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RESUME

Caractérisation des lymphocytes effecteurs CX3CR1* et de leur recrutement intestinal

au cours de l’infection VIH-1 sous traitement antirétroviral

L’intestin est le siége d'un réservoir viral majeur au cours de l'infection par le VIH-1, qui constitue un obstacle a
I'obtention d’'une rémission de I'infection. Ce réservoir est associé a un défaut de restauration de lymphocytes T
CD4* intestinaux, a une dysfonction de la barriere immunitaire intestinale, avec une augmentation des
translocations microbiennes et une inflammation locale et systémique persistante, malgré un traitement

antirétroviral efficace suivi de fagon prolongée.

La réponse immunitaire cellulaire effectrice joue un réle crucial dans le contréle de l'infection. Il a notamment pu
étre observé une perte des lymphocytes résidents mémoires (Trwm) intestinaux et une augmentation de cellules
ayant des marqueurs de tropisme pour l'intestin dans la circulation. L’axe de chimiotactisme CX3CR1-CX3CL1
semble étre une voie majeure dans le recrutement de cellules effectrices tissulaires mais semble impacté par
I'infection chronique par le VIH-1 méme sous traitement, avec une augmentation des cellules circulantes CX3CR1*
et une augmentation de la fraction soluble de CX3CL1 dans le plasma. Dans ce travail, nous avons cherché a
caractériser les cellules effectrices exprimant CX3CR1 dans le compartiment sanguin et intestinal, a étudier les
facteurs environnementaux pouvant moduler cet axe de chimiotactisme et a évaluer 'impact de la modulation de
cet axe sur le réservoir intestinal dans une cohorte de personnes vivant avec le VIH-1 (PvVIH) sous traitement

antirétroviral au long cours.

Dans un premier travail portant sur les lymphocytes yd V&1 dont la fréquence est augmentée dans le sang des
PvVIH, nous avons pu mettre en évidence que cette expansion de lymphocytes V61 se faisait de fagon clonale
parmi une population particulierement cytotoxique et exprimant CX3CR1 avec notamment un profil de cellules
recirculantes intestinales. Ces lymphocytes V&1 CX3CR1* cytotoxiques étaient corrélés a une moindre fréquence
de lymphocytes T CD4+ avec une transcription résiduelle d’ARN VIH-1 dans le compartiment sanguin ou intestinal.
Nous avons également pu montrer que la réplication résiduelle du cytomégalovirus (CMV) au cours de l'infection
par le VIH-1 participait de fagon majeure a I'expansion des populations de lymphocytes T CD8 et V51 exprimant

CX3CR1, mais que cet effet était en inter-relation avec les altérations du microbiote intestinal et transloqué.

Dans un second travail, nous avons montré que les LT CD8 CX3CR1* étaient augmentés en fréquence a la fois
dans le sang et dans l'intestin. Cependant, dans le colon cette augmentation concernait des LT CD8 CX3CR1*
non-résidents mémoires (Trm) au détriment d’'une perte des Trm CD8 CX3CR1*. Les Trm CD8* CX3CR1* avaient
un profil de cytotoxicité et de production de cytokines pro-inflammatoire élevé et présentaient moins d’expression
de marqueurs d’épuisement lymphocytaire que les non-Tru. Les Tru CD8* CX3CR1*, notamment la population
CD39*, étaient associés a un réservoir ADN VIH-1 plus faible dans le colon, La perte des Trv CD8* CX3CR1* au
profit de non-Trm, moins fonctionnelles, pourrait donc contribuer a la persistance du VIH-1. L’augmentation des LT
CD8 CX3CR1* sanguins était corrélée a l'index sérologique IgG du CMV. Ex-vivo, le VIH-1 et le CMV pouvaient
induire I'expression des métalloprotéases ADAM10 et ADAM17 sur les cellules épithéliales intestinales, dont nous
faisons I'hypothése qu’elles pourraient participer au clivage épithélial de CX3CL1 et a un défaut de recrutement
des LT CD8 CX3CR1".

Mots clés
VIH-1, CX3CR1, CX3CL1, Fractalkine, lymphocytes effecteurs, intestin, microenvironnement, lymphocytes T
résidents mémoires (Trm), lymphocytes V&1



SUMMARY

Phenotype, functional properties, and gut recruitment of CX3CR1* effector

lymphocytes in HIV-1-infected individuals on antiretroviral therapy

The gut is a major site of viral reservoir persistence during HIV-1 infection, which stands as an obstacle
toward the reach of HIV remission. This reservoir is associated with an incomplete restoration of T CD4*
lymphocytes locally, a gut-barrier dysfunction, and an increase of bacterial translocation and local

inflammation, despite effective prolonged antiretroviral therapy.

Effector cellular immune response is crucial for infection control. HIV-1 induces a loss of intestinal
resident memory lymphocytes and an increase in blood cells with a gut-tropic recirculating profile.
CX3CR1-CX3CL1 axis may be a key to the recruitment of tissular effector cells but seem to be impacted
by the chronic HIV-1 infection, even under ART, with an increase of circulating CX3CR1* cells and an
increase in soluble CX3CL1 in the plasma. Here, we aimed to characterize the effector CX3CR1* cells
in both the blood and the gut, search for environmental factors that could modulate this chemotactic axis
and assess the impact of this axis modulation in the gut viral reservoir in a cohort of people living with
HIV (PLWH) under long term ART.

In a first work on yd V&1 T cells, which frequencies were increased in the blood of PLWH, we highlighted
the clonal expansion of a highly cytotoxic effector population of V&1 expressing CX3CR1 with a
recirculating cell-like phenotype. This population correlated with HIV-1 infection reduction in the
associated blood or duodenal compartment. We showed that cytomegalovirus (CMV) residual
replication during HIV-1 infection was a major trigger for CX3CR1* CD8 and V&1 T cells expansion, but

this effect was in an interplay of tissular microbiome changes that were also associated with CMV.

In a second work, we showed that CX3CR1* CD8 T cells were increased in frequency in both the blood
and the gut. However, in the colon this increase was associated with a loss of resident memory
CX3CR1* CD8 T cells with higher effector functions. This population was associated with lower viral
reservoir, especially for with the fraction expressing CD39. CD8* CX3CR1* Trm expressed less
exhaustion markers than non-Tru. The increase of CX3CR1+ CD8 T cells in the blood was correlated
with CMV 1gG index. Ex vivo, HIV-1 and CMV could induce the expression of ADAM10 and ADAM17
metalloproteinases on intestinal epithelial cells. We hypothesize that those metalloproteinases could
participate to epithelial cleavage of CX3CL1 and CX3CR1* CD8 T cells recirculation.

Key words
HIV-1, CX3CR1, CX3CLA1, Fractalkin, effector lymphocytes, gut, microenvironment, resident memory T
lymphocytes (Trm), V&1 lymphocytes
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I L’INFECTION PAR LE VIH-1

Le syndrome d'immunodéficience d’acquise (SIDA) a initialement été décrit en juin 1981
devant la présentation clinique de pneumopathies graves, a un germe inhabituel —
Pneumocystis carinii — chez des jeunes homosexuels avec cing cas groupés rapportés par le
CDC (Center for Disease Control and Prevention) aux Etats-Unis. Deux ans plus tard, en 1983,
I'équipe du Pr Barré-Sinoussi a linstitut Pasteur de Paris va confirmer l'implication d’'un
rétrovirus par mesure de 'activité enzymatique rétrovirale de la transcriptase inverse au niveau
d’'un prélévement ganglionnaire d’'un individu présentant ce syndrome (Barré-Sinoussi et al.
1983). La découverte de ce rétrovirus humain responsable du SIDA, d’abord appelé LAV
(lymphadenopathy associated virus), rebaptisé par la suite VIH-1 : virus de 'immunodéficience
humaine de type 1 fut récompensée par un prix Nobel en 2008. Le VIH de type 2 (VIH-2) fut
lui isolé pour la premiére fois en 1986 par le Pr Clavel a partir de 2 patients d’Afrique de I'Ouest
atteint du SIDA (Clavel et al. 1986). Le premier médicament antirétroviral (ARV) disponible,

I'AZT (Zidovudine), fut découvert en 1987, 6 ans aprés la premiére description du SIDA.

Des analyses phylogénétiques ont permis de remonter les origines du VIH-1 a une
transmission zoonotique a partir de virus simiens issus de chimpanzés (SIVcpz) et de gorilles
(SIVgor) d’Afrique du Centre-Ouest vers 'hnumain au début du XX°®me siécle (Gao et al. 1999;
Van Heuverswyn et al. 2006) (Figure 1). Le VIH-2 proviendrait quant a lui de sooty mangabeys
(SIVsm) d’Afrique de I'Ouest (Visseaux et al. 2016).
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Figure 1. Arbre phylogénétique du VIH-1 et du SIV issu du chimpanzé (SIVcpz) et du gorille (SIVgor). (Mourez
etal. 2013)

Les dernieres données épidémiologiques de 2023 permettent d’estimer a 39,9 millions le
nombre de personnes vivant avec le VIH-1 (PVVIH) dans monde, dont 77% (30.7 millions de
personnes) recevraient un traitement antirétroviral (UNAIDS 2024). La majeure partie de cette
population se situe en Afrique de I'est et Afrique Australe, avec 20,8 millions de personnes
infectées, soit plus de la moitié de I'épidémie mondiale (Figure 2). Le nombre de nouvelles
contaminations par le VIH-1 en 2023 a été estimé a 1,3 millions de personnes et le nombre
de déces attribuables au VIH-1 de 630 000 personnes infectées au cours de la méme année.
L'estimation de I'épidémie cachée, c’est-a-dire du nombre d’individus infectés mais non
diagnostiqués est d’environ 14% des PVVIH, et 86% connaitraient leur statut. En France, on
a comptabilisé 5500 nouveaux diagnostics d’infection par le VIH-1 en 2023. On observe un
changement du profil de 'épidémie, avec une diminution de 36% des nouvelles contaminations
parmi les hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes (HSH) nés en France, et des
nouvelles contamination touchant maintenant davantage des personnes hétérosexuelles, en
particulier les femmes nées a I'étranger, ainsi que les HSH nés a I'étranger. L'ONUSIDA a fixé
pour objectif « Fast-Track » d’ici 2030 une cible de 95-95-95 : 95% des personnes infectées
connaissant leur statut, 95% de ces individus suivant un traitement antirétroviral, et 95% des
personnes sous traitement avec une charge virale indétectable signant un contréle de
l'infection, qui n'est pas encore atteinte, en particulier au regard du premier pallier pour la

France.
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Figure 2. Prévalence du VIH-1 chez les adultes et enfants en 2023. (UNAIDS 2024)
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Le VIH-1 est un membre la famille des Retroviridae, de la sous-famille des
Orthoretrovirinae et du genre des Lentivirus. Il s’agit d’un virus enveloppé mesurant 80 a
120nm de diamétre, composé de deux simples brins indépendants d’acide ribonucléique
(ARN), tous deux de polarité positive, associés a des protéines de nucléocapside (Gag P7).
Ce complexe est entouré d'une capside (Gag P24) qui va entourer ce complexe
ribonucléoprotéique et des enzymes virales (transcriptase inverse, intégrase et protéase).
Cette capside est entourée d’une matrice protéique (P17). L’enveloppe externe est constituée
d’'une double couche lipidique formée lors du bourgeonnement du virus a partir de la
membrane cellulaire de la cellule infectée. Le virus va exprimer deux glycoprotéines
d’enveloppe qui vont jouer un réle majeur dans la reconnaissance et I'attachement du virus a
sa cellule cible : la Gp120 (en surface) et la Gp41 (transmembranaire) (Figure 3). Celles-ci

seront associées en triméres a la surface de I'enveloppe virale.

env
SU (surface, GP120)

TM (transmembrane, GP41)

pol gag
MA (matrix)

NC (nucleocapsid)

PR (protease)
RT (reverse transcriptase)

IN (integrase) CA (capsid, p24)

vif, vpr, vpu, nef i;;

Figure 3. Représentation schématique d'un virion de VIH-1. (Réalisée avec Biorender)

ssRNA
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Le génome du VIH-1, mesurant 9,6kb, est constitué de 3 génes principaux : gag, pol et env ;
codant respectivement pour les protéines de la capside, les enzymes participant a la
réplication virale et les glycoprotéines d’enveloppe. Au cours de l'infection, les deux simples
brins d’ARN du virus seront rétrotranscrits en ADN double brin qui sera flanqué a chacune de
ses extrémités par des séquences Long Terminal Repeat (LTR) essentiels a lintégration
ultérieure du virus dans le génome de I'héte puis a la transcription du génome viral. Ce dernier
compte également six génes régulateurs : tat, rev, nef, vif, vpr et vpu, qui codent pour des

protéines régulatrices de la réplication virale dans la cellule hote (Figure 4).
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gag
1 v (619)
vifp23
Précurseur pol -~ e
T — VDU
Protéase p160
L]
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Figure 4. Structure et organisation du génome du VIH-1. Cadres de lecture des génes codant pour les protéines
structurelles et régulatrices : LTR, Long Terminal Repeat ou séquences terminales redondantes ; Gag, protéines
structurales de la particule virale ; Pol, enzymes de la particule virale (transcriptase inverse, intégrase, protéase) ;
Env, protéines d’enveloppe ; gp, glycoprotéine ; Vif, viral infectivity factor ; Vpu, viral protein u ; Tat, transactivateur ;

Rev, régulateur. (Le Hingrat et al. 2019)

23



On distingue quatre groupes de VIH-1: le groupe M qui est majoritaire, ainsi que les
groupes N, O et P. Le groupe M a été divisé en neuf sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J et K).
Il a par la suite été identifié plus d’'une centaine de formes recombinantes circulantes (CRF) et

des formes recombinantes uniques (UFR) qui sont plus limitées a un faible nombre d’individus.

L’épidémie initiale du VIH-1 dans les pays occidentaux était liée au sous-type B du groupe M,
les autres groupes et sous-type étant davantage limités au continent Africain ou sont apparus
ces virus. L’évolution de I'épidémie mondiale avec 'augmentation des échanges a entrainé un
changement des profils du VIH-1 avec une diversification des sous-types selon les zones
géographiques. Les CRF et URF comptent maintenant dans leur globalité pour la majorité des
infections (29%) (Williams et al. 2023). Le sous-type C est devenu le sous-type prédominant
(23%), suivi du sous-type A (17%), CRFO1_AE (10%), B (9%), D (8%) et CRF02_AG (7%). En
France le sous-type B reste majoritaire, mais la place du CRF02_AG est devenue importante

dans les nouvelles infections.

Les origines de la diversité génétique importante du VIH-1 reposent d’'une part sur le taux
élevé de mutations liées aux erreurs de la transcriptase inverse virale exempte de
meécanismes de correction, d’autre part sur des phénoménes de recombinaison génétique
en présence de plusieurs virus différents au sein de la méme cellule, et enfin par une
dynamique de réplication virale élevée (Mansky & Temin 1995; Jung et al. 2002; Cuevas et
al. 2015). On observe ainsi au sein d’'un méme individu la co-existence de plusieurs variants
génétiquement proches décrite sous le terme de quasi-espéce virale. Les différences de
séquences du géne viral env peuvent ainsi différer chez un individu de prés de 10% (Korber
et al. 2001). Les génes gag et pol sont davantage conservés. Seulement un nombre trés limité
de variants d’'une quasi-espéce pourra étre ensuite transmise a son tour a un autre individu,
avec une efficacité variable (Venner et al. 2016), et les infections se font le plus souvent par
un seul virus fondateur (Keele et al. 2008; Tully et al. 2016; Kijak et al. 2017). On peut
néanmoins retrouver des différences chez un méme individu selon les compartiments
cellulaires ou anatomiques (Hoetelmans 1998). Les variants transmis peuvent étre
sélectionnés par des facteurs intrinséques (capacité d’adaptation au milieu, de réplication,
tropisme d’affinité aux co-récepteurs), ainsi que des facteurs extrinséques (réponse
immunitaire et traitement ARV plus ou moins efficace a bloquer certains variants). Les variants

transmis peuvent avoir une sensibilité différente aux antirétroviraux (Lessells et al. 2012).
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Le cycle de réplication du VIH-1 s’effectue en 2 jours environ dans les principales cellules

cibles, les lymphocytes T CD4* activés (Perelson et al. 1996) (Figure 5).
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Figure 5. Cycle de réplication du VIH-1. (réalisé avec Biorender) (1) le virus se lie via la gp120 au récepteur
d’entrée CD4 et au corécepteur CCR5 ou CXCR4, (2) la membrane virale et la membrane cellulaire fusionnent via
la gp41, (3 et 5) 'ARN viral est rétrotranscrit en ADN, (4) la capside virale libérée dans le cytoplasme de la cellule
est importée dans le noyau cellulaire, (6) une décapsidation permet de libérer I'ADN viral qui pourra ensuite (7)
s’intégrer dans le génome cellulaire, (8) 'ADN proviral est transcrit en utilisant la machinerie cellulaire en ARN
génomique viral et en ARNm, (9) les ARNm sont traduits en protéines virales qui vont (10) s’assembler pour créer
de nouveau virus qui vont permettre un bourgeonnement du virus qui va étre (11) libéré sous forme de virion

immature qui va maturer dans le milieu extracellulaire avant de pouvoir infecter de nouvelles cellules.

1. Entrée du virus

L’entrée du virus dans sa cellules cible est initiée par I'attachement de la glycoprotéine
d’enveloppe virale, la Gp120, avec d’abord des glycosaminoglycanes cellulaires de fagon non

spécifique, puis de fagon spécifique avec la molécule CD4 de la cellule. Il s’ensuit une
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modification de la conformation de la Gp120 Ilui permettant de reconnaitre l'un des
corécepteurs présents a la surface de la cellule: CCR5 ou CXCR4. Cette liaison au
corécepteur aboutira a un second changement de conformation permettant d’exposer le
peptide de fusion de la Gp41, qui aboutira a la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane

cellulaire.

Tropisme

On distingue trois tropismes pour le VIH-1 en fonction du type de corécepteur qui est utilisé
lors de I'entrée dans la cellule cible : virus CCR5 (dit « R5 »), virus CXCR4 (« dit X4 ») ou virus
pouvant cibler les deux co-récepteurs (dit « R5X4 ») (Berger et al. 1998). Les virus « R5 » sont
majoritaires aux stades initiaux de linfection, avant que la proportion de virus « X4 »
n‘augmente progressivement dans le temps (Goodenow & Collman 2006). Chez une méme
personne, il est possible de retrouver a la fois des virus « R5 » et « X4 » ou « R5X4 ». Le
tropisme viral peut étre déterminé par le séquencage de la boucle V3 de la gp120, permettant
de prédire en fonction de la séquence d’acide aminés l'affinité pour le corécepteur donné. Il

peut également étre déterminé phénotypiquement sur des cellules indicatrices exprimant CD4.

Autres mécanismes d’entrée du virus dans la cellule

Une transmission du virus de cellule a cellule par contact est possible également (Sigal et al.
2011; Bracq et al. 2018). Cette transmission de cellule a cellule peut étre réalisée de

différentes fagons (Figure 6) :

- Par des synapses virologiques (Jolly & Sattentau 2004) : Ces synapses peuvent étre
établies entre deux lymphocytes T CD4 ou entre des cellules dendritiques (DC) (Nikolic et al.
2011), des macrophages (Groot et al. 2008) et des monocytes activés (Duncan et al. 2013) et
les cellules T CD4* cibles. La libération de virions dans une fente synaptique entre deux
cellules est suivi d’'une entrée similaire a celle des virus libres. Ce mécanisme d’entrée
présente I'avantage d’étre rapide, et d’échapper potentiellement a la réponse immunitaire
humorale. Il nécessite néanmoins une proximité entre la cellule hébergeant le virus et la cellule
cible. Ce mécanisme pourrait étre impliqué dans l'infection des LT CD4 quiescents par leurs

voisins activés (Agosto et al. 2018).

- Par des protrusions membranaires telles que les filopodes et les nanotubes tunnels
(TNTs) : Ces structures dynamiques peuvent s’étendre jusqu’a 100pum mais sont fragiles

(Rustom et al. 2004). lls peuvent se déployer de fagon ouverte ou fermée. Des échanges de
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cellule a cellule sont rendus possibles entre lymphocytes T CD4+ et macrophages par ces
TNTs (Sowinski et al. 2008; Eugenin et al. 2009).

- Par syncytia, issus de la fusion des membranes cellulaires lors d’'un contact. Ceci a été
décrit pour des lymphocytes T CD4*, notamment de tropisme X4, initialement identifiés comme

« Syncytium-Inducing » (Lifson et al. 1986; Sylwester et al. 1993).

- Par phagocytose/endocytose : la phagocytose de CD4 infectés par des macrophages peut

entrainer une infection productive au sein des macrophages (Baxter et al. 2014).
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Figure 6. Processus impliqués dans la transmission intercellulaire du VIH-1 de cellule a cellule. Différents
mécanismes de transfert de cellule a cellule du VIH-1 entre les cellules de départ (en vert) et les cellules d’arrivées
(en rose) (Bracq et al. 2018).

2. Décapsidation et rétrotranscription

Suite a I'entrée du virus dans sa cellule cible, la capside virale est transportée dans le
noyau de la cellule ou le génome viral sera libéré au cours d’'une étape de décapsidation.
Dans le méme temps, 'ARN viral sera rétrotranscrit en ADN par la transcriptase inverse
virale (ADN polymérase ARN dépendante) (Dharan et al. 2020).
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3. Intégration, transcription et traduction

Le génome viral rétrotranscrit en ADN double brin et flanqué des LTR va ensuite s’intégrer
dans le génome de la cellule cible grace a l'intégrase virale. L’ADN intégré, ou provirus, est
ensuite transcrit en ARN génomique viral et en ARN messagers (ARNm) codant les protéines
virales par 'ARN polymérase |l cellulaire a partir de la région 5’ LTR de 'ADN proviral. L'ARN
génomique viral et TARNm se distinguent par I'épissage de ceux-ci, TARNm étant épissé tandis

que '’ARN génomique ne sera pas épisseé.

Les ARNm sont ensuite traduits en protéines virale en utilisant la machinerie cellulaire de la
cellule héte au niveau de son cytoplasme. Les provirus codent pour des ARNm de petite taille
pour les génes tat, rev et nef, ainsi que des ARNm de plus grande taille pour le géne gag-po/
qui sera traduit en une polyprotéine secondairement clivé par la protéase virale a I'étape de
maturation. Ce clivage permettra de libérer les enzymes et protéines internes virales. Le géne

env code pour une protéine Gp160 qui sera ensuite clivée en Gp41 et Gp120.

4. Encapsidation et bourgeonnement

L’ARN viral est ensuite encapsidé et sera dimérisé, a proximité de la membrane cellulaire
pour permettre la sortie des virions par bourgeonnement sous forme initialement immature.
Les virions sont ensuite maturés en extracellulaire gréace a la protéase virale (Engelman &
Cherepanov 2012; Freed 2015; Dharan et al. 2020).

5. Facteurs de restriction de I'hote

Des protéines cellulaires de I'hdte, appelées facteurs de restriction (FR) et faisant partie
du systéme immunitaire inné, vont participer a la défense de la cellule en tentant de bloquer

différentes étapes du cycle viral :

- Alentrée : IFITM, SERINC3, et CH25H. IFITM (IFN inductible transmembrane) inhibe
I'étape de fusion entre I'enveloppe virale et la cellule cible en piégeant le virus dans
des veésicules endosomales. TRIM5a peut se lier a la capside virale et 'adresser vers

le protéasome ou elle sera dégradée (D Urbano et al. 2018).
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- A la rétrotranscription : SAMHD1, P21, Mov10 et APOBEC3G/F. SAMHD1 (sterile
alpha motif histidine-aspartic domain protein 1) réduit les nucléotides disponibles qui
sont nécessaires a la rétrotranscription. La protéine P21 active P53 qui bloque le cycle
cellulaire. APOBEC (apolipoprotéines) 3G et 3F sont des cytidine désaminases qui
transforment les résidus cytosines (C) en uraciles (U). La transcriptase inverse va ainsi
incorporer de I'adénine (A) a la place de la guanine (G) en complément des résidus U,

entrainant des hypermutations G vers A (Liddament et al. 2004).

