymorphisms have a great impact on the binding affinity
toward LILRs. Indeed, besides their impact on antigen
presentation to cytotoxic T lymphocytes, our understanding of
how these HLA-I genetic variants modulate immune responses
and HIV progression emerged only a few years ago.
Investigations into the role of LILRs in HIV have
toreshadowed a functional significance of the binding between
HLA-I and LILR molecules during HIV pathogenesis, which is
associated with viral replication and immune dysregulation.
Hence, this immunomodulatory function of HLA-I mediated
by LILR balances the immune response and influences the
clinical HIV-1 infection outcome. Ten years ago, Huang and
colleagues demonstrated a compromised ex vive DC function in
HIV-1-infected carriers as a result of a selective interaction
between LILRB2 and the HLA-B*35-Px allele over HLA- B*35-
PY (111). Then, they showed that allostimulatory functions of
DCs were inhibited by LILRB2 interacting with soluble HLA
class I found predominantly in HIV-1-positive plasma (105).
The binding affinity to LILRB2 seems to depend on the epitope
specificity as sensitive as a single amino acid mutation, as with
the HLA-B2705-restricted HIV-1 Gag KKI10 epitope
(KRWIILGLNK) with an L-to-M amino acid substitution at
position 6 (L6M) (106). Moreover, soluble HLA-G significantly
upregulated during HIV infection interacts with LILRB2 on
conventional DCs (cDCs), thus resulting in their functional
impairment (107, 108).

In line with these observations, our team demonstrated
enhanced LILRB2 and HLA-I expression on c¢DCs in the early
stages of HIV and simian immunodeficiency virus infection that
could be responsible for early cDC dysfunction and failure of the
subsequent adaptive immune response to control viral infection
(101). By contrast, the LILRB2/HLA-I axis was decreased in
¢DCs in a chikungunya model of infection characterized by
efficient immune responses and rapid control of viral replication
(101, 109). This accumulating evidence indicates that the
enhanced expression of LILRB2 and its HLA-T ligands in early
HIV-1 infection could be a potent way to inhibit cDC functions
leading to improper adaptive immune responses and ultimately
to disease progression. In agreement with this hypothesis, the
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strength of the LILRB2-HLA-I interaction, modulated by HLA-I
haplotypes or HIV-derived peptide, was directly correlated with
the level of ¢<DC dysregulation and disease progression in HIV-
infected patients (106, 108).

Besides being involved in ¢DCs, elevated levels of serological
IL-10 in HIV-1-positive patients promoted LILRB2 upregulation
in CD14" monocytes via the signal transducer and activator of
transcription 3 pathway (110).

In contrast to LILRB2, the expression of LILRB1 and LILRB3
was increased in ¢DCs from elite controllers as compared with
HIV-1 progressors or healthy individuals (102). The
examination of HIV-1 infected patients revealed an
upregulation of LILRBI on subsets of NK cell subsets (112).
Further investigations with an in vitro model of NK cells co-
cultured with HIV-infected autologous monocyte-derived DCs
showed an enhanced capacity of NK cells expressing LILRBI to
control viral replication (113).

Activating LILR members are also emerging relevant actors in
HIV infection. LILRAI and LILRA3 may affect the HIV outcome
by binding to HLA-C, known to play a major role in disease
control (29, 114). Nevertheless, a recent report linked a 6.7-kb
deletion in LILRA3 with increased transmission risk for HIV
(115). Moreover, the interaction of LILRA4 with BST2 drives
pDC dysregulation in HIV-1 infection characterized by
inhibition of type-I IFN production (116). All the progress in
the study of LILR function in HIV progression highlights the
importance of an equilibrium balance between activating and
inhibitory signals to ensure efficient immune responses for
preventing HIV viral replication, dissemination and
pathogenesis. Yet, further investigations are needed to elucidate
the convenient mechanisms at the origin of this LILR
dysregulation in HIV infection.

Other viruses, including dengue virus and HCMV, were
shown to attenuate inflammation and associated immune
responses by targeting LILRBI inhibitory functions (Figure 4).
In this regard, dengue virus manages to shut down the monocyte
antiviral defence program by inhibiting IFN-stimulated gene
transcription. This inhibition is mediated by dengue virus
ligating to LILRBI and leading to FcyR-mediated early IFN-
blocked gene expression, which results in antibody-dependent
enhancement and viral replication (45, 117). The ligand
interacting with LILRBI leading to immune response
attenuation during dengue virus infection remains to be
characterized. By contrast, HCMV modulates the host immune
response by expressing UL18 protein, which binds to LILRBI,
thus inhibiting immune effector cells. As described above, UL18
has 1000-fold higher affinity to LILRB1 than host HLA-I ligands
(31). This finding highlights the strength of a viral protein such
as UL18 to compete with host proteins to evade the host
immune response.