- Alintégration : MX2 (D Urbano et al. 2018).

- A la transcription : TRIM22. Ce FR bloque [lactivation du LTR nécessaire au

recrutement de 'ARN polymérase Il cellulaire (D Urbano et al. 2018).

- Ala traduction : ZAP (Zinc-finger antiviral protein) favorise la dégradation de '’ARNm

viral, empéchant ainsi sa traduction.

- Au bourgeonnement : ISG15, 90K, et BST2.

La plupart de ces FR sont inductibles par la voie de signalisation de l'interféron (D Urbano et
al. 2018).
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1. Transmission du VIH-1

Le VIH-1 peut étre transmis par: (1) voie sexuelle; (2) par transmission de sang
contaminé (par usage de drogue injectable, par transfusion sanguine non sécurisé, ou par
accident d’exposition au sang (notamment au cours d’'un acte de soin) ; (3) et enfin par voie

materno-faetale, lors de 'accouchement ou de l'allaitement.

2. Physiopathologie de I'infection par le VIH-1

En l'absence de traitement, I'évolution de l'infection par le VIH-1 se fait en 3 stades, de
durée variable selon les individus : (1) la primo-infection, (2) le stade chronique et (3) le stade
SIDA.

Primo-infection

Elle survient 10 a 30 jours aprés la contamination. En cas de contamination par voie sexuelle
(voire materno-foetale), le virus pénétre a travers la muqueuse. Seulement une faible quantité
de virus est en mesure de traverser rapidement I'épithélium, sélectionnant de ce fait de fagon
précoce certaines souches virales, en particulier celles de tropisme « R5 » se liant plus
facilement au corécepteur CCR5 des cellules cibles dans la muqueuse. Un mécanisme
compétitif avec les chimiokines de la muqueuse, notamment SDF1q, pourrait également étre

impliqué dans la contre-sélection des virus X4 pour la liaison au corécepteur d’entrée CXCRA4.

La primo-infection entraine initialement une réponse immunitaire innée locale, mais va
paradoxalement participer au recrutement de cellules immunitaires qui pourront étre ciblées
par le virus, facilitant ainsi sa multiplication, puis sa dissémination, par la migration de cellules
immunitaires innées présentatrices d’antigénes (cellules dendritiques notamment) vers les
organes lymphoides riches en cellules cible du VIH-1. Les cibles initiales sont principalement
les lymphocytes T CD4" des muqueuses, qui sont les plus permissives a l'infection, avec un
phénotype CCR5", effectrices mémoires activées. Les tissus lymphoides sont également
riches en LT CD4 qui pourront étre atteints environ une semaine aprés linfection par les

muqueuses par voie lymphatique.
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Il est estimé qu’entre la 2°™ et la 4°™ semaine suivant l'infection, le virus peut se disséminer
dans le sang, touchant d’autres organes lymphoides secondaires, avant de se généraliser a
I'ensemble de I'organisme. Cette dissémination se fait principalement par les LT CD4 infectés,

mais partiellement également par les monocytes infectés (Shaw & Hunter 2012) (Figure 7).

La réponse immunitaire initiale, innée puis adaptative spécifique du VIH-1 va permettre de
limiter la réplication virale, mais de fagon incompléte. Il y aura ainsi une diminution relativement
rapide de la charge virale a la fin de la phase de primo-infection, mais qui ne sera généralement
pas suffisante pour empécher la poursuite de la propagation du virus, a un niveau réplicatif

moindre.

La primo-infection au VIH-1 est symptomatique dans environ 50% des cas sous forme d’un
syndrome pseudo-grippal (fievre, céphalées, myalgies) associé a des polyadénopathies, une
éruption cutanée, et une symptomatologie digestive a type de diarrhées le plus fréquemment.

Elle peut également étre asymptomatique dans I'autre moitié des cas et passer inapergue.
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Figure 7. Modéle de I'infection par le VIH-1. lllustration de la dissémination du virus dans I'organisme aprés une
infection au niveau cervico-vaginal. Les cellules dendritiques migrent et transmettent le virus aux cellules T CD4*
au niveau ganglionnaire. Les T CD4* et (plus rarement) les monocytes infectés vont ensuite participer a la

dissémination du virus dans I'organisme et a I'établissement de réservoirs (Shaw & Hunter 2012).
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Phase chronique asymptomatique

La réponse immunitaire mise en place au cours de la primo-infection permet un contréle partiel
de la réplication virale, avec une virémie persistante, formant un plateau en équilibre avec la
réponse immune. Cette activation immunitaire chronique va avoir un impact sur les
lymphocytes T CD4* qui seront progressivement déplétés de fagon multifactorielle (McCune
2001; McMichael et al. 2010) :

- Par un effet cytopathique direct du virus

- Par 'apoptose des cellules infectées induite par les protéines virales (Env, Vpr, Tat,
Nef) ainsi que [l'apoptose de cellules non infectées bystander dans le
microenvironnement d’une cellule infectée

- Par la réponse immunitaire cytotoxique ciblant les cellules infectées, principalement
lige a la réponse T CD8 et NK

- Par une altération de '’homéostasie lymphocytaire : mort cellulaire et épuisement
lymphocytaire induits par l'activation de la cellule, réduction de la régénération

cellulaire, et altération de la distribution cellulaire

L’activation chronique et la déplétion d’'une partie des lymphocytes va entrainer une restriction

du répertoire lymphocytaire T.

Cette phase peut durer en moyenne 5 a 10 ans, de fagcon asymptomatique ou
paucisymptomatique, mais différe selon les individus : elle peut étre plus courte en cas de
déséquilibre plus marqué de la balance entre le virus et I'héte, chez les individus dits
« progresseurs rapides », mais peut également étre plus longue chez les individus dits «

non progresseurs a long terme » présentant un meilleur contréle de l'infection.

Stade SIDA

Le stade SIDA (Syndrome d'Immuno Déficience Acquise) correspond a une
immunodépression sévére (lymphocytes T CD4* souvent <200/mm?3) et/ou la survenue
d’infections opportunistes liées a cette immunodépression (ex: pneumopathie a Pneumocystis
jJirovecii, méningo-encéphalite a Toxoplasma gondii, méningite a Cryotococcus neoformans,
Tuberculose et infections a mycobactéries atypiques, infection disséminée a CMV, maladie de
Kaposi a HHV-8...), avec une réascension de la charge virale liée a la perte de contréle de
l'infection par la réponse immunitaire de I'héte. Ces infections opportunistes sont responsables

de la mortalité de l'infection par le VIH-1 hors traitement antirétroviral.
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Suite a la mise sur le marché en 1987 du premier traitement antirétroviral, I'AZT
(Zidovudine), le développement de virus résistants a ce traitement a pu étre rapidement
constaté aprés son utilisation en monothérapie (Wei et al. 1995). L'utilisation de trithérapie a
pu étre permis en 1996, suite a l'arrivée des anti-protéases, changeant considérablement le

pronostic des personnes vivant avec le VIH-1.

Le traitement antirétroviral, initialement débuté selon certains critéres immunologiques,
virologiques et cliniques, est actuellement recommandé pour toute personne vivant avec le
VIH-1 dés le diagnostic (a I'exception des personnes contrélant naturellement l'infection, dit
« VIH controllers »). Ce traitement doit étre précoce pour réduire au mieux I'établissement de

réservoirs viraux chez un individu, et ainsi d’améliorer le pronostic de ces personnes.

Les objectifs du traitement ARV sont :
D’obtenir une charge virale indétectable de maniére prolongée (< 50 copies/ml).
De restaurer le taux de lymphocytes T CD4* sanguin au moins > 200/mm?.

Maintenir un bon état de santé en évitant les infections opportunistes, I'évolution vers le stade

SIDA, et les symptdmes pouvant étre en lien avec l'infection par le VIH.

L'efficacité du traitement par ARV est évalué par l'obtention de la charge virale VIH-1
plasmatique indétectable (< 50 copies/ml) dans les 6 mois suivant l'introduction du traitement
tout en maintenant une bonne tolérance clinique. A un mois, elle baisse en général d’au moins
2 log copies/ml, et devient < 400 copies/ml en trois mois. L’échec thérapeutique primaire est

défini par une charge virale qui reste détectable aprés 12 mois de traitement.

1. Les principales classes d’antirétroviraux

Actuellement, plus de 20 ARV sont disponibles en France. Ces ARV sont classés en cing
principales classes médicamenteuses selon leurs mécanismes d’action au cours du cycle viral
(Figure 8) :
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- Les inhibiteurs d’entrée :
Antagonistes du CCR5 (anti-CCRS5) : Maraviroc (MVC)

Il bloque par compétition allostérique la liaison du virus a son corécepteur CCRS5, et donc

'entrée du virus, en ciblant la molécule CCR5 humaine.
Inhibiteurs de I'attachement : Fostemsavir (FTR)

Le Fostemsavir se lie a la Gp120, et empéche la liaison avec CD4.
Anti-CD4 : Ibalizumab

Anticorps monoclonal anti-CD4 inhibant la liaison de la Gp120 au CD4. Comme le Maraviroc,

I'lbalizumab cible une protéine humaine et pas directement le virus.
Inhibiteurs de fusion (IF) : Enfuvirtide (T20).

Il bloque le changement de conformation de la Gp41, nécessaire a la fusion entre I'enveloppe

virale et la membrane cellulaire, en se liant a celle-ci de fagon compétitive.

- Les inhibiteurs nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTI) :

INTI de 1° génération, qui ne sont actuellement plus utilisés du fait de leur toxicité : Zidovudine
(AZT), Stavudine (d4T), Didanosine (ddl), Zalcitabine (ddC).

INTI encore utilisés : Lamivudine (3TC), Emtricitabine (FTC), Tenofovir (TDF/TAF), Abacavir
(ABC).

Les INTI vont étre incorporés préférentiellement par la transcriptase inverse virale lors de la

rétrotranscription et entrainer un arrét de I'élongation.

- Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) :
Efavirenz (EFV), Névirapine (NVP), Etravirine (ETR), Rilpivirine (RVP), Doravirine (DRV).

Les INNTI interferent avec I'activité de rétrotranscription de la transcriptase inverse en se fixant

a proximité du site catalytique de celle-ci.
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- Les inhibiteurs de I'intégrase (INI) :
INI de 1 génération : Raltégravir (RAL) et Elvitégravir (EVG)
INI de 2%™e génération : Dolutégravir (DTG), Bictégravir (BIC) et Cabotégravir (CBG).

Le Cabotégravir a été développé dans une formulation a libération prolongée, qui peut étre
administré en traitement injectable « long-acting », en monothérapie en prophylaxie pré-
exposition (PrEP), ou en association avec une formulation LP de la Rilpivirine (INNTI) en

traitement de I'infection.
Des INI de 3¢ génération (VH-184 notamment) sont actuellement en développement.

Les INI inhibent I'intégration de 'ADN viral dans le noyau de la cellule infectée.

- Les inhibiteurs de la protéase (IP) :

IP de 1°® génération : Ritonavir (RTV), Indinavir (IDV), Saquinavir (SQV), Nelfinavir (NFV),
Fosamprénavir (FPV), Lopinavir (LPV), Tipranavir (TPV). Ceux-ci ne sont actuellement plus

utilisé devant leur toxicite.
Les IP encore utilisés : Atazanavir (ATV) et surtout le Darunavir (DRV).

Le Ritonavir (RTV) est utilisé comme booster pharmacologique (inhibiteur du CYP3A4) en

association avec un autre IP.

Les IP se lient a la protéase virale et empéchent le clivage des produits des génes gag et po/

nécessaire a la maturation du virus.

- Les inhibiteurs de capside (IC) :
Lenacapavir (LEN).

Actuellement unique molécule de cette classe, initialement utilisée dans les situations de
résistance multiples aux autres antirétroviraux, elle a récemment démontré son potentiel
d’utilisation en PrEP sous forme injectable « long-acting » en injection sous-cutané tous les 6
mois. Elle posséde sous cette forme la demi-vie la plus longue parmi les antirétroviraux
actuellement commercialisés. Un nouvel inhibiteur de capside (VH-499) a longue demi-vie
sous formulation orale est actuellement en développement. Les IC bloquent la réplication virale
en perturbant 'assemblage de la capside virale a deux temps du cycle viral : a 'importation du

génome viral dans le noyau et a 'assemblage des virions matures.
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Par ailleurs, d’autres classes d’ARV sont actuellement en développement telles que les
inhibiteurs de la translocation de la transcriptase inverse (islatravir, MK-8591), et les inhibiteurs
de la maturation (GSK3640254).
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Figure 8. Mécanismes d'action des ARV disponibles sur le marché. (réalisé avec Biorender). L’inhibiteur de

CCR5 (Maraviroc) empéche la liasion de la Gp120 avec le corécepteur CCR5 ; L'inhibiteur d’attachement
(Fostemsavir) bloque le site de liaison de la Gp120 et I'lbalizumab bloque un site de liaison du CD4 ; les inhibiteurs
de fusion empéchent la fusion de I'enveloppe virale et de la membrane cellulaire, les inhibiteur nucléosidiques
(NRTI) et non nucléosidiques (NNRTIs) de la transcriptase inverse bloquent la transcription inverse ; les inhibiteurs
d’'intégrase empéchent I'intégration de I'ADN viral au génome cellulaire ; les inhibiteurs de capside bloquent I'import
et la libération nucléaire de I'’ADN viral ainsi que 'assemblage de nouveaux virions ; et les inhibiteurs de protéases

inhibent la libération et la maturation des nouvelles particules virales.

Les facteurs pouvant conditionner le choix du traitement antirétroviral incluent le niveau de la
charge virale (certaines stratégies pouvant étre déconseillés pour des charges virales >
100 000 copies/ml), la tolérance attendue et les éventuelles toxicité en lien avec les
comorbidités, les interactions médicamenteuses, les préférences du patient, 'observance

attendue en fonction de la stratégie proposée, ainsi que le génotypage de résistance aux
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antirétroviraux (qui ne conditionne pas linitiation du traitement), les risques de sélection de
résistance, le colt du traitement, et 'éventuelle recherche de HLA B57*01 associé a une

hypersensibilité a I’Abacavir.

Il est actuellement possible d’initier soit une trithérapie (constituée classiquement de 2 INTI +
un INI ou un INNTI ou un IP boosté), soit une bithérapie (dolutegravir-lamivudine). Un
traitement d’allégement peut s’envisager en relais par bithérapie (dolutegravir-lamivudine,
dolutegravir-rilpivirine, darunavir/r-lamivudine), incluant également une bithérapie injectable
(cabotegravir-rilpivirine). L’objectif de [I'association des antirétroviraux est de réduire
'émergence de résistance aux différentes classes meédicamenteuses. L’évolution des
traitements, avec I'apparition d’INI pouvant réduire de fagon puissante la charge virale tout en
étant robuste face a l'apparition de résistance, ont permis d’envisager les stratégies de
bithérapie, mais les monothérapies restent déconseillées du fait du risque d’émergence de

résistance.

Les traitements oraux peuvent étre proposés en un comprimeé par jour de fagon préférentielle
(STR). Un allegement par un traitement en trithérapie en prise 4 jours consécutifs par semaine

peut également étre proposé.

2. Evolution sous antirétroviraux

Acute phase Chronic phase AIDS ART

CD4* T cells

Lymphocyte apoptosis

Relative values

Immune activation

1 3 I 120 180
Months
Figure 9. Histoire naturelle de I'infection par le VIH-1 et évolution sous traitement ARV. lllustration de
I'évolution de la charge virale, du taux de lymphocytes T CD4*, de I'apoptose des lymphocytes et de I'activation
immunitaire au cours de la phase aigué d'infection, de la phase chronique, du stade SIDA ; ainsi que leur

rétablissement sous traitement ARV (Gougeon 2003).
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L’évolution des traitements proposés a travers les années a permis de révolutionner le
pronostic de l'infection par le VIH, en réduisant de fagon majeure la mortalité et la morbidité
lies a l'infection et au stade SIDA. Ainsi, sous traitement, une personne vivant avec le VIH-1
aura une charge virale indétectable, et le virus sera donc considéré comme intransmissible.
L’activation immunitaire diminuera progressivement sous traitement, et les LT CD4 circulants
seront restaurés dans la plupart des cas (Figure 9). La fonctionnalité des LT CD4 restaurés
reste néanmoins imparfaite, et une déplétion quantitative peut persister dans certains
compartiments, notamment le tissu intestinal, malgré une restauration dans le sang

périphérique.

Les personnes vivant avec le VIH-1 peuvent aujourd’hui, grace aux traitements antirétroviraux,
bénéficier d’'une espérance de vie proche de la population générale pour ceux ayant initié le
traitement ARV précocement, avec toutefois une persistance d'excés de maladies
cardiovasculaires et métaboliques, (liées a la fois a la persistance d’une inflammation
chronique méme sous traitement antirétroviral et a la toxicité liée aux traitements), de troubles
neurocognitifs ou de cancers. On parle d’ « inflamm-aging » ou vieillissement accéléré

secondaire a l'inflammation chronique et a I'activation immunitaire.

Par ailleurs, bien que le virus soit indétectable dans le sang, il persiste dans certaines cellules
infectées sous forme de réservoir viral, a partir duquel la réplication peut reprendre en cas

d’arrét du traitement antirétroviral.
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Il. LE RESERVOIR VIRAL DU VIH-1

Les traitements antirétroviraux ont permis des progrés thérapeutiques majeurs de
l'infection par le VIH-1 en réduisant trés considérablement la réplication virale, qui s’associe a
une restauration quantitative des lymphocytes T CD4 et a I'absence de contagiosité des sujets
traités. Néanmoins, a I'arrét du traitement antirétroviral, dans la plus grande maijorité des cas,
on assiste a un rebond de la charge virale et a une poursuite de I'évolution de l'infection. Aucun
traitement ne permet a ce jour d’éradiquer totalement le virus d’'un organisme. Celui-ci va
constituer un réservoir viral, qui va persister sous forme latent d’ADN qui sera intégré au
génome de I'héte, en particulier dans des sites sanctuaires préservés de la réponse
immunitaire de I'héte. Ce réservoir permettra au virus de réensemencer l'organisme en
'absence de traitement ARV, et constituent un frein majeur aux perspectives de guérison de
linfection (« HIV cure ») (Finzi et al. 1997). Ce réservoir latent peut également étre la source
d’'une production virale incompléte (Imamichi et al. 2020; Wu et al. 2021), non productive,
source d’'inflammation systémique résiduelle, méme sous traitement antirétroviral (Hileman
et al. 2015; Imamichi et al. 2016, 2020; Pollack et al. 2017). Cette stimulation antigénique
chronique, et les signaux inflammatoires qui y sont associés (translocations microbiennes,
réplication persistante du CMV) vont participer a 'épuisement immunitaire (Haas et al. 2011).
(Les mécanismes de l'inflammation chronique et de I'épuisement immunitaire seront détaillés
dans la partie 1ll). La complexité des formes de persistance du VIH-1, au niveau du génome,
du type cellulaire, du tissus et des organes sont des champs d’investigation primordiaux pour
aboutir a une réduction de ce réservoir. Néanmoins cette méme complexité rend I'éradication
compléte de tout le génome viral intégré hautement improbable. Les stratégies thérapeutiques
actuelles se concentrent donc sur des stratégies dites de « rémission », permettant de réduire
suffisamment la taille du réservoir viral pour permettre a I'héte de contrdler l'infection

résiduelle.

Les réservoirs sont constitués trés précocement lors de l'infection par le VIH-1. Aprés la
pénétration du virus (au niveau des muqueuses en cas de transmission par voie sexuelle),
celui-ci va atteindre les organes lymphoides secondaires (Cohen et al. 2011) et se disséminer
ensuite a I'ensemble de l'organisme par la circulation sanguine en quelques semaines
(Chaillon et al. 2020), ciblant les tissus riches en lymphocytes T CD4* de fagon préférentielle

(Figure 10). La constitution du réservoir au niveau tissulaire et cellulaire dépendra de différents
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facteurs, incluant I'accessibilité du tissu aux cellules infectée, la susceptibilité des cellules d’'un
tissu donné a étre infectées, et I'équilibre entre résidence et migration des cellules infectées

dans un tissu donné (Figure 11).

Virus or virus-infected cells Local propagation of
crossing mucosal barrier infection on CD4 T cells Systemic dissemination
[ 2-6hours __JJ 36 days 6-25 days
Dissemination into Establishment of CD4 T-cell
draining lymph nodes virus reservoirs (? earlier)

Figure 10. Délais de dissémination du VIH-1 aprés infection sans traitement. (Cohen et al. 2011)
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Figure 11. Réservoirs viraux VIH-1: un frein au traitement curatif. (Source : Adapté de Xu Yun, CROI 2021)

La premiére mise en évidence de formes latentes du VIH-1 au sein de lymphocytes T CD4 de
personnes vivant avec le VIH-1 remonte a 1995. Les cellules LT CD4 décrites alors étaient
des cellules mémoires quiescentes, mais pouvant se réactiver pour produire de nouveaux
virions (Chun et al. 1995). Il a pu étre montré que méme en cas de mise en place d’un
traitement antirétroviral de fagon trés précoce aprés une primo-infection, les ARV ne
permettaient pas de prévenir la mise en place de ces réservoirs, avec un rebond fréquent de
la charge viral a I'arrét du traitement mais dans ces cas (Chun et al. 1997; Siliciano & Greene
2011; Colby et al. 2018). Le délai avant le rebond est variable, en général en quelques
semaines (Colby et al. 2018), mais peut étre retardé, notamment en cas de contrdle partiel de
l'infection par le VIH-1. Les individus ayant un contréle post-traitement sont notablement plus
nombreux parmi ceux ayant commencé le traitement précocement et peuvent présenter des
rebonds trés retardés apres plusieurs années. Cela a pu étre illustré par le cas de « I'enfant

du Mississipi », ayant débuté un traitement antirétroviral 1 jour aprés sa naissance, avec un
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arrét du traitement un an et demi plus tard, et un rebond 27 mois aprés l'arrét des ARV.
(Persaud et al. 2013). Le virus persiste ainsi dans des cellules mémoires a trés longue durée
de vie (Luzuriaga et al. 2015). Ainsi si l'initiation d’'un traitement précoce est probablement
associé a un réservoir plus faible, réduisant les effets délétéres sur I'activation immunitaire

chronique, elle ne permet pas d’éviter totalement la mise en place de réservoirs.

Ces réservoirs ont conditionné les objectifs des interventions pour la guérison de linfection
par le VIH-1. On distingue notamment une guérison compléte (« sterilizing cure »), définie
par I'éradication compléte du virus de l'organisme ; d’une guérison fonctionnelle (ou
rémission durable), qui serait une absence totale de réplication virale détectable en I'absence
de traitement (Dieffenbach & Fauci 2011). La guérison compléte n'a pu étre démontré a ce
jour qu'apres des allogreffes de moelle osseuse. Le premier cas décrit, celui du patient de
Berlin, ayant pu bénéficier de cellules souches d'un donneur porteur de la mutation
CCR5A32*"* homozygote associée a une protection compléte contre le VIH-1 de tropisme
CCRS5 et 'empéchant de pénétrer dans sa cellule cible (Hutter et al. 2009). L’'aplasie induite
avant la greffe semble permettre d’éradiquer 'ensemble des cellules du réservoir, mais n’est
pas applicable a large échelle en dehors des indications habituelles de I'allogreffe du fait des
risques inhérents a la mise en aplasie et qui ne peut se justifier que pour des pathologies
mettant en jeu le pronostic vital d’'un individu. Par la suite, plusieurs autres personnes ont
atteint une guérison compléte de l'infection aprés greffe de moelle : le patient de Londres en
2019 (Gupta et al. 2020), la patiente de New York et le patient de City of Hope en 2022, le
patient de Disseldorf en 2023 (Jensen et al. 2023)... Plus récemment, un cas de guérison
aprés une allogreffe de cellules non porteuse de la mutation CCR5A32** a été rapporté (Saez-
Ciridn et al. 2024). Dans ce dernier cas, il semble que la réaction du greffon contre I'héte, avec
les conséquences thérapeutiques qui ont suivies, ont permis d’obtenir secondairement
I'éradication des cellules réservoirs. La guérison fonctionnelle serait quant a elle le résultat
d’'une réponse immunitaire suffisamment robuste pour contréler I'infection résiduelle. Elle a
notamment pu étre observée chez des sujets dits « post-traitement controllers ». Ces
personnes ont démarré un traitement en général — mais pas nécessairement — précoce, au
cours de la primo-infection, interrompu par la suite aprés plusieurs années, et présentant
spontanément une charge virale indétectable de fagon prolongée, correspondant a I'état de
guérison fonctionnelle. Cette capacité a contréler l'infection a été en partie attribué a une
réponse immunitaire NK anti-VIH-1 particulierement efficace dans la destruction des cellules
infectées (Etemad et al. 2023). Il semblerait par ailleurs que ceux ayant débuté des ARV de
fagon extrémement précoce aient moins de chance d’étre post-traitement controller, suggérant
gu’une mise en place initiale de la réponse immunitaire serait cruciale dans I'obtention de cette

guérison fonctionnelle avec un contréle de I'infection par une réponse immunitaire de qualité
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suffisante (Woldemeskel et al. 2020). Un équilibre serait donc a atteindre, entre une activation

suffisante mais en I'absence d’épuisement immunitaire.

Les cellules infectées par le VIH-1 (LT CD4 principalement, et monocytes et DC dans une
moindre mesure) pourront aprés leur infection migrer vers des compartiments différents du
site initial de l'infection. Les organes touchés sont variés et nombreux, incluant, les tissus
lymphoides, la rate, le thymus, la moelle osseuse, le GALT (gut-associated lymphoid tissue),
le systéme nerveux central, les poumons, le foie... (Ward et al. 2020) (Figure 13). Chaque
organe pourra induire une pression de sélection locale sur les populations virales, modelant la
dissémination du virus dans des réservoirs anatomiques distincts (Kahn & Walker 1998).
Ces pressions de sélection vont inclure la réponse immunitaire locale, la permissivité des
cellules du tissu a linfection, la permissivité du tissu a la migration des cellules issues de la
circulation, et la diffusion tissulaire des ARV, entre autre. Ces réservoirs anatomiques peuvent
étre qualifié de compartiment ou de sanctuaire, qui sont distinguables. Un compartiment peut
étre défini comme un site ou les échanges de matériel génétique viral avec d’autres sites sont
limités. Un sanctuaire serait un site ou les éléments antiviraux (cellules immunitaires, ARV...)

auraient une pénétration limitée (Nickle et al. 2003; Blackard 2012).

Il existe de nombreux de nombreux mécanismes de persistance du virus dans les réservoirs
tissulaires sous ARV, incluant la quiescence cellulaire, la survie des cellules infectées a longue
durée de vie, la prolifération du virus soit par mitose de cellules infectées, soit par réplication
virale résiduelle (Wong & Yukl 2016). Le séquencage du réservoir viral VIH-1 post-mortem
a permis de montrer différents réservoir tissulaires et une communication du virus entre
certains tissus avec des clones viraux communs (Dufour et al. 2023). Le réservoir intact était
majoritairement retrouvé au niveau des tissus lymphoides, intestinaux, du foie et des poumons
(Figure 12). Au niveau intestinal, il a été montré que 'ADN proviral intact était particuliérement

enrichi dans le colon (Vellas et al. 2024).
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Figure 12. Exemples de réservoirs tissulaires du VIH-1. Sur des données issues de séquengage tissulaire post-
mortem de 2 personnes vivant avec le VIH-1 sous traitement antirétroviral, les organes représentés en vert
contribuaient en trés grande partie au réservoir viral intact parmi ces individus, avec un partage de clones entre

différents tissus témoignant d’'une communication du réservoir viral entre les compartiments (Dufour et al. 2023).

1. Sanctuaires pharmacologiques

Les sanctuaires pharmacologiques se caractérisent par une moins bonne pénétration des
traitements antiviraux au sein d’'un site, préservant le réservoir viral local. On peut citer par
exemple les tissus lymphoides et de la muqueuse intestinale (Fletcher et al. 2014; Thompson
et al. 2017). L'un des mécanismes par lequel un organe peut étre moins perméable aux ARV
est l'efflux des molécules médicamenteuses. Au niveau intestinal, la protéine P-gp des
entérocytes participe ainsi aux mécanismes d’efflux (Sankatsing et al. 2004). Des
transporteurs et enzymes de métabolisation peuvent participer dans certains tissus a une
élimination plus rapide et une absorption moindre des ARV. Ceux-ci diffusent notamment mal
dans les ganglions lymphatiques. L'absorption peut dépendre de la classe médicamenteuse,
voire de la molécule en elle-méme. Ainsi le Raltégravir (INI) et les inhibiteurs d’intégrase, ainsi
que I'Emtricitabine (INTI) pénétrent mal dans les ganglions, contrairement a I'Efavirenz (INNTI)
et le Ténofovir (INTI) (Rosen et al. 2022). D’autres molécules vont diffuser davantage dans

certaines structures en particulier au sein du tissu ganglionnaire. Cette différence de diffusion
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des ARV est en pratique principalement prise en compte pour les atteintes spécifiques du

systéme nerveux central.

2. Sanctuaires immunologiques

Certaines cellules immunitaires peuvent avoir un accés limité a certaines structures
tissulaires. C’est le cas notamment des LT CD8 avec les tissus lymphoides, dont les
lymphocytes spécifiques du VIH-1 présentent un moindre accés au niveau folliculaire des
ganglions lymphatiques (Huot et al. 2017). Au contraire, les Trn et cellules dendritiques qui
pourront étre ciblées par le virus sont plus abondantes dans les tissus lymphatiques (Perreau
et al. 2013). Certains sites anatomiques ne permettant pas I'accés aux CD4 circulants comme
le systéme nerveux central protégé par la barriéere hémato-encéphalique, seront plutét

infectées dans leurs macrophages (Yukl et al. 2013).

L’étude plus précise de ces sanctuaires pharmacologiques et immunologiques tissulaires est

limitée par I'accés a des préléevements in vivo plus difficiles a obtenir.
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Figure 13. Exemples de réservoirs anatomiques et cellulaires du VIH-1. Chaque tissu peut étre enrichi en
différents types cellulaires pouvant participer a la persistance du VIH-1. TH — CD4"* helper T cells, NK — natural
killer cells (Barton et al. 2016)
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Différents types de cellules immunitaires vont participer aux réservoirs cellulaires. Cette
multiplicité est illustrée par la cinétique de décroissance de la charge virale du VIH-1 sous
traitement antirétroviral. On distingue deux phases, une premiére d’environ deux semaines,
rapide, et une seconde plus longue, avec une décroissance plus lente. Ces deux phases
seraient ainsi liees a des types cellulaires de demi-vie différentes (Figure 14) (Rong & Perelson
2009). Les cellules réservoirs pourraient présenter des signatures transcriptomiques avec une
amélioration de la survie cellulaire et une baisse de la transcription virale (Clark et al. 2023).
La 1% phase correspond probablement a des lymphocytes T CD4 activées a plus courte durée
de vie ou des virions libres circulants hors des cellules, tandis que la 2¢™ correspond quant a

elle probablement a des T CD4 quiescents ou des macrophages.
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Figure 14. Décroissance de la charge virale plasmatique sous ARV. Apres le début des ARV, la charge virale
plasmatique diminue en deux phases traduisant I'élimination du virus dans des cellules réservoirs a durée de vie
différentes (Rong & Perelson 2009)

1. Lymphocytes T CD4*

Le réservoir principal du VIH-1 est constitué de lymphocytes T CD4 mémoires quiescents
(Chun et al. 1997). (Les sous-populations de CD4 seront détaillés dans la partie 11l.A.1). La
contribution de chaque sous-population de cellules T CD4* au réservoir est décrit en Figure
15. Les TSCM (stem cell memory) TCM (central memory), et les TTM (transcient memory) et

les TEM (effectrices mémoires) sont le siege des réservoir des personnes sous ARV. Les
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cellules infectées ont également un phénotype de cellules activées exprimant les marqueurs
HLA-DR (CMH de classe Il) (Horsburgh et al., 2020; Lee et al., 2019a), CD25 (marqueur de
Treg, faisant parti du récepteur a I'lL-2) (Tran et al., 2008) et CD69 (marqueur d’activation et

de cellules résidentes mémoires) (Cantero-Perez et al., 2019).
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Figure 15. Contribution des sous-ensembles de lymphocytes T CD4+ au réservoir VIH-1 sous ARV. Les
sous-populations de LT CD4 sont représentés selon leur statut de différentiation mémoire (en haut) ou fonctionnel
(en bas) (Kulpa & Chomont 2015).

Les LT CD4 Thy7 et Ten semblent également particulierement contribuer au réservoir viral VIH-
1 cellulaire. Ainsi, celles exprimant CCR6, un récepteur de chimiokine impliqué dans
'adressage intestinal des Thi7 vers l'intestin, sont ciblées de fagon importantes par le virus
(Gosselin et al. 2010). Les lymphocytes exprimant CXCR3, marqueur de Thi, semblent
enrichies en provirus intacts (Banga et al. 2018). Des analyses du transcriptome par single-
cell RNA sequencing ont permis de montrer I'enrichissement du génome viral dans les cellules
Thi7, pouvant étre en lien avec leur localisation privilégiée au niveau intestinal (Wacleche et
al. 2016; Pardons et al. 2019). L’intégrine a4p1, participant a la migration vers les organes
lymphoides secondaire et aux signaux de costimulation des lymphocytes T pourrait faciliter

l'infection des T CD4 et participer a I'établissement des réservoirs viraux (Pardons et al. 2019).
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Les cellules quiescentes sont un siége important du réservoir viral du VIH-1 qui pourra
persister dans des cellules a longue durée de vie, et dont 'absence d’activité permettra au

virus de passer inapercgu vis-a-vis du systéme immunitaire (Buzon et al. 2014).

On retrouve également un enrichissement en ADN proviral dans les cellules T CD4 mémoires
présentant un profil d’activation/épuisement lymphocytaire avec I'expression notamment de
PD-1, tandis que d’autres marqueurs associés a un épuisement plus terminal (TIGIT, CTLA-
4) semblaient moins enrichies en provirus intacts (Fisher et al. 2023; Dufour et al. 2023). Notre
équipe a montré que les T CD4* du colon contenaient une fréquence plus élevée de provirus
intacts que les T CD4" du sang périphérique, et que la fréquence de ces provirus intacts était
corrélée a la fréquence des T CD4* PD-1* TIGIT™ dans la muqueuse colique (Vellas et al.
2024).

2. Monocytes/Macrophages

Les monocytes peuvent exprimer a leur surface CD4 et les corécepteurs CCR5/CXCR4
nécessaire a I'entrée du virus, les rendant susceptibles a l'infection par le VIH-1. L’infection de
ces cellules a pu étre prouvé par la mise en évidence d’ADN proviral intégré dans le génome
de monocytes circulants (Lambotte et al. 2000; Sanchez-Torres et al. 2001; Mavigner et al.
2009). Les monocytes circulants vont ensuite migrer dans les tissus et se différencier en
macrophages, participant ainsi a la dissémination du virus au niveau tissulaire (Benaroch et
al. 2010). Les macrophages tissulaires, au renouvellement lent, en particulier dans le systéme
nerveux central, participent au réservoir viral (Koenig et al. 1986; Gartner et al. 1986; Orenstein
et al. 1997; Cribbs et al. 2015). Ces cellules sont plus résistantes que les CD4 activés a I'effet
cytopathogéne du virus ou aux signaux de mort cellulaire induits par la réponse immunitaire
(Koppensteiner et al. 2012; Clayton et al. 2018). Ainsi les monocytes et macrophages
intestinaux peuvent également inclure de 'ADN du VIH-1, de fagon intégré ou non intégre,
mais a des niveaux beaucoup plus faibles que dans les lymphocytes T, faisant évoquer des
mécanismes d’infection moins efficace (Vellas et al. 2024). Au niveau urétral masculin, les
macrophages CCR5+ seraient des cibles privilégiées du virus et pourraient participer a la
transmission inter-individuelle du VIH-1 (Ganor et al. 2013, 2019).
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3. Cellules dendritiques

La lectine de surface DC-SIGN des cellules dendritiques (DC) peut permettre au VIH-1
d’étre adsorber dans la cellule (Geijtenbeek et al. 2000). On distingue plusieurs types de DC :
les cellules de Langerhans (LCs), les cellules dendritiques myéloides (mDC), et les cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC). Les cellules de Langerhans, un sous-groupe de DC
présentes au niveau de I'épiderme ont été identifiées dés 1987 comme étant susceptibles a
l'infection par le VIH-1 (Braathen et al. 1987). Il a pu étre montré plus récemment que ces LCs
peuvent mettre en place des synapses virologiques permettant de transmettre le VIH-1 aux
kératinocytes apicaux dans les muqueuses kératinisées génitales. Ces synapses permettent
au virus de bourgeonner de fagon polarisé avant d’étre rapidement internalisé et disséminé
dans la muqueuse par les LCs. Les LCs semblent étre capable de se protéger du VIH-1
lorsque celui est a une faible concentration, en internalisant et dégradant le virus directement
dans I'épiderme ; en revanche en cas de concentration virale plus importante, les LCs vont
capturer le virus avant de migrer a I'interface épiderme-derme avant de transmettre le virus

vers des lymphocytes T (Ganor et al. 2010).

4. Autres types cellulaires

Certains lymphocytes Natural Killer (voire section Ill) peuvent exprimer CD4 ainsi que
CCR5/CXCR4, mais avec des résultats contradictoires quant a leur réle dans les réservoirs
viraux (Valentin et al. 2002; Delobel et al. 2005).

Les plaquettes et mégacaryocytes ont également été rapportées comme pouvant contenir
la protéine P24 virale ou des provirus de VIH-1. La transmission se ferait par contact direct de
cellule a cellule, probablement au cours de la thrombopoiése dans la moelle osseuse. Elles
pourraient participer a la transmission du virus a d’autres cellules mais pas au réservoir a

proprement parler du fait de leur faible durée de vie (Real et al. 2020).
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Le génome viral persiste sous différente forme au sein des cellules infectées : on distingue
une forme de provirus intégré au génome de la cellule hote, mais également des formes non

intégrées, linéaires dans le cytosol ou circulaires dans le noyau (Figure 16).
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Figure 16. Formes de réservoirs viraux intracellulaires. La forme intégrée (provirus) est la plus associée a la
persistance virale et va permettre la production de nouveaux virions lors de la réactivation cellulaire. Les virions
peuvent infecter de nouvelles cellules et propager l'infection et le réservoir du VIH-1. Au cours de la division
cellulaire, 'ADN proviral sera également copié dans les deux cellules filles. Les formes épisomales (1-LTR ou 2-
LTR) se répartissent dans les cellules filles pendant la prolifération cellulaire. L'ADN linéaire non intégré du VIH-1
est plus labile et est essentiellement retrouvée lors de la réplication virale. Les provirus défectifs ne peuvent pas
produire de nouveaux virions mais peuvent transcrire certains génes codant pour des protéines virales participant

a 'activation immunitaire au cours de l'infection par le VIH-1 (Avettand-Fénoél et al. 2016).
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1. Génome viral intégré et non intégré

L’ADN VIH-1 total représente le niveau global du réservoir du VIH-1 dans I'organisme, et
englobe toutes les formes du réservoir viral. Cette quantification va donc inclure a la fois les
formes intégrées (intactes ou défectives) dans le génome de I'hote et celles non intégrées.

On peut retrouver ces deux formes de fagon concomitante au sein de la méme cellule.

Lors de la rétrotranscription de I’ARN viral en ADN double-brin, la forme linéaire initialement
produite, non intégrée, contient a ses extrémités des séquences répétées appelées LTR (Long
Terminal Repeat). Cette forme linéaire peut rester dans le cytosol de la cellule, de fagon
transitoire. Cette forme est la plus instable de '’ADN viral. Elle signe donc une infection récente
ou de la réplication virale active au sein de la cellule. Dans le noyau, cet ADN double-brin peut
prendre une forme épisomale, circulaire, avec potentiellement davantage de stabilité. Cet
ADN épisomal peuvent contenir une (1-LTR) ou deux (2-LTR) copies des LTR viral. Chacune
de ces formes épisomales a une origine différente: la forme 1-LTR provient d’une
recombinaison homologue tandis que la forme 2-LTR est le produit d’'une ligation du génome
viral (Kilzer et al. 2003). Elles ne se répliquent pas en méme temps que la mitose cellulaire et
vont donc progressivement se répartir entre les cellules filles en 'absence de réplication virale
(Sharkey et al. 2005). Les formes 2-LTR, possédant un génome viral complet, ont le potentiel
d’étre intégrées au génome de I'hdte pour ensuite participer a la production de nouveaux
virions (Richetta et al. 2019). Elles pourraient également étre directement transcrites (Wu &
Marsh 2001; Poon & Chen 2003). Enfin le génome viral peut étre sous forme intégrée dans le
génome de la cellule hote sous forme d’ADN proviral. Cette forme extrémement stable va
permettre au VIH-1 de persister dans la cellule hote toute la durée de vie de celle-ci et de se
répliquer a chaque mitose cellulaire. Cette forme permet le plus I'expression du génome viral.
L’ADN proviral intégré peut rester quiescent pendant plusieurs années (Siliciano & Greene
2011).

2. Virus défectifs

La quasi-totalité (prés de 95%) de I'ADN proviral intégré au sein de la cellule hote est de
'ADN défectif (Hiener et al. 2017). Le faible pourcentage d’ADN intact suffit néanmoins a
réactiver l'infection par le VIH-1 en I'absence de traitement (Ho et al. 2013; Bruner et al. 2016).
Seuls les provirus intacts peuvent participer a la réplication virale. Les virus défectifs peuvent

quant a eux continuer a transcrire pour des protéines virales, qui ne pourront pas donner lieu
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a des virions pouvant infecter d’autres individus car étant incomplétes, mais qui pourront
participer a I'activation du systéme immunitaire et d’autres voies de I'inflammation (Imamichi
et al. 2016; Pollack et al. 2017; Imamichi et al. 2020; Wu et al. 2021).

Les principales anomalies rendant ces provirus défectifs sont les suivantes :

- des délétions de grande taille (80%) pouvant aller jusqu'a 8kb, au niveau des régions
3’ (genes env, tat, rev, nef) ou 5’ (gene gag)

- La présence de codons stops ou de mutations dans les codons dinitiation
notamment liées a des hypermutations G/A induites par le facteur de restriction
APOBEC-3G/3F

- Mutations (insertions ou délétions) entrainant un décalage du cadre de lecture qui
aboutissent sur des codons stop

- Mutations/délétions dans la région du site d’épissage majeur (MSD) et
d’encapsidation (Psi, W) du génome viral (5%) (Figure 17) (Ho et al. 2013; Bruner et
al. 2016; Hiener et al. 2017; Das et al. 2019).
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Figure 17. Séquences de provirus de PvVIH sous traitement chronique par ARV, par séquenc¢age haut débit.
En haut : carte de clones proviraux de trois individus traités par ARV en phase chronique (CP07, CP03, CP10).
Chaque barre horizontale correspond a un clone individuel identifié par séquengage. Une fleche rose indique les
rares séquences complétes et génétiquement intactes. En bas : résumé de 152 séquences provirales issues de 10

PvVIH sous ARV (seulement 2% de clones intacts) (Bruner et al. 2016).
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3. Dynamiques de I’évolution du réservoir du VIH-1

Le réservoir viral, en constante évolution par les différents mécanismes conduisant a sa
dissémination et aux mutations accompagnant ses différents cycles de réplication, pourra
connaitre de profonds changements au cours du temps, et sera modelé par les différentes
pressions qui s’exerceront sur lui, en particulier les traitement antirétroviraux. Il peut étre
quantifié de fagon la plus simple par la mesure de 'ADN VIH-1 total dans le sang périphérique.
Il peut étre mesuré a des niveaux élevés au cours de la primo-infection (Ghosn et al. 2010). Il
diminuera ensuite sous ftraitement antirétroviral, mais cette diminution quantitative
s’accompagne également d'une augmentation des formes d'ADN VIH-1 intégrés
(Ananworanich et al. 2016). La diminution quantitative de 'ADN total du VIH-1 pourrait étre lié
a I'élimination des formes les moins stables (non-intégré) et des cellules du réservoir a plus
courte durée de vie. Les formes épisomales 2-LTR font exception et pourraient persister de
fagon prolonger, notamment dans les macrophages (Kelly et al. 2008). Leur diminution serait
davantage lié a leur dilution au cours de la mitose, ne se répliquant pas avec la cellule (Pierson
et al. 2002). Les formes intégrées, minoritaires lors de la primo-infection (12%), deviendraient

ainsi progressivement quasi-exclusives au stade chronique de l'infection.

Si 'on compare ces données virologiques a I'évolution des individus, les sujets dits
« progresseurs rapides » présentent des niveaux plus élevés d’ADN VIH-1 total et intégre,
tandis que les sujets « VIH-1 controllers » présentent des niveaux plus faibles (Trémeaux et
al. 2019). La proportion en provirus intact serait néanmoins identique quelque soit le statut de
progression de linfection, mais avec une diversité plus faible chez les post-traitement

controllers, en faveur d’une réplication virale probablement diminuée (Trémeaux et al. 2023).

Le réservoir viral du VIH-1 conserve un niveau relativement stable, quelle que soit la
stratégie thérapeutique employée. Le maintien du réservoir passe par une diversité de
mécanismes, incluant la survie des cellules infectées restant quiescentes, I’expansion
clonale au cours de la division cellulaire, et la réplication virale résiduelle méme sous ARV

qui permettrait un réensemencement du réservoir (Lorenzo-Redondo et al. 2016).
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1. Latence virale

Une cellule infectée par le VIH-1 avec un ADN proviral intact peut ne pas produire de
nouveaux virions et donc ne pas infecter de nouvelles cellules. On parle dans ce cas de
« latence virale ». La cellule infectée reste alors silencieuse concernant la transcription virale,
tout en gardant la capacité de produire une réplication virale active aprés stimulation (Eisele
& Siliciano 2012). Ce blocage de la transcription viral peut étre lié a des mécanismes précédant
ou suivant l'intégration de 'ADN proviral (Pierson et al. 2002). En pré-intégration, la latence
est liée a un blocage de la transcription inverse ou de l'intégration elle-méme, pouvant étre en
lien avec des facteurs de restrictions de I'héte tels que APOBEC3G et TRIM5a (Marcello 2006;
Pagani et al. 2022). En post-intégration, il s’agit du passage de la cellule hote activée a un
état quiescent, qui peut persister pour toute la durée de vie de la cellule. A titre d’exemple, une
cellule T mémoire peut avoir une demi-vie moyenne de 44 mois. Cette latence post-
intégration repose sur différents mécanismes (Colin & Van Lint 2009; Siliciano & Greene
2011):

Sites d’intégration

Lors de l'intégration du provirus dans la cellule héte, il a pu étre montré que les cellules latentes
s’intégraient préférentiellement dans des sites transcriptionnellement actif du génome
(Schréder et al. 2002; Lewinski et al. 2006) ; mais certains mécanismes (encombrement
stérique, épissage et méthylation des histones, occlusion du promoteur) peuvent rendre ces
sites peu accessibles (Greger et al. 1998; Lenasi et al. 2008). Les sites d’intégration différent
chez les sujets elite controllers, et sont plus éloignés de I'hétérochromatine (zone répressive
de la transcription), et donc plus accessibles (Jiang et al. 2020; Huang et al. 2021). L’ADN
proviral défectif se situe dans des zones plus accessibles d’euchromatine (zone permissive de
la transcription) que I’ADN intact (Lian et al. 2021). Les sites d’intégration peuvent évoluer
selon les pressions de sélection, avec une sélection des réservoirs intégrés dans des zones
moins permissives (Einkauf et al. 2022; Lian et al. 2023). Les traitements réverseurs de latence
reposant sur I'acétylation des histones permet d’augmenter la transcription virale et de modeler
le réservoir en le rendant accessible au systéme immunitaire (Armani-Tourret et al. 2024). Le
réservoir au stade chronique persistant s’intégrera préférentiellement dans des sites favorisant
les fonctions de survie de la cellule (Joy et al. 2024), et le site d’intégration aura un impact sur

l'activité transcriptionnelle du provirus intégré (Teixeira et al. 2024).
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Facteurs de transcription cellulaire

Nécessaires a la transcription du VIH, ces facteurs de transcription tels que NFkB, NFAT, SP1
peuvent en cas d’exclusion du noyau des LT CD4 infectés empécher cette transcription (Nabel
& Baltimore 1987; Bohnlein et al. 1988).