LILRs in Parasite Infection

Intracellular parasites have evolved mechanisms to inhibit and
escape the immune response to ensure their survival in the host.
P. falciparum, the causative pathogen agent of malaria, uses a
family of proteins called RIFINs to dampen immune cell

tunctions and impair anti-malarial immunity (Figure 4). In the
blood, P. falciparum-infected erythrocytes express RIFINs; a
portion of these molecules can bind LILRBI expressed on a
wide range of immune cells including NK and B cells (118). The
engagement of LILRB1 by these RIFINs transduces an inhibitory
signal that impairs the cytolytic functions of NK cells and
inhibits IgM production by primary B cells (47). Hence,
P. falciparum escapes the host defence by impairing anti-
malarial immunity via RIFINs, which mimic the binding mode
of the HLA-I host ligands of LILRBI (47). Similarly, LILRB2 is
targeted by RIFIN for immune evasion of P. falciparum (48).
These findings highlight the importance of further studies on
LILRB2 functions in malaria, which could be a potential hit to
block disease progression. The parasite Trypanosoma cruzi
causes Chagas disease. The expression of LILRBI increases
during the differentiation of T. cruzi-specific CD4™T cells,
compromising T-cell functions (119). Moreover, the expression
of the LILRB1 ligand HLA-G is increased by T. brucei gambiense
infection (120). These data suggest a common inhibitory
pathway induced by an LILRB1-HLA-G interaction after
Trypanosoma infection.

LILRs in Bacterial Infection

A modification of the LILRB expression profile was found in
several bacterial infections. Moreover, some bacteria were shown
to directly bind some LILRs, which underlies their potential
implication in the shaping of inflammation and regulation of
immune responses in bacterial infection. LILRB2 and LILRB4
were upregulated in response to Salmonella infection, which
highlights a potential role of these inhibitory receptors in
balancing the inflammatory response after invasion by this
pathogen (Figure 4) (121). Mycobacteria challenge induces
LILRB5 expression in T cells. The purpose of LILRB5
induction could be to initiate an inflammation resolution
program by dampening T-cell activation. However, it could
also constitute a mechanism induced by M. tuberculosis to
escape immune recognition (54). Another important emerging
role of LILRs is their ability to mediate control of TLR activity in
certain bacterial infections. Investigations in vitre and in a mouse
model provided clues about the ability of LILR and murine PIR-
B (a human LILRB distant homolog) to bind in conjunction 8.
aureus and TLR2, thus promoting release of inhibitory cytokines
such as IL-10 (46). This LILR-mediated TLR2 inhibition is
associated with the Th2 response and impaired DC maturation
(122). Moreover, in vitro studies indicated that LILRB1 and
LILRB3 bind to S. aqureus, but the consequences of these
interactions remain to be characterized (46).

Studies of Mycobacterium leprae infection identified the
overexpression of LILRA2 in skin lesions of leprosy patients
(123). This LILRA2 overexpression exerts innate host defence
modifications by driving monocytes to produce IL-10 instead of
IL-12 and by inhibiting antimicrobial activity in response to
mycobacterial TLR2/1 ligands (123, 124).

However, LILRA2 can promote neutrophil and monocyte
activation to inhibit bacterial growth. Indeed, LILRA2 can
recognize degraded antibodies generated by bacterial and
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FIGURE 4 | LILRB1 and LILRB2 implication in various infectious diseases. Human cytomegalovirus (HCMV, in purple) produces UL18 protein that binds to LILRB1
with high affinity and regulates NK cell functions. Dengue virus (DENV in blug) can directly bind to ULRB1 expressed by menocytes and macrophages. This
interaction inhibits the production of interferon (IFN)-stimulated genes (1SG). In red, Plasmodium falciparum produces RIFINSs in infected ervthrocytes. Binding of
RIFINs to LILRB1 inhibits NK cell cytolytic activity and production of Igh by B cells. Exposure of macrophages to S. fyphimurium bacteria promotes the upregulation

of ULRB2 and LILRB4.

fungal proteases including Mycoplasma hyorhinis, Legionella
preumophila, Streptococcus pneumonia and Candida albicans
(55, 92). The engagement of LILRA2 by cleaved Igs stimulates
ROS production by neutrophils and inhibits bacterial
multiplication in monocytes (55). Hence, in this case, LILRA2
serves as a microbial sensor that promotes the early onset of
innate immunity.