Epigénétique
L’organisation de la chromatine autour du promoteur du VIH-1 (dépendante de la méthylation

de 'ADN notamment) dans la région 5-LTR peut empécher l'accés des facteurs de
transcription (Van Lint et al. 1996; Blazkova et al. 2009).

Protéine Tat

Protéine transactivatrice, elle permet de recruter les facteurs de I'hdle pour promouvoir la
transcription virale. Si Tat ou les complexes protéiques associés ne sont pas exprimées, il ne

peut y avoir de transcription virale (Zhu et al. 1997; Peterlin & Price 2006).

microRNA et RNA interférences

Les miRNA peuvent réguler I'épigénétique en induisant par exemple une méthylation dans une
région promotrice et diminuer I'expression de protéines virales (Huang et al. 2007). lls peuvent

également bloquer la traduction de protéines virales telle que Tat (Bennasser et al. 2005).

Pour éliminer les cellules réservoirs latentes, la stratégie dite du « shock and kill » vise a
réactiver les cellules infectées ainsi que la réactivation de I'activité transcriptomique virale afin
qu’elles puissent étre ciblée par la réponse immunitaire ou éliminées par effet cytopathogéne
direct du virus. Cette stratégie doit néanmoins étre associée a la stimulation d’'une réponse
immunitaire cellulaire ou humorale spécifique anti-VIH-1 avant la réactivation du VIH-1 latent
(Shan et al. 2012).
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2. Survie et prolifération cellulaire

L’ADN proviral peut persister dans des cellules a longue durée de vie, en particulier des
cellules mémoires, quiescentes, ou en réplication cellulaire, permettant une prolifération virale
passive par division cellulaire itérative. Cette réplication cellulaire peut étre homéostatique ou
secondaire a une stimulation antigénique. Elle multiplie a la fois les provirus intacts et
défectifs, et joue un réle majeur dans le maintien des cellules infectées en cours de traitement
par antirétroviraux (Cohn et al. 2020) (Figure 18). Il a été montré que les provirus inductibles
partagent frequemment des sites d’intégration identique, suggérant une prolifération clonale

des cellules hétes (Wang et al. 2018).
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Figure 18. Mécanismes de persistance des provirus. Un provirus intact intégré peut se répliquer par division
cellulaire et prolifération clonale d’'une cellule latente ; par réplication virale productive dans une cellule activée ou
les virions produits pourront infecter de nouvelles cellules ; et peut persister pendant toute la durée de vie d'une

cellule a longue durée de vie. (Adapté de Jacobs et al., 2019)

L’interleukine-7 (IL-7) pourrait étre un médiateur important de la division homéostatique des

cellules hotes du VIH-1 au repos (Chomont et al. 2009; Vandergeeten et al. 2013).

Les stimuli antigéniques induisant la prolifération des cellules hotes sont nombreux. Dans le
cadre de l'infection par le VIH-1, on observe notamment une augmentation des translocations
microbiennes qui peuvent participer a I'activation des cellules infectées (Brenchley et al. 2006;

Marchetti et al. 2013). Les coinfections virales par le cytomégalovirus (CMV) ou 'Epstein-Barr
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virus (EBV) pourraient également étre responsable d’'une part importante de I'activation

chronique de ces cellules réservoir (Simonetti et al. 2021).

Les cellules infectées en provirus intact parviennent également a échapper au systéme
immunitaire, avec des profils phénotypiques de résistance a la réponse cytotoxique des LT
CD8 et NK, notamment avec I'expression de checkpoints immunitaire ou de marqueurs de
régulation négative de la réponse immunitaire ; tout en exprimant des marqueurs de survies
cellulaires (Sun et al. 2023). Les clones semblant étre responsable du rebond viral en cas
d’arrét thérapeutique sont généralement des clones minoritaires, difficlement détectables
(Salantes et al. 2018; Mendoza et al. 2018). L’expansion clonale des LT CD4 hétes ne semble
pas étre en lien avec la capacité du virus a étre sélectionné dans le rebond viral. Cette sélection
est probablement davantage en lien avec la réponse immunitaire de I'héte (Siliciano & Siliciano
2022). La résistance aux anticorps neutralisant de 'organisme infecté pour étre un facteur de

sélection du clone qui sera a l'origine du rebond viral (Bertagnolli et al. 2020) (Figure 19).
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Figure 19. Facteurs pouvant affecter la durée avant rebond viral. (1) La taille du réservoir : chaque couleur
représente une lignée clonale distincte de lymphocytes T CD4* infectés. (2) La composition du réservoir : clones
majoritaires de T CD4* qui ont proliféré suite a une exposition antigénique (3). (4) Le provirus inductible ne
représente qu’une minorité des provirus totaux ; une rencontre avec un Ag n’induit pas forcément une induction de
réplication virale. Lorsque celle-ci est induite, elle peut provoquer un rebond viral si les virus ne sont pas neutralisés

par les anticorps neutralisants (bNAbs) ou par la réponse immunitaire (IFN de type 1) (5) (Siliciano & Siliciano 2022).
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3. Réplication virale résiduelle

La question de la réplication virale résiduelle productive sous traitement antirétroviral
chronique reste débattue. L’évolution attendue de la quasi-espéce virale qui devrait
théoriquement accompagner cette réplication résiduelle n’est pas toujours retrouvée (Persaud
et al. 2004; Bailey et al. 2006), bien qu’il persiste une activité de reverse transcriptase (Zack
et al. 1990). Par ailleurs, I'évolution des quasi-espéces, lorsqu’elle est retrouvée, pourrait
également étre en lien avec des mécanismes distincts de persistance du réservoir
précédemment décrite (Rosenbloom et al. 2017). Il n’est pas non plus obtenue de diminution
de taille du réservoir malgré l'intensification du traitement (Dinoso et al. 2009; Gandhi et al.
2010; Yukl et al. 2010).

Néanmoins, parmi les sujets présentant une persistance de la réplication virale, une diminution
des concentrations d’ARV tissulaires a pu étre rapporté (Fletcher et al. 2014). Celle-ci n’est
cependant pas souvent suivie d’une acquisition de résistance au traitement, qui serait attendu
en cas d’exposition infra-thérapeutique. Une réactivation des cellules hbtes faisant suite a une
phase de latence par exposition a un antigéne pourrait étre le mécanisme impliqué, et de

nombreux pathogénes pourraient étre impliqués (Shen & Siliciano 2008).

Si une réplication résiduelle issue de provirus intact n’est pas exclue dans certaines situations,
elle pourrait étre liée en revanche a des productions de particules virales issues de provirus
défectifs, notamment en 5’-leader (White et al. 2023; Mohammadi et al. 2023).
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lll. CELLULES EFFECTRICES, REPONSE IMMUNITAIRE ET
INFLAMMATION AU COURS DE L’INFECTION PAR LE VIH-1

Au cours de la primo-infection par le VIH-1, le virus traverse dans la plupart des cas une
barriére muqueuse afin de rejoindre la circulation systémique. Pendant une dizaine de jours,
celui-ci va donc se répliquer localement au niveau du site de transmission, et rejoindre les
tissus lymphoides locaux. Cette barriere muqueuse met en jeu une premiére réponse
immunitaire localement, qui sera une réponse immunitaire innée permettant de lutter contre
les infections virales de fagon non spécifique. La réponse immunitaire innée permettra la mise
en jeu de fonctions antivirales directes, mais également de favoriser le recrutement et
l'activation d’autres cellules immunitaires par la production de cytokines pro-inflammatoires,
de chimiokines, et par des fonctions de premiére ligne telle que la phagocytose ainsi que la

présentation d’antigénes.

La réponse immunitaire secondairement recrutée sera davantage spécifique du VIH-1 et sera
la réponse immunitaire adaptative. On distingue une réponse immunitaire cellulaire,
médiée par des cellules effectrices, avec des propriétés antivirales directes, et complétée
par des cellules immunitaires aux fonctions variées permettant la régulation de cette réponse

cellulaire ; d’'une réponse immunitaire humorale, médiée par des anticorps.

La réponse immunitaire effectrice spécifiqgue du VIH-1 nécessite d’étre préalablement
activée par des antigénes viraux, présentés soit par le HLA de classe | des cellules infectées,
soit par le HLA de classe Il des cellules présentatrices d’antigénes. Le délai de sa mise en
place est donc plus long que celle de la réponse immunitaire innée. Par ailleurs, le VIH-1
ciblant les lymphocytes T CD4* et entrainant leur déplétion, la mise en place de la réponse
immunitaire anti-VIH-1 est directement impactée par la pathogénicité du virus et la perte de la
fonction auxiliaire des LT CD4. Cette réponse immunitaire anti-VIH-1 est notamment médiée
de fagon majeure par les lymphocytes T CD8*, et semble particulierement importante chez
les sujets dit « controllers » (Saez-Cirion et al. 2007). L’activation et la fonctionnalité des NK
et des CD4 a également montré son importance dans les cohortes d’'individus post-traitement
controllers (Etemad et al. 2023).
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1. Lymphocytes af3, CD8* et CD4*

Lymphocytes T CD8"

lls participent a la réponse immunitaire par des fonctions multiples : effet cytotoxique direct
par dégranulation d’effecteurs (avec une mobilisation de CD107a), production de cytokines
(exemple : IFNy, TNFa et IL-2) et de chimiokines (MIP-1[3). La réponse lymphocytaire T CD8
se met rapidement en place a la suite de la réponse immunitaire innée. Le VIH-1 présente
quant a lui différents mécanismes d’échappement a cette réponse antivirale spécifique. Des
mutations des épitopes du VIH-1 reconnus par les LT CD8 peuvent ainsi empécher la
reconnaissance du virus (Borrow et al. 1997). Les LT CD8 cibleront ainsi ensuite des épitopes
invariants (situés majoritairement dans les protéines Gag, Pol et Nef) de fagon plus
spécifique, permettant le maintien d’'une réponse antivirale efficace (Goonetilleke et al. 2009).
La déplétion de la réponse lymphocytaire T CD8" par un anticorps anti-CD8a dans un modéle
de macaque infecté par le SIV induit une perte de contrdle de l'infection et un rebond de la
charge virale ARN et ADN du VIH-1 méme sous traitement ARV, illustrant le réle crucial de
cette réponse immunitaire cellulaire spécifique dans le contréle de linfection de fagon
complémentaire au traitement antirétroviral (Cartwright et al. 2016). Cette déplétion entraine
également secondairement une baisse des lymphocytes T CD4 sanguins et dans les tissus
lymphoides (Matano et al. 1998). La magnitude de la réponse T CD8 anti-VIH-1 est
dépendante de la taille du réservoir viral, avec un réservoir important associé au maintien de
T CD8 anti-VIH-1 a courte durée de vie, et un réservoir plus bas associé a des T CD8 anti-
VIH-1 plus fonctionnels (Takata et al. 2023).

Il a été observé chez des sujets « controllers » une meilleure réponse lymphocytaire T CD8*
spécifique du VIH-1 de fagon qualitative en comparaison a des sujets progresseurs. Les CD8
des « controllers » pourraient notamment produire davantage de TNFa et d'IL-2 que les CD8
des progresseurs (Betts et al. 2006). Cette meilleure réponse T CD8" chez les « controllers »
a été rapporté dans plusieurs études (Saez-Cirion et al. 2007; Hersperger et al. 2010). Les
diminutions des fonctions des LT CD8 des sujets progresseurs semble principalement liée a
la fonction anti-VIH-1, comparativement a des réponses qui restent efficaces avec d’autres
infections virales comme le CMV, I'EBV, le virus influenza. Ces fonctions ne sont pas
restaurées par le traitement antirétroviral (Betts et al. 2006). Parmi les sujets « elite
controllers » (EC), les LT CD8 ont montré des fonctions cytotoxiques plus importantes pour
détruire les LT CD4 infectées par le VIH-1 que des sujets non-elite controllers ; malgré une

production de facteurs solubles similaires, mais pouvant étre en lien avec les capacités de
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liaison entre les T CD8 et les T CD4 infectés (Migueles et al. 2002; Saez-Ciridn et al. 2007;
Hersperger et al. 2010).

La réponse immunitaire des LT CD8 des EC est liée a une activation lymphocytaire, avec
un phénotype de cellules T CD8* CD38* HLA-DR" significativement plus élevé que chez les
personnes non infectées (Hunt et al. 2008). Dans le méme temps, une sous-population
CD38"°" HLA-DR"9" avec un haut potentiel de prolifération et de cytotoxicité aprés stimulation
antigénique a été rapportée. Si cette activation semble favorable chez les sujets EC, elle
semble de mauvais pronostic chez des sujets non contréleurs (Giorgi et al. 1993; Hazenberg
et al. 2003). Cette activation chronique des CD8 contribue donc a une perte de fonctionnalité
et de capacité de prolifération, avec un phénotype de sénescence marqué par la perte
d'expression de CD27 et de CD28 et I'expression de CD57 (Appay et al. 2002). Il existe donc
des différences notables en terme de réponse effectrice T CD8 entre des sujets EC et
progresseurs, avec une fonctionnalité conservée et un meilleur profil métabolique chez les
contréleurs et un profil d’épuisement plus marqué avec moins de fonctions effectrices chez les

progresseurs (Perdomo-Celis et al. 2022).

Lymphocytes T CD4*

Les lymphocytes T CD4 ont un réle d’auxiliaires cruciaux dans la mise en place de la réponse
immunitaire adaptative. Aprés une activation par une cellule présentatrice d’antigénes (tels
que les cellules dendritiques et macrophages) via leur HLA de classe I, les LT CD4 vont se
différencier en sous-types de cellules T auxilliaires (Th1, TH2, TH17, TrH, Treg...) €n fonctions des

signaux de costimulation de I'environnement (Figure 20) :

Tu1 : produisent de I'lFNy et de 'lL-2. lls vont stimuler la prolifération des cellules T et des NK

et favoriser la réponse immunitaire cellulaire.

Thz : produisent des cytokines telles que I'lL-4, I'lL-5 et I'IL-13. lIs stimulent la réponse

immunitaire humorale.
Tu17 : ils sont principalement impliqués dans la réponse immunitaire des muqueuses.

Treg : ils assurent un réle dans la régulation de la réponse immunitaire, limitent la prolifération
et I'activation des cellules T (Zhu & Paul 2008).

De part I'altération du nombre et des fonctions des LT CD4 au cours de l'infection par le VIH-
1, dans les différents compartiments, leurs capacités de prolifération et de production de

cytokines sont également atténuées (McCune 2001). Les lymphocytes T CD4* anti-VIH-1 sont
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particulierement touchés et déplétés (Douek et al. 2002) et les cellules restantes sont moins

fonctionnelles (Day et al. 2006).
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Figure 20. Différentiation des LT CD4 naives en sous-populations effectrices. (Réalisé avec BioRender).

Les LT CD4 infectées sont détruites soit directement par effet cytopathique du virus (Laurent-
Crawford et al. 1991), soit éliminées par la réponse immunitaire cellulaire effectrice T CD8"
anti-VIH-1 (Cheynier et al. 1994) ou par les cellules NK (Vieillard et al. 2005). L’activation
cellulaire peut également induire une mort cellulaire par apoptose ou par la pyroptose (Muro-
Cacho et al. 1995; Doitsh et al. 2014). Une majorité de la déplétion des LT CD4 concerne des
cellules non infectées, et donc de facon indirecte : le micro-environnement va contribuer a une
perte importante de ces cellules par mort cellulaire induite par l'activation (Gougeon &
Montagnier 1999; Appay & Sauce 2008).

Par ailleurs, la régénération des lymphocytes par les précurseurs hématopoiétiques semble
réduite par l'infection par le VIH-1. (Moses et al. 1998). Les thymocytes exprimant CD4 (ou les
doubles positives CD4 et CD8) peuvent étre ciblés par les VIH-1 de tropisme X4 et la
thymopoiése perturbée par un micro-environnement davantage inflammatoire (Jenkins et al.
1998; Ye et al. 2004). Cette dysfonction de la thymopoiése, plus lente, va contribuer a la perte
de diversité du répertoire des cellules T CD4 (Ho et al. 1995; Autran et al. 1997). La mise en
place précoce d’'un traitement antirétroviral peut prévenir cette perte de fonctionnalité anti-VIH-

1 (Rosenberg et al. 2000). Chez les sujets EC, les lymphocytes T CD4 sont préservés, avec
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des taux et une fonctionnalité conservés. lIs présentent une forte affinité pour la protéine Gag,
leur permettant de s’activer et de proliférer méme en présence d’une faible quantité de virus,

et de stimuler la réponse effectrice T CD8.

Sous-populations des lymphocytes T

Les lymphocytes T présentent différents niveaux de différenciation, des cellules naives a
différents stades de cellules mémoires en fonction des stimulations antérieures par leur
antigéne et aux capacités de migration. Si la classification en sous-population bien définie est
aujourd’hui discuté en faveur d'un continuum de différentiation, certains marqueurs

phénotypiques peuvent faciliter leur classification (Figure 21).
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Figure 21. Marqueurs phénotypiques des sous-populations de LT. CCR7 est un récepteur de chimiokine
permettant de migrer vers les organes lymphoides secondaires ou I'antigéne pourra étre présenté. CD27 et CD28
sont des récepteurs de costimulation intervenant dans la transduction et I'amplification du signal de stimulation par
le TCR. CD45RA est exprimé par les cellules naives, puis perdu au profit d’'un autre isoforme de CD45 (CD45R0)
avant d’étre réexprimé au stade d’effectrice mémoire terminale. CD57 est un marqueur de sénescence (réalisé

avec BioRender).

Les CD4 de phénotype TCM au cours de l'infection par le VIH-1 semblent garder des fonctions
préservées chez les EC, avec une bonne production de cytokines et chimiokines (Potter et al.
2007; Owen et al. 2010).
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2. Lymphocytes yo

Distincts des lymphocytes a8 au cours de la différenciation thymique, les lymphocytes yd
se caractérisent par un TCR constitué de chaines y et 9, leur permettant de détecter une plus
grande variabilité d’antigénes de fagon indépendante du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) (Nielsen et al. 2017; Castro et al. 2020; Hu et al. 2023). Ces antigénes peuvent étre
endogéne ou exogénes. La sortie de ces cellules dans la circulation peut se faire a des stades
différents, leur conférant des propriétés pouvant aller de la réponse immunitaire innée a la
réponse immunitaire adaptative (Figure 22). Elles peuvent exprimer ou non des marqueurs
CD4 ou CD8, les yd CD8* étant les plus fréquents (Van Coppernolle et al. 2012). Ces cellules
présentent a la fois des capacités de production de cytokines telles que I'lL-17 ou I'lFN-y, ainsi
gu’'une activité cytotoxique. Les sous-populations de lymphocytes yd sont caractérisées par
leur numéro de chaine 9, parmi les 8 segment TRDV du locus TRD, et par leur chaine y, parmi
les 6 génes TRGYV fonctionnels possibles (2-5, 8 et 9). La population la plus fréquente dans la
circulation a I'dge adulte est la population V&2, et plus particulierement Vy9V62, mais restant

rare en comparaison aux lymphocytes af (1 a 4%).

Bone Marrow Thymus CD4/CD8 Double-negative
Circulation DN3 DN4 DP SP

Hematopoietic ~ Progenitor Fo%tacion ) cD4- \ cDg*
stem cell T cell cDh4+*CD8* % 13

Negative&positive D8
DNZ selection
v — J — o Naive Naive
¥ 5T1
sele(% ................ . X yori7 — yoT1 yBT17
Yd -
..................... SP ....;C[wcw
................... - DP ..-.-.n-....-----.--.-pcose.vb
CD34*CD44* CD34-CD44-CD1* CD44°'CD27"

In yd T cell development, Notch and strong TCR singling required, but roles
of IL7R signaling and transcriptional regulation network are not fully clear.

Figure 22. Développement des lymphocytes yd. Les mécanismes possibles de développement et sélection
thymique des lymphocytes yd sont représentés. Dans la circulation, le phénotype des yd inclut au moins des yd
naives, ainsi que d’autres sous-populations ici représentées selon certaines propriétés fonctionnelles (production
d'IFN-y, y0T1 ; ou d’'IL-17, ydT17), ou de la présence de marqueurs CD4, trés rares, CD8, ou CD56 (yoNKT).
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Les LT V&2 reconnaissent classiquement les phosphoantigénes microbiens et tumoraux, dont
HMBPP et IPP, via des molécules butyrophilines 2A1 et 3A1 (Karunakaran et al. 2020).

Parmi les populations de lymphocytes intra-épithéliaux (IEL) présentes dans la muqueuse
intestinale, de 15% a 50% sont constituées de lymphocytes T yd, majoritairement représentés
par la sous-population V&1 qui est également la plus importante dans d’autres tissus tel que
la peau, le foie et les poumons (Juno & Eriksson 2019). lls participent notamment a la
surveillance et la réparation des tissus épithéliaux (Boismenu & Havran 1994). Les LT Vo1
peuvent reconnaitre un nombre varié de ligands, incluant les molécules R-phycoerythrin,
EphA2, MR1, ainsi que des antigénes lipidiques présentées par CD1c/CD1d. Les LT y&
peuvent étre activés par la reconnaissance des molécules de stress MICA et MICB, dont
I'expression peut étre induite a la surface des cellules de I'épithélium intestinal en réponse a
des stimuli bactériens, via leur récepteur NKG2D (Biradar et al. 2020). Au sein de I'épithélium
digestif, des populations de LT Vd1 exprimant des Natural Cytotoxic Receptors (NCR) ont été
décrites et 'expression de NKp46 était corrélée a des propriétés anti-tumorales (Mikulak et al.
2019). Les LT yd expriment également plusieurs NKR, dont le NKR inhibiteur NKG2A, le
récepteur activateur NKG2C, ainsi que NKG2D, qui pourraient médier in vitro une cytotoxicité
des V®1 et Vdzenvers des LT CD4" infectées par le VIH-1 (Fausther-Bovendo et al. 2008; Field
et al. 2024).