LILRs in Sepsis

Increasing evidence has indicated an interplay between LILRB2
modulation and the host response to sepsis initiated by
exacerbated inflammation and followed by immunosuppressive
responses. In this regard, transcriptomic analysis showed a
significant downregulation of LILRB2 in the very early phase
of sepsis that is associated with increased risk of death (125).
Another study demonstrated an increased expression of LILRB2
in monocytes during severe sepsis. These LILRB2"2" monocytes
showed low IL-12 but high IL-10 production in response to
endotoxin stimulation (126). Moreover, neutrophils from septic
patients were unable to upregulate LILRB2 as compared with
neutrophils from healthy donors (75). This failure of LILRB2
upregulation on neutrophils may correspond to the
immunoparalysis state observed in sepsis patients. LILRB3,
LILRB4, LILRA3 and LILRAS were found highly upregulated
in neonatal sepsis (127). This dysregulated profile of LILRs was

proposed to interfere with APC activity and convert effective T
cells into suppressive T cells. A recent study showed increased
LILRB3 expression on macrophages associated with an
immunosuppressive role in septic patients. Accordingly, the
silencing of LILRB3 was accompanied by bacterial killing by
macrophages along with enhanced ROS and cathelicidin
production (128). All these data point to the contribution of
LILRs to the dysregulation of immune and inflammatory
responses induced during septic shock

BEYOND INFECTIONS: LILRs IN
INFLAMMATION AND AUTOIMMUNITY

Although LILRs have in certain circumstances a beneficial
outcome during infections, they may also disrupt the
immunologic balance, resulting in persistent inflammation and
autoimmunity. In this regard, the key role of LILRs in immune
homeostasis places them at the crossroads of tolerance and
autoimmune disorders. Quite a few autoimmune diseases are
associated with an aberrant expression of LILRs. LILRB2,
LILRB3 and LILRA2 were highly upregulated in synovial
tissues from rheumatoid arthritis (RA) patients. The
engagement of LILRA2 induced an exacerbated production of
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TNF-a by macrophages illustrating the potential role of LILRs in
the induction of inflammatory processes associated with RA
(129). In addition, Kollnberger et al. provided evidence for the
contribution of LILRB2 to joint inflammation and disease
pathogenesis by HLA-B27 binding in spondylarthritides (130).
LILRAS3 is also associated with RA severity in early disease (131).
Systemic lupus erythematosus (SLE) is another autoimmune
condition with modified expression of different LILR members.
A recent study reported that LILRA3 amount in both serum and
CD14" monocytes were significantly elevated and positively
correlated with disease severity in SLE patients (132). Data
from humanized mice suggest LILRA3 as a promoter of
excessive expression of T follicular helper cells and B cells,
which primes the induction and maintenance of plasma cell
differentiation and autoantibody production (133). Of note,
enhanced expression of LILRB1 was achieved after ex vivo IL-
10 stimulation of DCs isolated from SLE patients (134). In
addition, plasmablasts and plasma cells from SLE patients
showed increased expression of LILRB4. Intriguingly, these
LILRB4"*#" cells contained abundant anti-double-stranded
DNA Ig Vy transcripts, which suggests a contradictory role of
this inhibitory receptor as a pathogenic marker. Hence, further
studies are needed to elucidate the impact of LILRB4 on SLE
pathogenesis (135). Moreover, multiple sclerosis (MS) is
considered an autoimmune disease characterized by
demyelinating the central nervous system caused in a part by
deregulated T-cell response (136). MS patients showed aberrant
expression of LILRA3 and LILRBI1 that was concomitant with
disease severity. Serum levels of LILRA3 were associated with
clinical subtype of MS: patients with primary progressive disease
had the highest amounts of LILRA3 as compared with those with
intermediate progressing disease. In line with this, LILRA3 might
play a role in the pathogenesis by promoting chronic
inflammation and could be considered a biomarker and
indicator of MS severity. Nevertheless, the exact functions of
LILRA3 in MS require further exploration (137).