Parmi les IEL intestinaux humains, une sous-population de lymphocytes Vb1 semble étre
majoritaire en condition physiologique, correspondant a la population Vy4* V&1, caractérisée
notamment par I'expression des NCR NKp44 et NKp46, de I'intégrine CD103, ainsi que par la
reconnaissance de molécules butyrophilines-like BTNL3/8 (Mayassi et al. 2019; Dart et al.
2023). Au cours de la maladie cceliaque ou des maladies inflammatoires chroniques de
lintestin notamment, la perte de la reconnaissance par les LT Vd1 de ces molécules de co-
stimulation butyrophilines-like semble entrainer une déplétion peu réversible de cette
population au bénéfice de populations de LT V&1 pro-inflammatoires produisant de I'lFN-y et
participant a des dommages tissulaires, suggérant un réle majeur de ces molécules de co-
stimulation dans l'intégrité de la réponse immunitaire muqueuse médiée par les lymphocytes
y0. Les LT V&1 pro-inflammatoires et n’exprimant pas de NCR semblent stimulés de fagon
plus spécifique via la reconnaissance d’antigénes comme le gluten dans la maladie cceliaque,
et présentent un profil transcriptomique distinct. Les LT V&1 des IEL intestinaux hors contexte
inflammatoire semblent au contraire associés a des fonctions « Natural-Killer » pouvant
participer a la lutte contre des agents infectieux ou tumoraux, ou de réparation tissulaire
(Mayassi et al. 2019). Le rétablissement de la population Vy4* V&1 semble étre de bon
pronostic pour I'évolution des maladies inflammatoires de lintestin (Dart et al. 2023).

L’expression des différents types de butyrophilines est dépendante d’un tissu donné et d’'une
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polarisation cytokinique, et les BTNL3/8 sont principalement exprimées par les cellules
épithéliales intestinales. Le polymorphisme génétique de ces butyrophilines pourrait

prédisposer a des processus inflammatoires intestinaux.

Au-dela de leurs fonctions dans la réponse immunitaire innée, la répartition de ces populations
et leurs répertoires peut étre fortement influencées par des infections virales bactériennes ou
parasitaires, en particulier le CMV, le paludisme, la tuberculose et le VIH. Le large répertoire
de LT V&1 présent a la naissance est progressivement resserré a 'dge adulte, de fagon plus
importante selon les agents pathogénes rencontrés, montrant le réle des LT Vd1 dans
'immunité adaptative (Davey et al. 2018). La réactivation du CMV semble étre
particulierement pourvoyeuse d’expansion clonale des LT yd et de différenciation dans un
programme transcriptomique conservé (Déchanet et al. 1999; Ravens et al. 2017; McMurray
et al. 2022). Les mémes clonotypes peuvent étre retrouvés entre le sang et les tissus
périphériques (Hunter et al. 2018). La stimulation répétée a un méme pathogéne confirme de
facon longitudinale 'expansion des méme clones en réponse a l'infection (Von Borstel et al.
2021; Chan et al. 2024). Les LT yd Vd," étaient par ailleurs expandus par l'infection par le
CMV et pouvaient sélectivement cibler les cellules infectées par le CMV et limiter sa

propagation in vitro (Halary et al. 2005).

L’action de ces pathogénes sur I'expression des butyrophilines intestinales humaines n’a pour
le moment pas été étudié. L’inflammation tissulaire induite par ces infections pourrait
néanmoins participer par ce biais au remodelage des populations de LT yd et moduler le type

de réponse effectrice anti-infectieuse.

Au cours de l'infection par le VIH-1, il est classiquement observé une augmentation du
ratio V&1/Vd2 dans les différents compartiments, allant jusqu’a une inversion de ce rapport
dans le sang, bien que les causes de ce switch de population de LT yd ne soient pas connues
a ce jour (Poles et al. 2003). Si le taux de LT y® semble rester constant, il existe une déplétion
de la population V52 et une augmentation de la population V&1 dans le sang qui présente
majoritairement un phénotype effecteur mémoire terminal (CD45RA*CD27-). Cette altération
persiste sous traitement antirétroviral et est présente y compris chez les sujets dits « élites
contrOleurs » (Olson et al. 2018). L’activation des lymphocytes yd semble associée a la charge
virale au stade précoce de linfection par le VIH-1, et I'expression des marqueurs CD16 au
sein des LT V61 et de CD57 parmi les V62 au cours de cette activation est associée a la
production d’anticorps neutralisants large spectre et au niveau de neutralisation a long terme
(Griffith et al. 2025). Dans le sang au stade chronique, les LT y® semblent présenter plus
fréquemment un phénotype d’activation/épuisement lymphocytaire, avec une augmentation

de certains récepteurs inhibiteurs tels que TIGIT, TIM-3 et CD160, de fagon plus marquée
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avec 'age (Belkina et al. 2018). Ces altérations sont accompagnées d’'une modification des
fonctions effectrices, avec une sécrétion majorée de cytokines pro-inflammatoires IFN-y, TNFa
et MIP-183 & la stimulation (Olson et al. 2018). La fréquence des populations V51 et V52 semble
corréler avec des biomarqueurs d’inflammation dans la circulation (Pihl et al. 2024). Les LT
V&2, qui semblent déplétés au cours de linfection par le VIH-1 pourraient méme étre
directement la cible du virus et s’infecter via leurs corécepteurs CXCR4 et CCRS5, et une
possible expression transitoire de CD4 (Soriano-Sarabia et al. 2015). Constituant seulement
une faible partie du réservoir viral, il a été retrouvé dans une étude que les LT yd intégreraient
néanmoins une fréquence relativement importante d’ADN proviral. Il n’est cependant pas
possible d’affirmer que cette éventuelle susceptibilité a une infection directe par le VIH-1 soit

la cause de leur déplétion et ces résultats doivent étre confirmés.

Les populations lymphocytaires T yd restent encore peu étudiées dans la muqueuse
intestinale des patients infectés par le VIH-1, et les données actuelles proviennent
principalement de biopsies de muqueuse rectale, dont les caractéristiques peuvent différer
des autres muqueuses intestinales, et notamment de la muqueuse duodénale (Nilssen &
Brandtzaeg 2012). Les différences quantitatives des LT yd dans la muqueuse digestive sont
variables selon les études et selon le stade de I'infection. Le pourcentage de LT yd parmi les
lymphocytes CD3" semble stable ou parfois augmenté, s’accompagnant en général d’'une
augmentation des LT V&1, bien qu’une étude ait retrouvé une diminution de leur proportion
(Poles et al. 2003; Cimini et al. 2015). Cette étude a également rapporté une baisse des LT
V®, chez les sujets non traités. Si les causes de la modification des LT yd ne sont pas encore
connues, certains éléments soulévent des questions quant a un possible trigger localisé dans
la muqueuse intestinale. Chez des sujets « controllers » non traités, la fréquence des LT V&
pro-inflammatoire était corrélée a l'augmentation de I'ARN viral intestinal et donc a la
réplication virale locale (Olson et al. 2018). Chez les singes infectés par le SIV, une corrélation
entre les translocations microbiennes et 'expansion des LT V&1 a pu étre retrouvée (Harris et
al. 2010). Dans une étude plus récente, il a été montré parmi les LT V&1 intestinaux humains
au cours de l'infection par le VIH-1 une fréquence plus importante de cellules cytotoxiques de
différentiation terminale, avec un potentiel d’inhibition de la réplication du VIH-1 in vitro. Il était
également montré la présence d’ADN VIH-1 au sein des LT V&1 CD4" intestinaux pouvant
suggérer que ces cellules pourraient participer au réservoir viral intestinal, bien que
'expression de CD4 parmi les LT V&1 soit rare et qu’il n’a pas pu étre montré la présence
d’ADN VIH-1 intact au sein des LT V&1 (Mann et al. 2025). Une up-régulation transitoire de
'expression de CD4 en cas d’activation médiée par le TCR des LT V&4 pourrait participer a

cette susceptibilité, mais qui reste in vitro bien plus faible que celle des LT ap. [l n’a néanmoins
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pas clairement été établi si cette susceptibilité des LT V&1 a I'infection par le VIH-1 pourrait

réellement contrebalancer le potentiel antiviral de ces cellules.
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3. Cellules Natural-Killers

Les cellules Natural-Killers, dit « NK », participent a la réponse immunitaire innée et possédent
des propriétés antivirales. Ces cellules possédent des récepteurs activateurs et inhibiteurs
capable notamment de reconnaitre le HLA de classe | (Lanier 2005). L’équilibre entre signaux
activateurs et inhibiteurs vont conditionner la réponse des cellules NK. Ainsi une diminution de
I'expression du HLA de classe |, pouvant étre induite par certains virus ou cancers pour
échapper a I'immunité adaptative, va entrainer une diminution des signaux inhibiteurs. Les
principaux récepteurs inhibiteurs incluent les récepteurs KIRs, ainsi que le récepteur NKG2A
(Schwartz et al. 1996; Lanier 2005). Les signaux activateurs regroupent des molécules
anormales induites dans des situations de stress cellulaire. Les récepteurs activateurs incluent
de nombreux Natural Killer receptors (NKR) et Natural Cytotoxic receptors (NCR) tels que
NKG2C, NKG2D, NKp30, NKp46, NKp44 (Moretta et al. 2001). L’activation des lymphocytes
NK va pouvoir induire différentes fonctions participant a la destruction de la cellule ciblée. lls
pourront directement lyser une cellule par l'utilisation de leurs nombreux effecteurs
cytotoxiques, telle que la perforine qui pourra s’assembler pour former des pores dans la
membranes cellulaires, ainsi que des granzymes directement cytolytiques et dont la
pénétration dans la cellule cible pourra étre facilitée par les pores de perforine. Les NK peuvent
également produire des cytokines pro-inflammatoires qui pourront participer a I'activation
des autres cellules immunitaires innées ou adaptatives. L’activation des NK peut également
se faire via leur CD16, récepteur des immunoglobulines, entrainant une cytotoxicité

dépendante des anticorps (ADCC) renforgant I'efficacité de la réponse humorale.

On peut distinguer trois populations de NK en fonction de leur niveau d’expression de CD56
(exprimé de fagon commune par tous les NK) et de CD16. Il est a noter que les NK n’expriment
pas CD3, marqueur de lymphocytes T participant a la réponse adaptative. On distingue les
cellules NK CD16™ CD56" fortement productrices de cytokines, les NK CD16* CD56"9", et les
NK CD16* CD56%™, stade le plus terminal de leur différentiation avec des fonctions
cytotoxiques les plus élevées (Caligiuri 2008). Ce dernier stade est également le plus fréquent
dans la circulation. Le niveau de différentiation des NK est spécifique a chaque compartiment

tissulaire (Dogra et al. 2020).

L’infection chronique par le VIH-1 induit une perte de la fonctionnalité des NK, avec une
diminution de leurs capacités cytotoxiques (par baisse de production de perforine et
granzymes) ainsi qu’une diminution de leur production cytokinique (par baisse de production
d’IFNy et de TNFa) et une moindre réponse a I'lFNa (Martin & Carrington 2006). La réponse

NK, et en particulier la sélection de leurs récepteurs KIRs pourrait favoriser ou restreindre
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certains variants du VIH-1 au cours de l'infection chronique (Alter et al. 2011). L'infection par
le VIH-1 induit également une plus grande proportion de NK CD56%™ & plus forte expression
de récepteurs inhibiteurs et moins cytolytiques. Cette population produira également moins de
cytokines pro-inflammatoires participant a la mise en place de la réponse antivirale par rapport
aux NK CD56""9" (Mavilio et al. 2005). Le marqueur d’activation CD38 parmi les NK CD564™
est associé a une évolution immuno-virologique péjorative, avec une augmentation de la
charge virale plus importante et une baisse des lymphocytes T CD4 plus marquée (Kuri-
Cervantes et al. 2014). Un polymorphisme génétique associé a I'éducation des KIRs des
cellules NK (HLA-B*35 et Bw4TTC2) a plus récemment été montré comme caractéristique de
meilleures chances de contréle de l'infection post-traitement dans la cohorte VISCONTI (Essat
et al. 2025). La protéine virale Vpr du VIH-1 va participer a 'activation des NK en induisant
I'expression des protéines ULBP1 et ULBP2 par les cellules infectées, qui sont des ligands du
récepteur activateur NKG2D (Ward et al. 2009). L’'un des mécanismes d’échappement du VIH-
1 a cette réponse NK consiste en la dégradation de ces ligands de NKG2D par la protéine
virale Nef (Cerboni et al. 2007).

Le réle des cellules NK dans le contrble de l'infection par le SIV a été étudié en comparant les
NK de tissus lymphoides entre des infection a SIV de singes vers d’Afrique (SIVagm), capables
de contréler le virus, a linfection a SIV de macaques (SIVmac), ne pouvant pas contréler
l'infection virale. Il a ainsi été retrouvé que le SIVagm se distinguait du SIVmac en induisant la
différentiation de cellules NK terminales NKG2A°"CD16* au niveau ganglionnaire, associés a
une importante activité de dégranulation d’effecteurs cytotoxiques et un profil transcriptionnel
correspondant a un profil de cellules « NK adaptatives ». Les cellules NK du modele d’infection
a SlVagm pouvaient également reconnaitre le CMH-E et cette population présentait une
activité augmentée contre les cellules infectées. A linverse, dans le modéle SlVmac, la
différentiation des NK était bloquée dans les ganglions malgré la régénération de pools de NK
au profils diversifiés. L’amélioration de la différentiation terminale des NK en cellules activées
hautement cytotoxiques semble donc participer au contréle de I'infection par le SIV avec une
probable meilleure reconnaissance des cellules infectées dans les organes lymphoides
secondaires, et pourrait étre 'un des éléments de la réponse immunitaire différenciant
l'infection SIVagm, controlée par I'héte, du SIVmac (Huot et al. 2021). Un traitement par IL-21
et IFNa pourrait notamment induire la différentiation des NK dans les tissus et améliorer la

clairance virale (Harper et al. 2021).
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4. NKT

Les lymphocytes invariants NKT, cellules extrémement rares dans la circulation,
participent a la fois a la réponse immunitaire innée et adaptative, en produisant rapidement
une gamme variée de cytokines une fois activés, avec un potentiel cytotoxique élevé. Ces
cellules ont été décrites pour la premiére fois en 1994, et reconnaissent des antigénes
présentés par des molécules CD1 (Bendelac et al. 1994). PLZF est un facteur de transcription
critique pour la régulation du développement des NKT (Pyaram & Chang 2024). 50% des NKT
expriment CD4 et produisent des cytokines Tu1 et Tho, et ces cellules participeraient au soutien
des lymphocytes B et auraient des propriétés immunorégulatrices. Les NKT n’exprimant pas
CD4 auraient une activité cytolytique plus importante, et une production de cytokines Tw1 au
premier plan. Au cours de l'infection par le VIH-1, les NKT semblent déplétés au stade de
primo-infection, particulierement celles exprimant CD4 en étant probablement ciblés par le
virus, et leur reconstitution sous traitement antirétroviral semble lente (Li & Xu 2008). Par
ailleurs, la protéine virale Nef pourrait, en bloquant I'expression de CD1d, réduire I'activation

de ces cellules.

5. MAIT

Les cellules T invariantes associées aux muqueuses (MAIT) sont des cellules conservées
capables de reconnaitre des fragments microbiens via leur TCR pouvant se lier a des
métabolites dérivées de la voie de biosynthése de la vitamine B2 présenté par MR1 (Legoux
et al. 2020). lls sont classiquement identifiés par I'expression du TCR Va7.2, associée a un
haut niveau d’expression de CD161 et de 'lL18R. Dans les tissus, ces cellules peuvent avoir
des fonctions effectrices impliquées dans la défense contre des agents infectieux. Ces cellules
acquiérent dés le stade thymique leurs fonctions effectrices et la capacité a se localiser dans
les tissus. Des données plus récentes ont montré leur role dans la protection contre certaines

infections virales, et 'impact de leur déficience dans ces infections (Sandberg et al. 2023).

Au cours de l'infection par le VIH-1, les MAIT sont activées en phase de primo-infection, avant
d’étre déplétées au stade chronique (Phetsouphanh et al. 2021). L’activation par la stimulation
virale in vitro semble passer par I'lL-12 et I'lL-18 produite par les monocytes, et permet
d’augmenter la production par ces cellules de granzyme B, d’IFN-y, ainsi que de CCL3, 4 et 5
qui peuvent avoir un réle de facteur de restriction. Cette population pourrait ainsi participer au

contréle de l'infection par le VIH-1 au niveau tissulaire.
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Outre la réponse immunitaire effectrice, plusieurs sous-population de cellules de la
réponse immunitaire innée vont compléter les fonctions des cellules effectrices, incluant les
cellules dendritiques, monocytes et macrophages, ainsi que les polynucléaires
neutrophiles. Ces cellules seront ainsi capable de phagocytose et de présentation
d’antigénes, fonction qui pourra participer a son tour a l'activation de cellules immunitaires
adaptatives. Elles pourront également, comme les cellules effectrices, produire des cytokines
ainsi que des chimiokines qui participeront notamment au recrutement et a I'activation des
cellules effectrices (Carrington & Alter 2012). Faisant toutes parties de 'immunité innée, elles
sont mises en jeu en premiére ligne de linfection avant la mise en place de la réponse
adaptative sans nécessité de sensibilisation antigénique préalable. La réponse immunitaire
adaptative, avec notamment certaines sous populations de lymphocytes auxiliaires T CD4,
participent en plus de leurs fonctions effectrices par elle-méme, au soutien et a la régulation

celle-ci.

(Les fonctions des lymphocytes T CD4 ont été décrit dans le paragraphe 3.A.1)

Cellules dendritiques

On distingue parmi les DC plusieurs sous-populations : les DC plasmacytoides CD123*
CD11c (pDC), les DC myéloides CD11c* (mDC) et les cellules de Langerhans (LCs).

Les pDC vont produire d’'importantes quantité d'IFN de type I, dont 'lFN-a, -8 et -w, qui
participeront a la réponse immunitaire antivirale et activeront les facteurs de restriction
intracellulaires (Barber 2001). Elles pourront internaliser le virus par endocytose, ou une
cascade de signalisation induite par l'activation du TLR7 va aboutir a la maturation des pDC,
incluant une augmentation de I'expression de CCR7 qui va participer a 'adressage des pDC
matures vers les ganglions lymphatiques ou ils pourront présenter les antigénes viraux via leur
CMH de classe Il (Heil et al. 2004; Fonteneau et al. 2004). Les pDC peuvent produire de
nombreuses chimiokines (CCL3, CCL4, CCL5, IL-8, CXCL10 et CXCL11) et de cytokines (IL-
2,IL-7,1L-12, IL-15, IL-18, IL-23 et IL-27) pro-inflammatoires. Cette activation, chronique dans
le cadre de linfection par le VIH-1, peut devenir délétére et participer a la mort des cellules T
(O’Brien et al. 2013). L'IFNa peut notamment via la signalisation du récepteur de TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) entrainer 'apoptose de CD4 infectées comme non infectées
(Herbeuval et al. 2005). Par ailleurs, la signalisation de I'lFN peut induire I'expression de PD-

L1, le ligand de PD-1, a la surface des DC et ainsi participer a I'épuisement des cellules T
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exprimant PD-1 dans leur environnement (Tsushima et al. 2007). L’IL-2 et I'lL-7 pouvaient
favoriser la transcription de provirus en phosphorylant le facteur de restriction SAMHD1
(Coiras et al. 2016).

L’infection par le VIH-1 entraine un défaut de maturation des mDC, a la différence des pDC
(Granelli-Piperno et al. 2004). Elles ne pourront pas produire certaines cytokines comme I'lL-
12 qui est nécessaire a la reponse Th1 et NK (Buisson et al. 2009). Ce défaut de maturation
semble étre d’origine multifactorielle (Majumder et al. 2005; Blanchet et al. 2010; Miller et al.
2012).

Les LCs (DC épidermiques) jouent un réle majeur dans la barriére épidermique qui est la
premiére barriére immunologique vis-a-vis de I'environnement (Merad et al. 2008). Elles vont
ainsi jouer un réle important dans la présentation des antigénes, mais pourront également étre
ciblées par le VIH-1 et participer a la dissémination du virus lors de leur migration dans la
circulation lymphatique pour transmettre celui-ci aux cellules T (Hladik & McElrath 2008; Ganor
et al. 2010).

Monocytes et macrophages

Les monocytes/macrophages participent a la réponse immunitaire innée anti-VIH-1 par la
production de cytokines pro-inflammatoires, la phagocytose de cellules infectées, et la
présentation des antigénes viraux via leur HLA de classe Il. Les macrophages sont issus de
la différentiation tissulaire des monocytes circulants du sang périphérique. Les monocytes sont
caractérisés par I'expression de CD14, et peuvent étre classés selon leur niveau d’expression
de CD14 et de CD16. Une expression forte de CD14 et 'absence d’expression de CD16
(CD14** CD16°) caractérise les monocytes dits « classiques » qui constituent la majorité des
monocytes circulants (80-90%). Ceux exprimant a la fois CD14 et CD16 (CD14* CD16*) sont
dits « pro-inflammatoires intermédiaires » et ceux exprimant fortement CD16 et faiblement
CD14 (CD14"°v CD16**), minoritaires, sont dits « non classiques » (Campbell et al. 2014;
Boyette et al. 2017). L’activation des monocytes par un pathogéne ou des cytokines pro-
inflammatoires vont conduire a leur localisation tissulaire et leur différentiation en macrophage,

selon différents profils de polarisation en fonction des stimuli inducteurs (Jakubzick et al. 2017).

Au cours de l'infection par le VIH-1, on observe une augmentation des monocytes de
phénotype intermédiaire (CD14* CD16*) et non classiques (CD14"°¥ CD16**) (Figure 23).
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Figure 23. Monocytes et macrophages retrouvés chez les individus infectés par le VIH-1. Au cours de
l'infection VIH-1 il est observé une augmentation en monocytes pro-inflammatoires intermédiaires (CD14* CD16")
et non-classiques (CD14'°% CD16**), qui vont participer a la physiopathologie de I'infection et sont permissifs au
VIH-1. Des niveaux variables d'expression des co-récepteurs du VIH-1, ainsi que des facteurs inhibiteurs
intracellulaires, sont responsables des différences d'infection et de réplication du VIH-1 entre les macrophages et
les monocytes, ainsi qu'entre les sous-ensembles de monocytes. Les monocytes infectés migrent vers les tissus
ou ils se différencient en macrophages a longue durée de vie, constituant des réservoirs du VIH-1. (Campbell et al.
2014).

En cas de réplication virale persistante, la fréquence des monocytes de profil intermédiaire
(CD14* CD16%) va augmenter jusqu’a 40%, contre 20% pour les personnes en contrble
virologique (par ARV ou spontané) (Funderburg et al. 2012, 2014; Campbell et al. 2014). Parmi
les monocytes intermédiaire, une population exprimant M-DC8 est également augmentée et
produirait une importante quantité de TNF-a en réponse au LPS reconnu par le TLR4. Ces

cellules pourraient étre des cellules tissulaires recirculantes (Dutertre et al. 2012).

Les monocytes infectés par le VIH-1 vont avoir un profil de cellules activées, qui vont plus
facilement migrer comparativement aux cellules non infectées, et donc disséminer le virus,
notamment dans le SNC (Gonzalez-Scarano & Martin-Garcia 2005). Les monocytes peuvent
transmettre les virions par transfert de cellules a cellules, notamment vers des cellules T CD4*
(Duncan et al. 2013).

Les monocytes et macrophages, en étant ciblées par le virus, vont donc de fagon paradoxale

participer a la réponse contre le VIH-1 tout en facilitant sa propagation dans I'organisme.
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Polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont des cellules majeures de la réponse immunitaire
innée, notamment dans le recrutement et 'activation de cellules de la lignée myéloide qui
complétent cette réponse innée. lls peuvent libérer des chimiokines pouvant attirer
monocytes et DC sur le site de I'inflammation et participer a la polarisation des macrophages.
lls pourront également directement détruire les pathogénes par une activité de phagocytose

et de libération de radicaux oxygénés (Nathan 2006).