TARGETING LILRs FOR NEXT-
GENERATION THERAPEUTICS IN
INFECTIOUS DISEASES

The use of immune checkpoint agonists or antagonists for
treating certain debilitating human inflammatory diseases has
drawn a lot of interest. Particularly, monoclonal antibodies
(mAbs) have valuable advantages as pharmacological immune
modulators and have been used successfully as immune
checkpoint inhibitors both in preclinical and clinical settings,
including notably mAbs targeting the CTLA-4, PD-1-PD-L1
axis in chronic infectious diseases (138). Notably, mAbs show
high stability and high affinity to their molecules and can be used
to activate (agonists) or block (antagonists) the function of the
intended target (139). Agonists to LILRA and/or anti-LILRB
antagonists that compete with ligand binding without activating
LILRB signaling could promote immune responses against

infectious agents. Nonetheless, until now, most preclinical and
clinical research has focused on evaluating such therapeutic
approaches in the treatment of solid tumors (140, 141). For
instance, JTX-8064-101 (Jounce Therapeutics Inc.) is currently
in an open-label, dose escalation phase-1 clinical trial
(NCT04669899). The trial is designed to evaluate the safety,
tolerability, and recommended phase-2 dose of JTX-8064 (anti-
LILRB2) alone and in combination with JTX-4014 (anti-PD-1)
or pembrolizumab (anti-PD-1) in adults with advanced
refractory solid tumors. At the same time, another clinical trial
including an anti-LILRB4 antibody (IO-202, Immune-Onc
Therapeutics Inc.) is in a clinical phase-1 trial (NCT04372433)
to assess its safety and primary effects in regression of solid
tumors. Yet, in infectious diseases, although preclinical and
clinical research investigated various immune checkpoint
targets such as the CTLA-4 and PD-1-PD-L1 axis (138, 142)
LILRs as therapeutic targets remain to be properly appraised but
represent a strong research premise in intractable infectious
diseases. LILR family members provide various possible
therapeutic strategies to reverse or enhance the immunity
tailure for the benefit of patients. As in cancer therapy, next-
generation therapeutics in infectious diseases will probably
combine an immune checkpoint blockade with a strategy
targeting agonists to LILRA and/or antagonists to LILRB
receptors. Therefore, clarification and exposition of the
fundamental function and mechanism of action of LILRs in
infectious diseases is vital for accelerating the development of
innovative therapeutics involving LILR agonists and/or
antagonists, especially in severe acute or persistent infectious
diseases lacking appropriate treatment.

In this regard, plasmodium falciparum, Dengue virus and
HCMYV in human host are often persistent pathogens taking an
advantage in targeting LILRB1 to attenuate immune effector cells
and evade immune recognition. The evolution of these
pathogens toward the production of their own ligands (e.g.
RIFINS or UL18) to trigger LILRBI1 inhibitory functions
illustrate the important role of this receptor in the control of
immune responses. In this context, there is a need to counteract
weakened immune responses through LILRB1 inadequate
activation that can be otherwise used by pathogens as an
efficient mechanism of immune evasion and persistence in the
host. Henceforth, therapeutic blockade of LILRB1 with mAbs
could exhibit a high potential therapeutically for number of
severe infections by thwarting pathogen-derived ligands and thus
allowing the host immune responses to resolve the disease and
clear the infectious pathogens. Likewise, HIV infection induces
dendritic cell dysregulation by exacerbating the LILRB2
inhibitory activity, subsequently leading to inefficient adaptive
immune responses and virus replication (105-108, 111).
Therefore, the development of preclinical studies using
therapeutic anti-LILRB2 mAbs in the setting of HIV infection
could provide important information for the design of novel
clinical protocols aimed at improving immune responses and
blocking disease progression in infected patients.

Up to now, pre-clinical evaluation of LILR-based therapies
has been hampered by the lack of clear LILR orthologues in
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rodents. Given the high expression of LILRs on various myeloid
cell subsets including resident tissue macrophages and
granulocytes, existing humanized mice models are as well
poorly appropriate to characterize either the toxicity or the
efficiency of drugs targeting LILRs. Nonetheless, LILR
orthologues have been identified in non-human primates and
dynamics of LILRB2 and MHC-I expression have been
characterized on dendritic cells, monocytes and macrophages
in cynomolgus macaque during SIV or Chikungunya infections
(101). Given the close phylogeny and similarities of immune
responses between human and macaque during infectious
diseases, this pre-clinical model could therefore represent a
unique opportunity to study LILR-based therapeutic strategies
and accelerate their translational in medicine toward humans
suffering severe acute and/or persistent infections.