L’infection par le VIH-1 induit une perte de la fonctionnalité des PNN, avec notamment une
altération de la fonction de phagocytose persistante sous traitement dans un modéle simien
de SIV, augmentant ainsi la susceptibilité a certaines infections bactériennes chez les
personnes vivant avec le VIH-1 (Moore et al. 1995; Lemaitre et al. 2020). Les PNN circulants
au cours de l'infection par le VIH-1 sont majoritairement de phénotype immature activés, dont
le niveau corrélait avec I'activation des CD8 circulants et pouvait moduler le profil fonctionnel
des LT CD4 et CD8 (Lemaitre et al. 2022). Des infiltrats de PNN sont également retrouvés
dans le compartiment intestinal, sans que leur réle dans les dommages observés au sein de
la muqueuse intestinale au cours de l'infection par le VIH-1 n’ait pu étre formellement prouvé
(Somsouk et al. 2015).

La réponse immunitaire humorale au cours de l'infection par le VIH-1 ne permet que
rarement la production d’anticorps ayant une activité neutralisante suffisante pour participer
au contréle de linfection. Cette réponse est liée a lactivit¢ des lymphocytes B et
plasmocytes, qui vont produire les immunoglobulines et participer a leur diffusion. L’'un des
défis auxquels doit faire face cette réponse par anticorps est la grande diversité des quasi-
espéces virales présentes chez un méme individu, avec une variabilité des cibles
antigéniques. En revanche, on retrouve chez une partie des individus qualifiés de « post-
traitement controllers » une production d’anticorps neutralisants a large spectre (obNAbs).
Ces bNAbs sont principalement retrouvés chez des individus exposés a la réplication virale,
tandis que ceux traités trés précocement semblent n’avoir qu’une faible réponse humorale,
suggérant qu’'un temps d’exposition est nécessaire pour permettre de générer une réponse
efficace (Mouquet 2025). Les principales cibles connues de ces anticorps incluent au sein de
'enveloppe virale des glycans des boucles V1/V2 et V3, du site de N-glycosylation N332, ainsi
que le site de liaison au CD4, d’autres sites toujours au niveau des Gp120-Gp41 et le site

externe de Gp160 en proximal de la membrane. Il n’est néanmoins pas encore évident de
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savoir a quel point les bNAbs participent isolément au controle de l'infection par le VIH-1. Ces
bNAbs sont actuellement a I'étude en immunothérapie de l'infection pour réduire les réservoirs
viraux et contréler l'infection, notamment au cours de I'étude « RIO » ayant récemment pu
montrer que certains anticorps semblent avoir une efficacité chez une partie des individus pour
retarder le rebond viral de fagon prolongée (CROI 2025). Outre leur action directe contre le
virus, les bNAbs peuvent aussi stimuler la réponse immunitaire cellulaire et humorale anti-
VIH-1 (Schoofs et al. 2016; Niessl et al. 2020; Rosas-Umbert et al. 2022).

Malgré l'efficacité du traitement ARV pour inhiber la réplication virale et induire une
restauration du taux de CD4* et ainsi diminuer le risque de développer des complications liées
au SIDA, les individus infectés présentent néanmoins un risque accru persistant de morbidité
globale non liée au SIDA (maladies cardiovasculaires, neurocognitives, hépatiques, rénales,
ostéoporose, cancers) par rapport aux individus non infectés (Neuhaus et al. 2010; Freiberg
et al. 2013; Hoffmann et al. 2021). Plusieurs facteurs peuvent contribuer a cela, notamment le
dysfonctionnement immunitaire et I'inflammation chronique. De nombreux marqueurs
inflammatoires sont retrouvés élevés au cours de l'infection par le VIH-1 sous traitement ARV
et sont corrélés aux risques de morbidité et de mortalité, en particulier sCD14 (Grund et al.
2016).

Comme vu précédemment, l'infection aigue par le VIH-1 est associée a une libération rapide
et intense de cytokines pro-inflammatoires (Stacey et al. 2009). Cette « cascade
cytokinique » présente une cinétique similaire a celle de la charge virale VIH-1 plasmatique.
Les premiéres cytokines libérées sont I'IFNa, I'lL-15, I'IP-10, le TNFa, la MCP-1 suivies de
facteurs pro-inflammatoires additionnels avec I'lL-6, I'lL-8, I'IL-18, I'lFN-y, ainsi que de
cytokines immuno-régulatrices avec I'lL-10 notamment. La mise en place de cette cascade
cytokinique, visant a recruter et induire une réponse immunitaire antivirale efficace, va
entrainer secondairement des répercussions délétéres. L’activation immunitaire va ainsi
favoriser la réplication du VIH-1 au sein des cellules activées, et accélérer la perte des
lymphocytes T CD4* (Mueller et al. 2008; Stacey et al. 2009).

Les cellules T CD8" majoritairement, mais également des T CD4*, sont activées suite a
l'infection, et vont rester dans un état d’activation persistant. Cette activation immunitaire
persistante peut étre liée a plusieurs causes. Premiérement, la réplication du VIH-1
contribue directement a l'activation des cellules T CD8* dirigées contre le VIH-1 (Papagno et

al. 2004). Deuxiemement, d'autres pathogenes, tels que le CMV ou 'EBV peuvent contribuer
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a I'activation des cellules T dirigées contre ces pathogénes (Papagno et al. 2004; Doisne et
al. 2004; Wittkop et al. 2013). De plus, les cellules T CD4" non infectées par le VIH-1 peuvent
également étre activées via les protéines Tat et Nef virales (Wang et al. 2000), et via
l'interaction entre la Gp120 et CCR5 ou CXCR4 mais sans infection obligatoire de la cellule
(Lee et al. 2003). Troisitmement, les bréches de l'intégrité de la muqueuse intestinale
observées au cours de linfection par le VIH-1 laissent apparaitre des phénoménes de
translocation de produits microbiens de la flore intestinale dans le compartiment sanguin,
contribuant a lI'inflammation et I'activation immunitaire systémique chronique (Brenchley et al.
2006) (Ceci est détaillé dans le partie 1V). La translocation microbienne induit notamment
'activation des monocytes/macrophages via linteraction entre le LPS bactérien et
TLR4/CD14. Le rble clé de l'activation des monocytes/macrophages est souligné par le fait
que le marqueur sCD14 est 'un des facteurs indépendants les plus fortement associés a la

morbi-mortalité non liée au SIDA.

L’inflammation chronique observée chez les individus infectés par le VIH-1 est a I'origine d’'une
fibrose des tissus lymphoides, notamment via le TGF-$, et entraine ainsi une incapacité de
régénération des cellules T CD4* et T CD8* (Zeng et al. 2012), ce qui soutient encore une fois
la nécessité de commencer le plus précocement possible le traitement par ARV. Bien que les
ARV réduisent de maniére importante ces voies pro-inflammatoires, I'effet estincomplet et une
inflammation résiduelle persiste chez les individus infectés. En effet, les individus sous ARV
présentent une concentration en cytokine pro-inflammatoire IL-6 60% plus élevée que des
individus non traités (Neuhaus et al. 2010), qui est associée positivement a la mortalité et a
des risques élevés de développer des pathologies non-SIDA (Grund et al. 2016). La
persistance du virus dans des organes ou des cellules réservoirs, et la potentielle
transcription résiduelle, contribuent également a cette inflammation et activation immunitaire
persistante délétéere (Figure 24). En outre, 'inflammation persistance pourrait contribuer au
maintien du réservoir en induisant directement ou indirectement la prolifération des cellules
hébergeant des provirus latents (Massanella et al. 2016). Identifier les réservoirs du VIH-1, et
limiter l'activation immunitaire et l'inflammation résiduelles sont donc primordiaux pour
améliorer I'espérance de vie des individus infectés, méme sous traitement ARV efficace. En
effet, lorsque la réponse immunitaire est incapable d'éliminer I'antigéne étranger, comme c’est
le cas dans linfection VIH-1 du fait de la persistance virale, et qu'il y a une stimulation
chronique persistante, les cellules T peuvent entrer dans un état dysfonctionnel appelé

épuisement.

Néanmoins, au niveau tissulaire, l'inflammation est en partie contre-balancée par des signaux
immunorégulateurs, dont le TGF- est le médiateur majeur. Si ces signaux visent a limiter

linflammation locale, ils sont également délétéres en participant a un affaiblissement de la
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réponse immunitaire anti-virale et a la latence des cellules réservoir du VIH-1, et le blocage de

cette signalisation dans le modéle du SIV semble bénéfique pour réduire ce réservoir (Kim et

al. 2024).

HIV-1 infection and replication
main target: CCR5+ activated CD4+ T-cells

Massive CD4+ T-cell depletion
in particular mucosal CD4+ T-cells

Anti-HIV Production of
Immune response HIV proteins
cellular and humoral ap120, nef

Bacterial Viral
translocation reactivation
including TLR-ligands in particular CMV

l

Systemic immune activation
Adaptive and Innate

Persistence of this process
=> Collapse of immune system / AIDS

Figure 24. Modeéle de la pathogenicité du VIH-1. En jaune : causes de I'activation immunitaire, en rouge :

conséquences de I'activation immunitaire (Appay & Sauce 2017)

L’activation des lymphocytes T par leur TCR, développant leurs fonctions effectrices,
induit dans le méme temps des signaux participant a « I’épuisement immunitaire » (ou
« exhaustion »), c’est-a-dire une perte progressive de la fonctionnalité de ces cellules. Cet
épuisement participe a la limitation dans le temps de la réponse immunitaire effectrice, afin

d’éviter une activation excessive qui pourrait devenir délétére pour I'organisme. En revanche,
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dans le cas des infections virales chronique, la stimulation antigénique spécifique du virus va
stimuler de facon excessive et prolongée le TCR des LT participant a la réponse antivirale,
induisant de ce fait une épuisement plus marqué et précoce de ces cellules ; et donc une perte
de contréle de l'infection virale par le systéme immunitaire favorisant sa persistance (McLane
et al. 2019).

On décrit plus précisément trois signaux d’activation des LT qui vont participer a ce processus

d’épuisement lymphocytaire :

(1) La reconnaissance de I’'antigéne par le TCR
(2) La co-stimulation du récepteur

(3) Le signal de terminaison

(1) L’activation des LT par leur TCR via le CMH (de classe | ou de classe Il par les CPA) va
étre le premier signal induisant I'épuisement. (2) Le deuxiéme signal correspond a la co-
stimulation via CD28, avec CD80 et CD86 des CPA. |l existe d’autres signaux de costimulation
notamment par CD27, OX40, ICOS, CD40L exprimés par les lymphocytes T et leurs ligands
qui sont exprimés par les CPA. Cette co-stimulation est une étape obligatoire pour terminer
I'activation des LT de fagon compléte. (3) Le 3°™ signal est celui qui va permettre de réguler
la réponse immunitaire des cellules T, par des molécules inhibitrices appelées « checkpoints »
immunitaire. On compte par exemple PD-1, CTLA-4, TIGIT, LAG-3 et TIM-3, qui sont exprimés
de fagon transitoire a la surface des cellules T (Fenwick et al. 2019). La stimulation chronique
par l'infection par le VIH-1 va ainsi induire cet état d’épuisement lymphocytaire avec une
surexpression progressive de ces récepteurs a la surface des lymphocytes associé a une perte
de fonctions effectrices (Figure 25) (McLane et al. 2019). Ces « checkpoints » vont induire
aprés liaison a leur ligand présent dans leur microenvironnement une signalisation
intracellulaire inhibitrice, réduisant la production de cytokines, la prolifération cellulaire, jusqu’a
aboutir a 'apoptose (Wherry et al. 2007). Ces checkpoints peuvent également étre exprimés
par des cellules non T telles que les NK, ou les monocytes (Wing et al. 2011; Anderson et al.
2016; Holder & Grant 2020).

Lorsque 'on compare, au cours de linfection par le VIH-1, les individus progresseurs et les
individus non progresseurs a long terme (LTNP), on observe que le profil des lymphocytes T
CD8" des LTNP se distingue par une moindre expression de PD-1, notamment parmi les T
CD8 spécifiques du VIH-1, avec une meilleure réponse fonctionnelle (avec davantage de
production de perforine, d’IFNy) et une meilleure capacité de prolifération que les CD8 PD-1*
des (Zhang et al. 2007). Par ailleurs, chez les individus progresseurs, cette plus forte

expression de PD-1 était également associée a une moins bonne évolution immuno-
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virologique, avec une perte plus marquée des LT CD4 et une augmentation de la charge virale
VIH-1 plasmatique. PD-1 est capable d’induire, parmi les lymphocytes T CD8 spécifiques du
VIH-1 'activation du facteur de transcription BATF, qui participe a cette perte de fonction et de
prolifération de ces cellules (Quigley et al. 2010). Bloquer I'expression de BATF permettait de

restaurer ces propriétés fonctionnelles.

Le facteur de transcription TCF-1, associé au potentiel de survie et d’auto-renouvellement
cellulaire, est également impacté par I'épuisement immunitaire. L’induction de cet épuisement
va progressivement faire perdre I'expression de TCF-1 qui pourra étre un marqueur du niveau
d’épuisement. Les cellules TCF-1* peuvent exprimer le checkpoint PD-1, mais n’expriment pas
des marqueurs tels que TIM-3 ou CD101, associé quant a eux a des niveaux plus terminaux
d’épuisement. Les cellules TCF-1- TIM-3* CD101" sont marquées par une perte de leur
capacité de prolifération et de réponse aprés stimulation antigénique tandis que les cellules
TCF-1* PD-1" TIM-3- CD101" sont capable d’auto-renouvellement et d’'une réponse cellulaire
de type mémoire (Utzschneider et al. 2016; Im et al. 2016). Elles peuvent également améliorer
leur propriétés effectrices aprés blocage des checkpoints immunitaires, contrairement aux
cellules de phénotype d’épuisement terminal. Ainsi, l'activation immunitaire engageant
I'expression de checkpoints immunitaire n’est pas nécessairement associé a un état
fonctionnel d’épuisement, et les checkpoints immunitaires pourraient étre le reflet d'un état de
continuum entre I’activation et I’épuisement cellulaire. Le type de checkpoints et le niveau
d’expression de ceux-ci pourraient étre des indications de curseur d’épuisement dans ce

continuum.

Les cellules mémoires T CD8 spécifiques du VIH-1 des sujets pouvant contréler I'infection sont
notamment caractérisés par une expression de TCF-1 plus importante (Rutishauser et al.
2021). Sous traitement antirétroviral, 'expression des checkpoints PD-1, TIM-3 et LAG-3 sur
les cellules T est associée a une moindre probabilité de contrble virologique post-traitement a
'arrét de celui-ci (Hurst et al. 2015). L’épuisement immunitaire est donc I'un des processus

clés dans la perte de contréle de l'infection par le VIH-1.

L’épuisement des lymphocytes pourrait également étre le fruit d’'une dysrégulation
métabolique (McKinney & Smith 2018; Perdomo-Celis et al. 2022). La voie de la glycolyse
notamment, pouvant étre modulée par la signalisation de PI3K, Akt, et mTOR, semble étre
impactée par la diminution de ces voies de signalisation induites par PD-1 et CTLA-4 (Parry
et al. 2005; Patsoukis et al. 2015; Bengsch et al. 2016).
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Figure 25. Phénotype, profils transcriptionnel et fonctionnel des cellules T progressant vers I'épuisement.
La stimulation antigénique des cellules T au repos conduit a une réponse de cellules T fonctionnellement actives
avec une augmentation de I'expression de PD-1 a la surface cellulaire, une expression du facteur de transcription
T-bet et une réponse cellulaire fonctionnelle et proliférative. Une stimulation chronique antigénique conduit les
cellules T a un état d'épuisement caractérisé par des niveaux élevés d’expression de PD-1 et d'autres inhibiteurs
de point de contréle immunitaire et une dysfonction des cellules T. Les cellules T hautement épuisées ont une
expression élevée de facteurs de transcription, y compris NFAT, BATF, Eomes et Blimp-1, avec des niveaux réduits
de T-bet (Fenwick et al. 2019)

Le cytomégalovirus peut étre responsable de complications infectieuses au cours de
l'infection par le VIH-1 au stade SIDA, avec une réplication virale systémique et des atteintes
d’organes (ceil, tube digestif, cerveau...). Sous traitement antirétroviral, avec une restauration
des CD4 dans le sang au-dessus de 50-100/mm?, la réplication du CMV n’est généralement
plus détectée sur les prélevements sanguins, I'infection devenant contrélée par le systéme
immunitaire. Néanmoins, il a pu étre établi que méme a un niveau de CD4 restaurés dans le
sang, des signes indirects de réplication résiduelle du CMV, probablement tissulaire, sont
retrouvés (Maidji et al. 2017). Cette réplication résiduelle est un facteur persistent d’activation
immunitaire et est associée a des biomarqueurs inflammatoires tels que I'lP-10, le TNF-RII,
les D-diméres, et a 'expansion des LT CD8 (Freeman et al. 2016) ; a la diminution du ratio
CD4/CD8 dans le sang — elle-méme associée a une augmentation du risque cardio-
vasculaire chez les personnes vivant avec le VIH-1 — (Caby et al. 2016; Smith et al. 2016) ; a
'augmentation de I'incidence d’événements cardio-vasculaire (Lichtner et al. 2015; Chen et al.

2020; Vasilieva et al. 2020) ; et aux marqueurs de translocation microbienne tel que le LPS
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et le B-D-glucanne et au marqueur d’altération de I'épithélium intestinal I-FABP (Ramendra et
al. 2020). Une réplication résiduelle a pu étre mis en évidence méme chez des individus sous
traitement antirétroviral par RNAscope au niveau intestinal, avec un lien retrouvé entre cette

réplication et la perte de perméabilité de la barriére épithéliale intestinale (Maidji et al. 2017).

Ainsi, les personnes vivant avec le VIH-1 et le CMV ont un niveau d'immunoglobulines anti-
CMV sériques beaucoup plus élevé que les personnes séropositives pour le CMV et
séroneégatives pour le VIH-1 (Parrinello et al. 2012; Lichtner et al. 2015). La réplication du CMV
peut étre retrouvée dans le sperme, méme chez des individus traités de fagon chronique avec
une restauration des CD4, bien que le nadir de CD4 semble avoir un impact (Gianella et al.
2014). Par ailleurs, des cellules spécifiques du CMV sont plus fréquemment retrouvées au
cours de l'infection par le VIH, notamment des CD4 de phénotype CX3CR1*CD57* (Pachnio
et al. 2016; Abana et al. 2017; Wanjalla et al. 2021). La mesure de la réponse spécifique anti-
CMV, humorale ou cellulaire, est associée a certaines maladies artérielles au cours de
l'infection par le VIH-1 (Hsue et al. 2006; Parrinello et al. 2012). Les IgG anti-CMV corrélaient
également, chez des sujets élites controllers, a la baisse les lymphocytes T CD4 (Isnard et al.
2021)

Il est a noter que cette co-infection est fréquente, concerne prés de 90% des personnes vivant
avec le VIH-1 contre 50% de la population générale, et les facteurs provoquant cette co-
infection sont mal connus (Robain et al. 1998). Il a été observé que parmi ceux séronégatifs

pour le CMV au diagnostic du VIH, l'incidence du CMV était élevée par la suite.

Il a été proposé de traiter la réplication occulte du CMV pour réduire I'incidence des maladies
cardio-vasculaires et linflammation systémique, avec des études actuellement en cours
(Vasilieva et al. 2020). Les effets provoqués par la co-infection CMV sur le systéeme
immunitaire semblent également favoriser la persistance du VIH, et pourraient faire I'objet

d’interventions ciblées dans le futur (Hastie et al. 2023).
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IV. LE COMPARTIMENT INTESTINAL AU COURS DE L’INFECTION
VIH-1

Le tractus digestif se divise en différentes parties, a partir de I'cesophage, suivi de
I'estomac, I'intestin gréle jusqu’au colon. L'intestin englobe une surface de plus de 250m? sur
plus de 5m de longueur, servant d’interface, riche en échanges, avec le bol alimentaire et le
microbiome qui se constitue tout au long de la vie de fagon physiologique. L'intestin gréle se
divise lui-méme en 3 segments : le duodénum, le jéjunum et l'iléon. La paroi intestinale est
composée de quatre feuillets aux fonctions et composition distinctes. La muqueuse constitue
la face la plus interne, surmontée d'un épithélium intestinal monostratifié directement au
contact du contenu de la lumiére de lintestin. La partie de la muqueuse sous-jacente a
I'épithélium constitue la lamina propria, tissu conjonctif richement vascularisé et relié a la
circulation lymphatique. La muqueuse est soutenue par une sous-muqueuse, une musculeuse
participant aux mouvements de péristaltisme de l'intestin, et d’'une séreuse pour sa partie la

plus externe.

L’épithélium intestinal est constitué de différents type cellulaires : les entérocytes, cellules
épithéliales polarisées et principal constituant de la barriere intestinale, les cellules
caliciformes produisant le mucus, des cellules endocrines, les cellules de Paneth
participant a la sécrétion de médiateurs tels que les peptides antimicrobien, et des cellules
immunitaires constituées de lymphocytes intra-épithéliaux. La lamina propria sous-jacente
est principalement constituée de cellules stromales, d’'une circulation vasculaire et lymphatique
riche, et de cellules immunitaires plus variées que I'épithélium : lymphocytes T, macrophages,
cellules dendritiques, NK, MAIT, ILC, et lymphocytes B/plasmocytes, produisant en particulier
des IgA (Mowat 2003) (Figure 26). La lamina propria est ainsi un constituant majeur du GALT,
ou tissu lymphoide associé au tube digestif, associé a des structures lymphoides telles que

les plaques de Peyer.

Au-dela de ces spécificités d’organe, chaque étage intestinal présente ses propres
caractéristiques, liées notamment a la composition chimique et microbienne locale, entrainant
le systéme immunitaire de fagon distincte, le colon étant plus abondant en bactéries que le
duodénum, et avec un enrichissement en diversité d’espéces, et le duodénum étant plus

directement au contact des antigénes alimentaires (Mowat & Agace 2014).
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On distingue au sein du GALT des sites dits inducteurs, ou sera initiée la réponse
immunitaire, de sites dits effecteurs, constitués de lymphocytes, qui sont dispersés dans

I'épithélium et la lamina propria.

1. Sitesinducteurs

Les sites inducteurs du GALT sont constitués principalement des plaques de Peyer (PPs)
et des ganglions lymphatiques mésentériques (MLNs), ainsi que de follicules lymphoides
qui sont de plus petite taille et formés plus isolément dans la paroi de l'intestin gréle et du

colon, avec une apparence proche des plaques de Peyer.

Les plaques de Peyer

Les PPs est un tissu lymphoide macroscopique formé en agrégat au niveau de la sous-
muqueuse dans lintestin gréle, principalement au niveau de l'iléon. |l s’agit d’'un site majeur
d’initiation de la réponse immunitaire de la muqueuse. Proche de la structure des ganglions
lymphatiques, elle va contenir des follicules de cellules B et des follicules plus petits de cellules
T. Un épithélium d’une structure particuliere recouvre ces zones lymphoides, appelé
épithélium associé aux follicules et constitué d’'une couche de cellules épithéliales cylindriques
et d’'une couche appelée déme sous épithélial (Mowat 2003). Ce déme sous épithélial se
caractérise par des cellules spécialisées appelées cellules M, impliquées de fagon majeure
dans le transport des antigénes de la lumiére intestinale vers les tissus lymphoides via des
cellules dendritiques (Mabbott et al. 2013). Des microorganismes peuvent étre transportés de
cette fagon en restant intacts. On retrouve dans les PPs la grande majorité des types de

cellules immunitaires qui pourront participer ainsi a I'induction de la réponse immunitaire.

Les ganglions lymphatiques mésentériques

Les MLNs concentre le plus de ganglions lymphatiques a I'échelle de I'organisme et participent
a la filtration de la lymphe intestinale. Les lymphocytes stimulés dans les PPs vont recirculer
dans la lymphe et étre drainés vers les MLNs pour se différencier avant de migrer dans la

circulation sanguine a partir de laquelle ils pourront se localiser dans la muqueuse.
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Figure 26. Anatomie du systéme immunitaire digestif. L’épithélium intestinal constitue une barriére physique et

chimique séparant le microbiome de la lumiére intestinale et la lamina propria. (Abreu 2010)

2. Delinduction a la réponse effectrice

La réponse immunitaire tissulaire intestinale dépend ainsi d’'un cycle de migration des
lymphocytes, initialement naifs dans la circulation avant d’étre localisés dans les sites
inducteurs décrits ci-dessus. Aprés activation dans ces sites inducteurs, les lymphocytes
seront polarisés et expandus, pour former des cellules effectrices qui quitteront les tissus
lymphoides digestifs pour retourner dans la circulation avant d’étre redirigés vers la muqueuse

intestinale et exercer leurs fonctions.

L’adressage des cellules immunitaires de la circulation vers les sites inducteurs se fait par des
molécules d’adhésion endothéliales, incluant des sélectines permettant I'adhésion des
lymphocytes a I'endothélium des veinules post-capillaires ou high endothelial venule (HEV).
La L-selectine (CD62L) est exprimée par les LT naives et va se lier a MAdCAM-1 exprimé par
'endothélium des HEV des plaques de Peyer. Des chimiokines vont ensuite participer a
I'attraction des cellules et entrainer leur migration a travers I'endothélium grace a des liaisons
de haute affinités entre les intégrines des lymphocytes et les molécules d’adhésion de
'endothélium (Adams & Eksteen 2006). Ainsi, le récepteur de chimiokine CCR7 exprimé sur
les LT naives va interagir avec les chimiokines CCL19 et CCL21 présentes a la surface des
HEVs. L’intégrine 32 (LFA-1) va créer des liaisons fortes entre les LT et 'endothélium,

permettant alors leur extravasation vers les sites inducteurs (Von Andrian & Mackay 2000).
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Les lymphocytes des sites inducteurs vont étre activés au contact d’antigénes présentés
notamment par les CPA. Cette activation va entrainer la division cellulaire des lymphocytes et
une modification des molécules d’adhésion a leur surface pour orienter les cellules vers une
migration vers l'intestin (0437, CCR9, LFA-1, o431, CD44). Les cellules effectrices vont ainsi
recirculer des vaisseaux lymphatiques vers le sang avant de migrer vers la muqueuse
intestinale par les liaisons entre a4p7 et CCR9 exprimés sur les lymphocytes avec MAdCAM-
1 exprimés par les cellules endothéliales et CCL25 exprimé sur les cellules épithéliales. On
compte différents axes de chimiotactisme impliqués dans le recrutement intestinal : CCR9 plus
spécifique de l'intestin gréle, CCR®6 pour le recrutement des Th17 et Th1Th17, CCR5, CXCR4,
CXCR3, CX3CR1, qui peuvent agir dans des circonstances homéostasiques ou
inflammatoires (Streeter et al. 1988; Kunkel et al. 2000).

Lorsque les lymphocytes effecteurs rencontreront a nouveau I'antigéne au niveau de l'intestin,
une réponse anamnestique avec production notamment de cytokines pro-inflammatoires
telles que I'lFN-y, I'lL-17, le TNF-qa, ainsi que la lymphotoxine-a et I'lL-2 sera déclenché. Ces
cytokines pro-inflammatoires pourront agir sur les cellules endothéliales pour accroitre
I'expression des molécules d’adhésion et améliorer le recrutement des cellules immunitaires
vers lintestin (Von Andrian & Mempel 2003; Koboziev et al. 2010).

3. Les sites effecteurs

Les lymphocytes des sites effecteurs du GALT sont disséminés dans I'épithélium intestinal
(lymphocytes intra-épithéliaux) et dans la lamina propria afin de protéger la barriere

intestinale et s’assurer de son intégrité.

La lamina propria

Les lymphocytes de la lamina propria sont principalement des lymphocytes T effecteurs
mémoires CD4* et CD8" ainsi que des plasmocytes sécréteurs d’'IgA (Nagler-Anderson
2001).

Les plasmocytes sécréteurs d’IgA constituent la majeure partie des cellules B de la lamina
propria. Les IgA sont les immunoglobulines les plus fréquemment produites dans le tissus
intestinal. Elles peuvent se lier a leur cible par des liaisons de haute affinité afin de neutraliser

des éléments pathogénes telles que des bactéries invasives ou des toxines ; ou par des
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liaisons de basses affinité qui vont participer a éviter les liaisons de bactéries commensales a

I'épithélium intestinal (Farstad et al. 2000).

Les lymphocytes T ayant migré a partir des sites inducteurs vont résider dans la lamina propria
avec un profil de cellules effectrices mémoires a longue durée de vie qui vont
progressivement s’accumuler. En situation physiologique, les LT CD4 sont les lymphocytes T
les plus abondants de la lamina propria, avec un ratio 2:1 par rapport aux CD8. Les LT CD4
de la lamina propria sont le plus fréquemment des cellules activées exprimant le récepteur de
chimiokine CCRS5 servant de co-récepteur d’entrée pour le virus ainsi que l'intégrine B7, offrant
des conditions avantageuses au virus pour une infection au stade de primo-infection (Lapenta
et al. 1999; Poles et al. 2001; Brenchley et al. 2004; Mehandru et al. 2004). Les LT CD4
présentent des phénotypes de différentiation divers, avec une production d’IL-2, IFN-y, IL-17,
la présence de Trec producteurs d’IL-10 et de type Th3 producteurs de TGF- (Weiner 2001;
Mowat & Agace 2014). Le rOle des Tree est de contrdler la réponse inflammatoire pour
maintenir une tolérance immunitaire intestinale notamment aux antigénes
environnementaux (Powrie et al. 2003). Les lymphocytes Th47 vont eux participer a la défense
a la défense contre des agents pathogénes, principalement bactériens ou fongiques (Ishigame
et al. 2009). L’équilibre entre intégrité tissulaire et protection contre les agents pathogénes se
jouera dans I'équilibre entre les types de réponse des LT CD4. Le TGF-f participera a la fois
a la différentiation des LT helpers en Th+7 et Trec. En présence d’IL-6, la différentiation induite
par le TGF-3 sera en faveur de Th47, et en présence de TGF-B seul, la différentiation sera en
faveur d’un profil Treg (Veldhoen et al. 2006). L’acide rétinoique produit par les DC des sites
inducteurs de lintestin renforce l'induction en Trec et va inhiber la différenciation en Thiz
médiée par 'lL-6 (Mucida et al. 2007).

La lamina propria sera le siége de lymphocytes résidents mémoires (Trm). Ces Tru sont
caractérisés notamment par I'expression de CD69, un marqueur d’activation lymphocytaire
précoce qui sera réexprimé au sein des cellules résidentes mémoires (Sathaliyawala et al.
2013). CD69 permet de réguler le récepteur de la sphingosine-1 phosphate (S1P) qui participe
a la sortie des cellules intestinales de leur compartiment et a leur recirculation (Matloubian et
al. 2004; Shiow et al. 2006). CD69 permet ainsi aux cellules de rester dans le compartiment
ou les cellules vont rester résidentes. Les Tru CD8* sont également caractérisés par
I'expression de CD103 (correspondant a l'intégrine aef7), qui participe a la rétention tissulaire
et qui est peu exprimé par les CD4 (Masopust et al. 2006; Thom et al. 2015). Les Trwm
présentent des fonctions effectrices accrues comparativement aux autres lymphocytes T, en
faisant des acteurs majeurs dans la préservation de lintégrité de la muqueuse intestinale
(Kumar et al. 2017).
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La lamina propria est également le siége de cellules immunitaires innées incluant les
macrophages, les DC, les cellules lymphoides innées (ILCs), les polynucléaires et les
mastocytes. La muqueuse intestinale va ainsi inclure la majorité des macrophages de
I'organisme. Ces derniers vont étre indispensables a ’homéostasie de la muqueuse par leurs
capacités de phagocytoses et de médiateurs favorisant le maintien, le renouvellement et
l'intégrité des cellules épithéliales et de leurs jonctions. lIs participent a la différentiation des
LT CD4, notamment en Treg par production d’'IL-10 (Hadis et al. 2011). Des monocytes vont
migrer en permanence vers la muqueuse intestinale pour assurer le renouvellement de cette
population en se différenciant en macrophages dans le tissu, expliquant 'abondance de ces

cellules dans ce compartiment (Bain et al. 2014).

L’épithélium intestinal

L’épithélium intestinal est essentiellement composé de cellules épithéliales intestinales dont
les entérocytes sont les plus abondantes qui sont associés a des lymphocytes intra-
épithéliaux (IEL). Les IEL représentent un peu plus de 10% des cellules de I'épithélium
(Ferguson 1977).

Les IEL sont principalement composées de lymphocytes T CD8*, ainsi que de lymphocytes T
non conventionnels yd*. Les LT yd peuvent compter pour 15 a 50% des IEL, avec une majorité
de LT yd Vd1 (Juno & Eriksson 2019). On peut également compter des lymphocytes NK, moins
abondants. Il n’y est généralement pas retrouvé de LT CD4. Les lymphocytes T CD8 des IEL
proviennent de sites inducteurs intestinaux. Les IEL présentent un profil oligoclonal lié a des
expansions clonales itératives secondaires a I'exposition a certains antigénes (Probert et al.
2007).

L’épithélium intestinal est constitué d’entérocytes, de cellules caliciformes et de cellules de
Paneth et participe a deux réles principaux dans le maintien d’'un équilibre entre la réponse
immunitaire locale et le microbiome intestinal : un rdle de "ségrégation" et un rble de
"médiation". La ségrégation repose le role de barriére physique et chimique séparant le
microbiome du systéme immunitaire. La barrieére physique est permise par des jonctions
serrées qui vont rendre occlusives I'espace entre les cellules épithéliales, le glycocalyx qui
recouvre les microvillosités des cellules épithéliales ainsi que le mucus sécrété par les cellules
caliciformes qui recouvre la muqueuse intestinale essentiellement au niveau du colon, mais
pas ou peu au niveau du gréle (Okumura & Takeda 2017). La barriére chimique repose quant
a elle sur des molécules sécrétées, notamment aprés stimulation par I'lL-17 et I'lL-22 des Thz
et Thy, respectivement (Liang et al. 2006). Elles ont également un réle de médiateur en

participant activement au passage d’antigenes vers les CPA par les cellules M qui permettront
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d’activer efficacement la réponse immunitaire ; et en produisant des cytokines et chimiokines
nécessaires au recrutement, au maintien et a [l'activation des cellules immunitaires

avoisinantes (Okumura & Takeda 2017).

L’intestin est le siége d’'un réservoir viral intestinal majeur, entrainant une réplication
résiduelle virale locale, pouvant correspondre sous traitement antirétroviral a une production
de particules virales non infectieuses, mais pouvant participer a I'activation immunitaire
locale et a I'inflammation chronique. Par ailleurs, les effets directs de linfection sur la
réponse immunitaire, notamment par un effet délétére a long terme méme sous traitement par
altération quantitative des LT CD4 de la lamina propria et par altération fonctionnelle de la
réponse immunitaire globale vont fragiliser la barriére intestinale, et générer une dysbiose

intestinale, participant également a l'inflammation systémique.

1. Persistance du virus au niveau intestinal

Le modele d’infection par le SIV a permis de mettre en évidence la déplétion précoce de
lymphocytes T CD4 de la lamina propria par rapport aux autres compartiments (Veazey et al.
1998). Ceci a également pu étre observé par la suite au cours de l'infection par le VIH-1,
montrant que le virus va cibler ces LT CD4 intestinaux dés la primo-infection. La richesse en
lymphocytes T CD4* CCR5" activés favorisent 'infection virale au stade précoce de la maladie
(Brenchley et al. 2004). Le traitement antirétroviral ne permet pas de restaurer de facon
compléte les lymphocytes T CD4 de la lamina propria, malgré que les T CD4 circulants ou au
niveau des PPs et MLNs soient restaurés (Guadalupe et al. 2003; Mavigner et al. 2012).
L’initiation d’'un traitement a un stade précoce permet d’améliorer la restauration des LT CD4
de la lamina propria mais cette déplétion reste incompléte dés que le traitement est initié a
partir du stade Fiebig Il correspondant a environ 25 jours suivant l'infection, et un western-

blot pour le diagnostic du VIH-1 incomplet.

Les lymphocytes T CD4 constituent ainsi un réservoir viral précocement au cours de l'infection
et participer a la persistance du VIH-1 au niveau intestinal. Le réservoir viral intestinal est
quantitativement plus important (ADN VIH-1) chez les personnes sous ARV par rapport aux
PBMC, avec un ratio 5 a 10 fois plus élevé par million de CD4 dans l'intestin par rapport au
sang (Chun et al. 2008; Mavigner et al. 2012; Vellas et al. 2024). La quantité d’ADN et d’ARN
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VIH-1 peut également varier en fonction des segments anatomiques de lintestin:
duodénum, jéjunum, iléon et colon. Une augmentation de 'ADN VIH-1 a été observé dans un
gradient allant du duodénum jusqu’au rectum (Yukl et al. 2010). Par ailleurs, nous avons pu
montrer que ce réservoir intestinal était particulierement enrichi en ADN proviral intact au
niveau du colon, faisant de ce compartiment un site majeur a cibler pour des stratégies visant
a éviter le rebond viral a l'arrét du traitement (Vellas et al. 2024). L’intestin renferme prés de
50 a 80% des lymphocytes de I'organisme, en faisant donc un siége quantitatif de cellules
potentiellement infectés prépondérant. L'effet du type de traitement antirétroviral sur la
modulation de ce réservoir viral intestinal, sans montrer de différence majeure. Le switch d’'un
traitement depuis un inhibiteur de protéase boosté au ritonavir (IP/r) vers le dolutégravir (DTG,
inhibiteur d’intégrase) ; ou la comparaison de personnes recevant du raltégravir (RAL) par
rapport a des personnes recevant du DTG n’a ainsi pas été associé a des modifications dans
I’ADN ou ARN viral VIH-1 au niveau intestinal ou sanguin (Weber et al. 2018; Morén-Lopez et
al. 2019), et ce alors que les concentrations en DTG dans les tissus rectaux ont été estimé a
17 % de celles dans le plasma (Greener et al. 2013) et que le RAL a en comparaison des
concentrations dans le tractus gastro-intestinal 600 fois plus élevées que dans le plasma
(Patterson et al. 2013). La persistance du réservoir viral intestinal, tel que décrit
précédemment, pourrait étre lié a une réplication virale résiduelle (Lorenzo-Redondo et al.
2016) et/ou a une prolifération clonale des lymphocytes hébergeant des provirus latents
(Chomont et al. 2009).

L’étude de la compartimentalisation du réservoir intestinal du VIH-1, soit le reflet de sa capacité
a migrer et interagir avec d’autres compartiments siége de réservoir, a montré I'absence
d’évolution significative des quasi-espéces de la muqueuse recto-sigmoidienne avant
traitement et prés de 2 ans aprés, suggérant 'absence de réplication de novo du virus a ce
niveau (Evering et al. 2012). Néanmoins, si une compartimentalisation a pu étre montrée au
début de linfection entre le sang et I'intestin, celle-ci semble disparaitre au stade chronique
sous traitement, avec des séquences communes dans le duodénum et le sang (Rozera et al.
2014). Il est a noter que cette compartimentalisation pourrait dépendre de I'étage intestinal
étudié. Dans notre étude EP61 GALT, une compartimentation entre intestin et sang et entre
les différents segments intestinaux d’'un méme patient était retrouvée chez environ un tiers
des patients sous ARV (Vellas et al. 2024).

La persistance du VIH-1 au niveau intestinal pourrait étre liée a d’autres cellules réservoirs
que les LT CD4, telles que les cellules myéloides intestinales (Josefsson et al. 2013; Yukl
et al. 2014). Nous avons pu montrer que ce réservoir était quantitativement faible, pouvait
inclure du provirus intact et pouvait avoir une compartimentalisation dans les macrophages,

bien qu’il ne semble pas dépendre d’un tropisme particulier pour les cellules myéloides (Vellas
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et al. 2024). Le mécanisme d’entrée de ces virus dans les cellules myéloides intestinales n'est
donc pas clairement élucidé. Les macrophages intestinaux n’auraient que des bas niveaux
des récepteurs d’entrée CD4 et CCRS5 et une faible propension a s’activer par la voie NFkB,
les rendant moins sensibles a l'infection (Shen et al. 2011). Une contamination au stade de
monocyte avant une migration dans le compartiment intestinal et la différentiation en

macrophage est également envisageable (Shen et al. 2009; Brown & Mattapallil 2014).

2. Impact du VIH-1 sur les sous-populations lymphocytaires T CD4* du compartiment

intestinal

La déplétion en lymphocytes T CD4 dans la muqueuse intestinale cible particuliérement
les lymphocytes Th47, importants dans leur réle pour la défense de la muqueuse contre les
infections bactériennes et fongiques (Brenchley et al. 2006, 2008). Cette déplétion de LT CD4
Th47a été observé a différents étages de I'intestin, alors que les Ths semblent préservés, avec
une augmentation de leur proportion ainsi que de celle des LT CD8 effecteurs. Les Th1 et
lymphocytes T CD8 effecteurs mémoires, producteurs d’'IFNy sont recrutés dans la muqueuse
intestinale entre autre par 'axe de chimiotactisme du récepteur CXCR3 exprimé par ces
cellules en réponse a ses ligands CXCL9/10/11 dont la production est induite par l'infection
virale et/ou les translocations du microbiote intestinal observé au cours de l'infection par le
VIH-1 (Loiseau et al. 2019).

Au contraire, I'axe de chimiotactisme CCR6/CCL20, participant au recrutement des Th+7, serait
dysfonctionnel au cours de l'infection par le VIH-1, avec une diminution de I'expression de
CCL20, contribuant ainsi au défaut de restauration de ces cellules dans la muqueuse
intestinale. Cette diminution d’expression de CCL20 pourrait étre induite par les Treg,
augmentés dans la muqueuse intestinale, entrainant un déséquilibre entre Th17/Trec dans la
lamina propria (Loiseau et al. 2016). Par opposition, les lymphocytes Thy, également déplétés
au cours de la primo-infection, et également recrutés par cet axe de chimiotactisme, pourront
étre complétement restaurés au stade chronique sous ARV par l'utilisation d’'un axe de
chimiotactisme alternatif CCR10/CCL28 (Kok et al. 2015; Nayrac et al. 2021).

Il est a noter que lors de l'infection par le SIV, la déplétion en Ths7 n’est retrouvée que parmi
les espéces de singe qui peuvent évoluer vers le stade SIDA, tandis que les Th47 intestinaux

des singes contrblant l'infection étaient préservés (Raffatellu et al. 2008; Favre et al. 2009).

La persistance d’une activation induite par le réservoir du VIH-1, et les signaux d’épuisement

cellulaire, pourraient également contribuer au défaut de reconstitution des lymphocytes T CD4.
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3. Rupture de l'intégrité de la barriere muqgueuse et dysbiose intestinale au cours de

I'infection par le VIH-1

L’infection chronique par le VIH-1 entraine, notamment par la fragilisation de la barriere
muqueuse intestinale, une dysbiose intestinale et une translocation microbienne a travers
la muqueuse vers la circulation systémique. Ces translocations et I'activation immunitaire
intestinale chronique ne sont pas retrouvées chez les singes Sooty Mangabeys infectés par le
SIV. Ces dernier n’évoluent pas vers le stade SIDA, suggérant un impact de cette inflammation

intestinale sur I'évolution de la maladie (Brenchley et al. 2006).

Au niveau tissulaire, il a été observé une atrophie des villosité de la muqueuse intestinale et
une hyperplasie des cryptes chez les personnes vivant avec le VIH-1 non traités (Epple et al.
2009). La rupture de l'intégrité de la barriére intestinale est en grande partie liée a un
phénomeéne d’apoptose touchant les cellules épithéliales intestinales, survenant précocement
au cours de l'infection (Li et al. 2008). Il existe également une altération des jonctions serrées
par modification d’expression de certaines protéines (claudines 1, 2, 4, occludine, ZO-1), qui
pourrait étre liée a la sécrétion de TNFa par les cellules épithéliales lors du contact avec la
Gp120 virale (Nazli et al. 2010). Cette perte d’intégrité facilite la translocation de bactéries et

particules bactériennes a travers la muqueuse, comme le LPS.

La dysbiose intestinale observée au cours de linfection par le VIH-1 se caractérise
notamment par une diminution de la diversité bactérienne ; une diminution du genre
Bacteroides, des familles Lachnospiraceae, Rikenellaceae, et du phylum Bacillota (ancien
Firmicutes) (notamment Lactobacillus sp), une augmentation des Prevotella, des
Pseudomonadota (ancien Proteobacteria) (Enterobacteriaceae), et des Fusobacteriota
(ancien Fusobacteria) (Figure 27) (Lozupone et al. 2013; Dillon et al. 2014; Dinh et al. 2015;
Noguera-Julian et al. 2016; Lee et al. 2018; Vujkovic-Cvijin & Somsouk 2019). La plupart de
ces études proviennent d’analyses du microbiote rectal ou issue de selles, limitant ces
parameétres a certains étages intestinaux, d’autant plus que la composition du microbiote va
également varier de fagon physioloque selon le segment du tractus intestinal. Cette dysbiose
persiste au cours de l'infection chronique et n’est pas corrigée par le traitement antirétroviral.
Des similarités ont pu étre observées au cours de maladies inflammatoires chroniques des

intestins telle que la maladie de Crohn (Lozupone et al. 2013).

91



Protecbacteria{ A A A A A A A A A AAA A
Enterobacteriaceae { A\ A A A A A A A Ale Cas;e:%;:omrots
matched for
Desulfovibrionaceae { A\ VAA A A gender/sexual
Erysipelotrichaceae A A A A v A A A A A A A preference
Fuscbacteria 4 A A A A A A Al 'r\:fseg(-;gr: 1(7;2;\3
i ubj
Bacteroides { W vVv v \ A 4 v v and unreported in
Ruminococcaceze{ W W W VIVAY VVvYY v A controls
——— VVIVVV| VYV  VAA|o ey
Rikenellaceae - v A A 4 v v A 4 v infected and
Prevotella 1 v A v A A A A A gg:ﬁ;?:ed o
m € © W @ W © @ ® W o+ € w w ® D
No change/ 3 T 3 3 % 5 % % % %% 5 3 3 % %
Mixed results § 23 8 § ¢ = P 3 é » § & £ % & .3
v Depleted in HIV i e : T ° Z ¢ o § é & g 16 m’ :: o
A EnichedinHIV £ o - ® § 0 Q 3
> z ¥ £
e ® g o
> o]
o]

Figure 27. Profils du microbiote intestinal observés chez les individus vivant avec le VIH-1 par rapport aux
individus non infectés. Recensement des différentes études comparant les profils du microbiote (axe x). En bleu
sont indiqués les clades appauvris, en rouge les clades enrichis, et en gris ceux inchangés chez les individus
infectés comparés aux individus non infectés. (Vujkovic-Cvijin & Somsouk 2019)

Cette dysbiose au cours de linfection par le VIH-1 est multifactorielle :

D’une part, la perte de fonctionnalité du systéme immunitaire inné et adaptatif induite par
l'infection par le VIH-1 réduisent les capacité de 'organisme a maintenir un équilibre avec le
microbiote commensal. L’augmentation de la tolérance induite par les Treg au détriment des
moyens de défense des Thi7 favorise une plus grand permissivité aux infections bactériennes.
Certaines espéces bactériennes peuvent accentuer le déséquilibre Trea/Th47 par l'induction
de la production de dérivés de la kynurénine issus du métabolisme du tryptophane par IDO-1

qui vont agir directement sur les lymphocytes T (Favre et al. 2010; Vujkovic-Cvijin et al. 2013).