CONCLUSION

LILRs are essential in maintaining immune homeostasis and in the
shaping of immune responses against pathogens. Certain
inhibitory LILRs directly interact with endogenous or microbial
ligands, and these interactions provide a large window of
opportunities to pathogens to evade the immune response.
Conversely, some activating LILRs have evolved to detect and
avoid immune evasion mechanisms developed by pathogens. A
better understanding of the LILR contribution to host-pathogen
interactions using adequate in vivo models to study the early phase
of the immune response to infection, is essential to develop next-
generation therapeutics targeting LILRs and intended to counteract
virulence and/or persistence of pathogens in severe acute and
chronic infectious diseases lacking appropriate treatments.
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Résumé : L'infection au VIH induit une dérégulation
précoce des réponses immunitaires conduisant a des
réponses adaptatives inefficaces associées a une
progression de la maladie. A ce titre, les cellules
dendritiques (cDCs) jouent un role majeur dans la
détection des virus et la régulation des réponses
immunitaires innées et adaptatives. Des analyses de
haute dimension en cellule unique ont récemment
mis en évidence une nouvelle sous-population de
précurseurs circulants de cDCs appelées « pré-DCs ».
Les pré-DCs peuvent produire des cytokines apres
stimulation in-vitro, mais également activer les
lymphocytes T CD4+ par la présentation d'antigénes.
Des études in vitro montrent également que les pré-
DCs présentent une susceptibilité accrue a l'infection
par le VIH. L'objectif de mes travaux de thése vise a
caractériser l'impact de linfection au VIH sur la
dynamique et les fonctions des pré-DCs in vivo. Pour
cela, nous avons utilisé un modele pré-clinique
d’infection par le SIV. Dans un premier temps, jai
réussi a caractériser |'équivalent humain des pré-DCs
dans les différents tissus de ce modeéle.

Titre : Etude in vivo des pré-DCs au cours de l'infection au VIH/SIV

Mots clés : VIH, SIV, pré-DCs, cDCs, dérégulation, macaque cynomolgus.

Grace a cette caractérisation j'ai, ensuite, pu
analyser la dynamique et la fonction des pré-DCs
au cours des différentes phases de l'infection par le
SIV. Les résultats montrent que la quantité de pré-
DCs diminue fortement dans le sang des les
premiers jours de linfection. Cette diminution
s'accompagne d'un recrutement des pré-DCs au
sein des organes lymphoides secondaires qui
persiste pendant la phase chronique. En outre,
I'infection par le SIV inhibe ['expression de
molécules de costimulation et du CMH-II par les
pré-DCs ainsi que leur capacité a produire de I'IL-
12 suite a une stimulation ex vivo. Au contraire,
dans un modeéle d’'infection résolue par le SARS-
Cov2, les pré-DCs expriment les molécules de
costimulation nécessaire a I'induction des réponses
immunitaires adaptatives en phase aiglie de
l'infection. Au final, mes travaux apportent une
meilleure compréhension des mécanismes de
dérégulation des cellules dendritiques qui sont
induits lors de la mise en place des réponses
immunitaires dirigées contre le SIV/VIH.

Title : In vivo study of pre-DCs during HIV/SIV infection

Abstract: HIV infection leads to an early deregulation
of immune responses causing ineffective adaptive
responses associated with disease progression. In this
regard, dendritic cells (DCs) play a major role in virus
detection and regulation of innate and adaptive
immune responses. High-dimensional single-cell
analyses have recently revealed a new subpopulation
of circulating ¢DC precursors called "pre-DCs". pre-
DCs can produce cytokines after in vitro stimulation
but also activate CD4+ T cells by antigen presentation.
In vitro studies also show that pre-DCs have an
increased susceptibility to HIV infection. The aim of
my PhD work was to characterize the impact of HIV
infection on the dynamics and functions of pre-DCs in
vivo. For this purpose, we used a pre-clinical model of
SIV infection. In a first step, I succeeded in
characterizing the human counterpart of pre-DCs in
the different tissues of this model. Thanks to this
characterization, I was able to analyze the dynamics

Keywords : HIV, SIV, pre-DCs, cDCs, dysregulation, cynomolgus macaque

and function of pre-DCs during the different phases
of SIV infection. Our results show that the amount
of pre-DCs strongly decreases in the blood from the
first days of the infection. This decrease is
accompanied by a recruitment of pre-DCs in
secondary lymphoid organs that persists during the
chronic phase. Furthermore, SIV infection inhibits
the expression of costimulatory molecules and
MHC-II by pre-DCs as well as their ability to produce
IL-12 following ex vivo stimulation. On the contrary,
in a model of infection resolving by SARS-Cov2, pre-
DCs express the costimulatory molecules necessary
for the induction of adaptive immune responses in
the acute phase of the infection. In the end, these
studies provide a better understanding of the
mechanisms of dendritic cell deregulation that are
induced during the establishment of immune
responses directed against SIV/HIV.
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