On observe également une sélection de bactéries tolérantes a l'inflammation sous-jacente,
telles que certains Enterobacteriaceae, famille composée de nombreuses bactéries pro-
inflammatoires, flagellés et mobiles, capables de translocation (E. coli, Salmonella,
Pseudomonas...). Chaque espéce bactérienne est capable d’induire un type de réponse
immunitaire spécifique, en induisant des signaux variables selon les TLR activés. Ceci va
secondairement perturber la régulation des signaux de costimulation ou de co-inhibition
(Spindler et al. 2022; Park et al. 2023). De plus, les bactéries pro-inflammatoires pourraient

utiliser les espéces réactives de 'oxygéne générées au cours de l'inflammation pour leur
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chaine respiratoire, dans une boucle d’auto-amplification favorisant leur homéostasie dans le
cadre de l'inflammation qu’elles pourront induire par elle-méme (Winter et al. 2010). Cette
propriété participe a leur sélection initiale en leur conférant un avantage compétitif par rapport
aux autres bactéries endogénes dans le contexte de I'inflammation chronique sous-jacente au

cours de l'infection VIH-1.

La dysbiose intestinale est associée a une augmentation de I'inflammation muqueuse et
systémique chez les patients infectés. L’augmentation de Prevotella observé au cours de
linfection a été corrélée a I'activation immunitaire de la muqueuse intestinale (cellules T et
mDC du colon activés) et a I'activation immunitaire systémique (Dillon et al., 2014). A partir de
selles de personnes vivant avec le VIH-1 non traité, il a pu étre mis en évidence aprés
purification des espéces bactériennes que celles-ci peuvent induire une activation plus
importante des monocytes et des lymphocytes T que les bactéries de personnes non infectées.
La comparaison avec des selles de PVVIH traités ne montrait qu’une réduction partielle de

cette activation immunitaire (Neff et al. 2018).

Le microbiote intestinal pourrait également étre un marqueur de la réponse immunitaire
associée au controle de l'infection par le VIH-1. Ainsi, dans le cadre d’'un essai thérapeutique
avec administration d’'un agent réverseur de la latence (Romidepsine) en association avec un
vaccin thérapeutique (MVA.HIV-1consv), suivie d’'une interruption analytique de traitement
ARV (ATI), il a été montré que les patients présentant un contrdle de la virémie post-
interventionnelle présentaient un rapport Bacteroidales/Clostridiales plus élevé par rapport aux
non-contréleurs et que ce rapport était inversement corrélés a la taille du réservoir du VIH-1

dans le sang périphérique (ADN et ARN VIH-1) (Borgognone et al. 2022).

Le microbiote transloqué, par sa diversité et sa composition, peut ainsi étre une signature
de I'évolution immuno-virologique : la réduction du ratio entre les Serratia et autres genres
bactériens a pu étre montré comme étant en lien avec I'amélioration de lintégrité de la
muqueuse intestinale, tandis que son augmentation hors traitement ou a [linitiation des
traitements pourrait étre un reflet de mécanismes inflammatoires systémiques (Nganou-
Makamdop et al. 2021).

Le microbiote intestinal semble ainsi étre un acteur clé dans lactivation du systéme
immunitaire de I'héte et de l'inflammation systémique (Neff et al. 2018; Zheng et al. 2020).
L’effet direct du microbiote sur le réservoir viral reste peu caractérisé. Il a cependant été montré
in vitro que des bactéries plus fréquemment retrouvées chez les PVVIH comme Escherichia
coli ou Acinetobacter baumannii, participent a I'activation des LT CD4 infectés et renforceraient
la réplication du VIH-1 par induction de la translocation nucléaire de NF-kB (Znaidia et al.
2023)
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Figure 28. Manifestations pathologiques observées au niveau intestinal au cours de l'infection par le VIH-

1/SIV. La diminution des cellules T CD4* se produit des la primo-infection par le VIH-1. La production de cytokines
inflammatoires entraine une altération de la barriere intestinale et une translocation microbienne, participant a
'inflammation locale et favorisant la réplication virale. Lors de I'infection chronique, il est observé une dysrégulation
de limmunité muqueuse et une réduction de la production de peptides antimicrobiens (AMP) favorisant la
prolifération bactérienne et une altération de I'expression des récepteurs de reconnaissance des motifs microbiens
(PRR) (Crakes & Jiang 2019)
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V. AXE DE CHIMIOTACTISME CX3CR1-CX3CL1

Les chimiokines sont des molécules impliquées dans le trafic cellulaire en attirant des
cellules dans des milieux donnés par un gradient chimioattractant via leur récepteur de
chimiokine. Elles peuvent étre produites sur des sites d’inflammation et conditionner le
recrutement — et donc le type de réponse — de cellules immunitaires (Zlotnik & Yoshie 2000).
La plupart des chimiokines sont des protéines sécrétées, réparties initialement en trois familles
selon un motif cystéine distinct dans leur partie amino-terminale : CXC, CC, et C, ou C est une
cystéine et X n'importe lequel des acides aminés (Wells et al. 1996). Une 4°™ famille de
chimiokine, porteuse du motif CXsC, a été décrite en 1997 (Bazan et al. 1997) a partir de
cellules non-hématopoiétiques. Contrairement aux autres familles de chimiokines, les
chimiokines CX3C sont des protéines pouvant exister a la fois sous une forme membranaire
et sous une forme soluble, clivée. La forme soluble peut alors agir comme un chimioattractant,
tandis que la forme membranaire peut également participer a I'adhésion des cellules. A ce
jour, une seule chimiokine de la famille CX3C a été décrite : CX3CL1, également appelée
fractalkine. Cette méme protéine a été décrite la méme année par une deuxiéme équipe dans
un modéle d’inflammation cérébrale murine et désignée initialement sous le terme de

neurotactin (Pan et al. 1997).

1. Structure protéique
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Figure 29. Structure schématique de la protéine CX3CL1. Adapté de Umehara et al., 2004.
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CX3CL1 est une protéine de 373 acides aminés, dont le géne se trouve sur le chromosome
16 (Umehara et al. 2004). Les 76 premiers acides aminés de la partie extra-cellulaire
correspondent au domaine chimiokine contenant le motif CX3C. Cette partie est reliée a la
membrane cellulaire par une queue analogue a la mucine, suivie dun domaine
transmembranaire et d’'une partie intracytoplasmique terminale (Figure 29). Un potentiel site
de clivage dibasique permettant la partition de la forme membranaire en une forme libre se
situe entre la queue et la partie transmembranaire, mais son utilité réelle dans le clivage de
CX3CL1 est discuté, et un motif structurel au sein de la queue extra-membranaire pourrait étre
impliqué (Garton et al. 2001). Le domaine chimiokine permet la liaison avec le récepteur
CX3CR1 exprimé notamment a la surface de cellules immunitaires (Imai et al. 1997). La queue
analogue a la mucine est nécessaire a la présentation du domaine chimiokine mais ne

participe pas en elle-méme aux propriétés d’adhésion cellulaire.

2. Cellules endothéliales et expression de CX3CL1

Les cellules endothéliales font partie des principales cellules exprimant la fractalkine.
Cette expression est notamment induite en contexte inflammatoire (Bazan et al. 1997).
L’expression de fractalkine a la surface de I'endothélium favorise d’'une part I'adhésion et la
migration des cellules CX3CR1*, mais également la migration de ces cellules en réponse a
d’autres chimiokines (Nishimura et al. 2002). En effet, Nishimura et al. ont montré sur des
lignées de cellules ECV304 que la transfection de CX3CL1 augmentait la migration des
cellules CX3CR1* en réponse aux chimiokines MIP-13 (CCL4) ou I'lL-8 (CXCL8). La migration

des cellules pouvait se faire indépendamment de I'action d’intégrines (Fong et al. 1998).

Néanmoins, I'excés de recrutement vasculaire de cellules CX3CR1* par I'endothélium peut
avoir des conséquences néfastes, participant a la physiopathologie de la formation de plaques
d’athérosclérose et de maladies cardiovasculaires (Figure 30). La transcription de CX3CL1
est augmentée au sein des plaques calcifiées d’athérosclérose et des cellules endothéliales
activées (Greaves et al. 2001; Akhtar et al. 2024). L'immunomarquage d’artéres coronaires
normales ne retrouvait pas d’expression de CX3CL1, tandis qu’elle était plus marquée en cas
d’athérosclérose, de diabéte de type 2, ou de maladie vasculaire sur transplant coronarien
(Wong et al. 2002). Un polymorphisme du géne de CX3CR1 est par ailleurs associé au risque
de maladie coronaire (Moatti et al. 2001; McDermott et al. 2001). L’expression de fractalkine
sur des cellules endothéliales inflammatoires participe a l'adhésion plaquettaire et a
I'expression de P-sélectine a leur surface, qui vont a leur tour participer a 'accumulation de

leucocytes a l'origine des mécanismes inflammatoires de I'athérosclérose (Schulz et al. 2007).
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Un traitement par anticorps anti-CX3CR1, bloquant la liaison entre le récepteur et son ligand,
permettait d’améliorer la durée de survie d’une allogreffe cardiaque sur modéle murin
(Robinson et al. 2000), qui était également améliorée dans des modéles de souris CX3CR17
(Haskell et al. 2001). L'expression de CX3CL1 peut étre induite sur I'endothélium par
l'interaction avec des monocytes pro-inflammatoires CD16* CX3CR1* (Roy-Chowdhury et al.
2021).
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Figure 30. Effet de la fractalkine et de CX3CR1 sur P’athérosclérose. La fractalkine facilite 'adhésion et la
migration de monocytes (et de lymphocytes T) a I'endothélium, a la fois par sa forme soluble et membranaire. Celle-
ci peut étre médiée ou non par des intégrines endothéliales. Le LDL oxydé favorise la sécrétion de TNF-a qui lui-
méme stimulera la transcription de CX3CL1. La liaison des macrophages aux cellules musculaires lisses via
CX3CL1/CX3CR1 contribue a la migration et la prolifération des cellules musculaires lisses dans le tissu vasculaire.
La fractalkine peut également interagir avec les plaquettes dans le développement de I'athérosclérose. (Liu & Jiang
2011)

La fractalkine peut également contribuer au recrutement de cellules immunitaires dans tous
les tissus vascularisés via I'endothélium, tel que la peau, les reins ou le poumon, et participer
aux pathologies inflammatoires de certains compartiments (Raychaudhuri et al. 2001; Ito et al.
2002; Zhang et al. 2012; Staumont-Sallé et al. 2014).
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3. Cellules épithéliales et expression de CX3CL1

Epithélium intestinal

L’expression de CX3CL1 a été décrite au niveau de I'épithélium de plusieurs étages
intestinaux, et en particulier au sein des cellules caliciformes (Kim et al. 2011). Le rble de la
surexpression de CX3CL1 au sein des cellules caliciformes n’est a ce jour pas élucidé.
L’expression épithéliale de la fractalkine participe a la formation de dendrites
transépithéliaux a partir de cellules dendritiques CX3CR1* et de macrophages CX3CR1* de
la lamina propria, permettant a ces derniéres de capter des antigénes de la lumiére intestinale
(Niess et al. 2005; Kim et al. 2011). Il a été montré sur des modeéles de souris déficientes en
CX3CL1 que la correction de ce déficit contribuait a restaurer la barriére épithéliale (Kim et al.
2011). La forme soluble suffirait a rattraper le déficit de la forme membranaire épithéliale dans
la formation des dendrites transépithéliaux, mais pas dans la migration de monocytes
CX3CR1* sanguins.

L’'axe CX3CL1-CX3CR1 pourrait également participer a la régulation de la réponse
inflammatoire intestinale, et semble important pour le recrutement de macrophages résidents-
tissulaires producteurs d’IL-10 (Hadis et al. 2011). Paradoxalement, les colites induites par le
DSS semblent induire une accumulation de cellules CX3CR1* inflammatoires au niveau
tissulaire, amélioré par la déficience en CX3CR1 (Kostadinova et al. 2010). Cette étude n’avait
pas étudié l'effet de la déficience en fractalkine, qui pourrait participer a des fonctions
intestinales multiples (Figure 31). Dans le cadre des maladies inflammatoires de l'intestin, la
fractalkine semble augmentée au niveau de I'épithélium intestinal et favorise le recrutement
de lymphocytes T effecteurs cytotoxiques et pro-inflammatoires (Sans et al. 2007; Kobayashi
et al. 2007). CX3CL1 pourrait donc contréler un équilibre entre cellules effectrices
inflammatoires et cellules régulatrices, exprimant CX3CR1. Cette hypothése est renforcée par
I'effet protecteur de macrophages CX3CR1" en cas de stimulation par la toxine A de
Clostridioides difficile (Inui et al. 2011), et 'amélioration de la réponse antibactérienne
CX3CR1* au cours d’infection intra-péritonéale par administration de CX3CL1 (Ishida et al.
2008). En outre, les macrophages intestinaux CX3CR1* semblent passer d’'un phénotype
CX3CR1" vers un phénotype CX3CR1" associé aux dommages intestinaux en contexte pro-
inflammatoire, tel que l'infection aigue par le SIV ou le SARS-CoV-2 (Cavarelli et al. 2022; Hua
et al. 2024). La modulation du type de réponse pourrait dépendre de co-facteurs moléculaires

et du type de signal inducteur.
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Figure 31. Fonctions de I'axe de chimiotactisme CX3CL1/CX3CR1 dans I'épithélium intestinal. (Réalisé
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Epithélium rénal

En addition de son expression sur I'endothélium rénal, CX3CL1 est exprimé au sein de
I'épithélium tubulaire et des podocytes, participant au chimiotactisme tissulaire (Cockwell
et al. 2002; Von Vietinghoff & Kurts 2021). L’expression de CX3CL1 au niveau de I'épithélium
tubulaire participerait a I'adhésion de cellules mononuclées, notamment des monocytes et
cellules NK, et serait associée aux dommages tissulaires retrouvés notamment en cas
d’'inflammation rénale aigue ou faisant suite a une transplantation rénale (Chakravorty et al.
2002). Les sites d'expression de CX3CL1 concordaient avec linfiltration des cellules
CX3CR1+ dans diverses pathologies rénales, certaines centrées sur I'endothélium
glomérulaire dans le cas des glomérulonéphrites, et d’autres sur I'épithélium tubulaire dans le

cadre des atteintes tubulo-interstitielles (Segerer et al. 2002) (Figure 32).
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E Septic kidney injury: Kidney transplant rejection:
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b X Diabetic nephropathy:
@ | Kidney Infection: > possibly profibrotic
g - Protection against
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c -> Aggravation injury: obstruction (UUO):
zo - conflicting data - conflicting data
Acute kidney diseases Chronic kidney diseases

Figure 32. Roles de CX3CR1 et CX3CL1 dans les maladies rénales. (Von Vietinghoff & Kurts 2021).

Epithélium pulmonaire

CX3CL1 est exprimé par les cellules épithéliales bronchiques et alvéolaires de facon
physiologique, et peut étre induit en contexte inflammatoire pour participer au recrutement de
monocytes au sein des alvéoles pulmonaires (Fujimoto et al. 2001; Landsman et al. 2007). La
consommation de tabac ou les mécanismes allergiques peuvent également favoriser la

stimulation de cet axe de chimiotactisme (McComb et al. 2008; Mionnet et al. 2010).
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Epiderme

L’expression de CX3CL1 a été rapportée sur les kératinocytes, notamment en situation

pathologiques tel que le lichen plan et le psoriasis (Sugaya et al. 2003).

4. Autres cellules exprimant CX3CL1

Cellules stromales, cellules de la lignée monocytaire et dendritique

La fractalkine est globalement exprimée au sein des cellules stromales, et sur les cellules
myéloides (monocytes, macrophages, cellules dendritiques) des différents tissus. Au
niveau vasculaire, 'expression de CX3CL1 a pu étre observée sur des macrophages, des
myofibroblastes et des cellules musculaires lisses, notamment dans la media artérielle,
participant a leur implication dans les maladies cardio-vasculaires (Wong et al. 2002), ainsi
que sur des cellules mésangiales rénales (Ito et al. 2002). La liaison d’'une cellule CX3CR1*
aux cellules musculaires lisses CX3CL1" participe a la prolifération des cellules musculaires
lisses. CX3CL1 augmente également l'entrée des lipoprotéines oxydées au sein des
monocytes/macrophages, favorisant la formation de cellules spumeuses impliquées dans

I'athérosclérose (Wong et al. 2016).

L’expression de fractalkine a également été rapportée au sein de tissus synoviaux, sur des
fibroblastes, macrophages, et cellules dendritiques et pourrait participer a la physiopathologie
de certaines pathologies rhumatismales inflammatoires (Ruth et al. 2001, 2001; Nanki et al.
2002; Sawai et al. 2005). Il a notamment été montré que I'expression de CX3CL1 sur les
ostéoclastes et les interactions de ces derniéres avec les cellules immunitaires CX3CR1*
pourraient participer aux mécanismes impliqués dans l'ostéoporose (Wojdasiewicz et al.
2019).

Le réle des monocytes exprimant la fractalkine a également été décrit dans la physiopathologie
de nombreuses maladies rénales, digestives ou pulmonaire notamment, avec des interactions
similaires entre ces monocytes, I'épithélium ou 'endothélium, et les cellules stromales sous-

jacentes.
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Neurones

Au sein du systéme nerveux central, les neurones expriment fortement CX3CL1, tandis que
la microglie semble étre plus abondante en cellules exprimant CX3CR1 (Nishiyori et al. 1998).
La fractalkine est ainsi impliquée dans diverses pathologies inflammatoires du systéme
nerveux central (Mendiola et al. 2022), ainsi que dans la maladie d’Alzheimer (Fan et al. 2019).
La partie intra-cellulaire de CX3CL1 pourrait étre libérée lors du clivage de la protéine, puis
transloquée en intra-nucléaire, en participant a la régulation transcriptionnelle, et semblant

favoriser la neurogénése.

Mésothélium

L’expression de CX3CL1 a également été rapportée sur des cellules mésothéliales, mais les

données de la littérature sur ces cellules sont limitées (Helmke et al. 2021).

5. Propriétés de la forme soluble de CX3CL1

La forme soluble de la fractalkine remplit un rdle dans la migration des cellules
immunitaires CX3CR1*, de fagon similaire aux autres chimiokines. Elle peut favoriser la
migration trans-endothéliale des cellules en réponse a un gradient de la chimiokine (Imai et al.
1997). Ainsi la transfection directe de la forme soluble au sein de certains tissus tumoraux peut
suffire a induire un effet anti-tumoral, probablement par le recrutement de cellules effectrices
(Vitale et al. 2007). CX3CL1 peut par ailleurs induire par elle-méme une angiogenése au sein
des tissus. Il a en effet été montré que certaines cellules endothéliales pouvaient exprimer le
récepteur CX3CR1, et que la forme soluble de CX3CL1 pourrait participer a I'angiogenése
délétére au niveau synovial au cours de la polyarthrite rhumatoide (Ruth et al. 2001).
L’administration de fractalkine soluble pourrait également augmenter les propriétés

cytolytiques de cellules NK CX3CR1* contre I'endothélium vasculaire (Yoneda et al. 2000).

La forme soluble de CX3CL1 peut étre directement mesurée dans le plasma, et peut servir de
biomarqueur en lien avec les propriétés biologiques de cet axe de chimiotactisme. La
fractalkine soluble est ainsi corrélée a la gravité d’'un sepsis (Hoogendijk et al. 2015), peut étre
augmentée dans les formes Iégéres a modérées de maladie d’Alzheimer (Kim et al. 2008), est
également corrélée a d’autres biomarqueurs inflammatoires et métaboliques tel que I'lL-6,
Apo-B, le LDL-cholestérol et I'insuline (Franco et al. 2013), est prédictif de mortalité,

notamment cardiovasculaire, avec des niveaux réduits sous inhibiteurs de I'enzyme de
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conversion (Richter et al. 2012), et est augmentée dans les maladies allergiques (Rimaniol et
al. 2003). L’élévation de la forme soluble de CX3CL1 n’est donc que peu spécifique d’un
processus inflammatoire particulier, mais pourrait servir d’'indicateur de risque. Sa valeur
pronostique reste néanmoins limitée, son niveau n’étant pas parfaitement corrélé aux stades

des maladies cardio-vasculaires (Apostolakis & Spandidos 2013).

6. Régulation de I'expression de CX3CL1

Les principaux facteurs connus pouvant induire I'expression de la fractalkine sont des
molécules pro-inflammatoires, incluant le TNF-a, 'lFN-y, I'lL-1 et le LPS (Harrison et al. 1999;
Imaizumi et al. 2000). Ces données semblent consistantes entre les différents types cellulaires
exprimant CX3CL1 (Chakravorty et al. 2002; Matsumiya et al. 2010; Roy-Chowdhury et al.
2021). Un effet synergique du TNF-a et de I'lFN-y a été rapporté (Matsumiya et al. 2010).
L’angiotensine-Il pourrait également participer a la stimulation de production de CX3CL1 par
I'endothélium ou les cellules musculaires lisses, avec un mécanisme pouvant dépendre du
TNF-a (Rius et al. 2013; Li et al. 2020). La stimulation induite par le TEN-a est médiée par la
voie de signalisation NF-kB, et la fractalkine peut induire sa propre expression par les voies
de signalisation PI 3-kinase/PDK1/Akt/NIK/IKK/NF-kB (Chandrasekar et al. 2003). L’ampleur
de l'effet de la stimulation par le TNF-a peut étre plus important en contexte pathologique,

comme en cas de maladies inflammatoires chronique intestinales (Sans et al. 2007).

Une autre situation de stress cellulaire, I'hypoxie, peut également induire I'expression de
CX3CL1 sur I'endothélium vasculaire (Zhang et al. 2012).

Les forces de cisaillement a la surface des cellules endothéliales, correspondant aux forces
multidirectionnelles exercées par le flux sanguin a la surface apicale des cellules de la paroi
vasculaire (« shear stress »), peuvent participer au niveau d’expression de CX3CL1. Ainsi, in
vitro, en absence de forces de cisaillement, ou a un faible niveau, I'expression de CX3CL1 est
naturellement induite (Babendreyer et al. 2017). Elle est au contraire réduite en présence de

forces importantes de cisaillement.

Le niveau d’expression de CX3CL1 au sein des macrophages peut étre induit par I'lL-4, bien
que l'effet semble faible (Greaves et al. 2001). D’autres données sur des cellules endothéliales
montrent au contraire que I'lL-4 (ainsi que I'lL-13) pouvaient réduire I'effet inducteur du TNF
(Fraticelli et al. 2001).
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7. Clivage de CX3CL1, expression des métalloprotéases associées

Le clivage de la partie extra-membranaire de CX3CL1 en une forme soluble est
principalement médiée par 'action de deux métalloprotéases, ADAM10 et ADAM17 (Garton
et al. 2001; Hundhausen et al. 2003). Trois autres protéases, MMP-2, MMP-9 et la cathepsine
S ont également été rapportées comme pouvant participer au clivage de CX3CL1 (Wildenberg
et al. 2008; Clark et al. 2009; Bourd-Boittin et al. 2009). Le site de clivage est situé au niveau
de la queue analogue a la mucine. Ce clivage réduit les propriétés d’adhésion des cellules
CX3CR1* aux cellules CX3CL1", et linhibition de ces métalloprotéases améliore les forces
d’adhésion mais prévient aussi la libération des cellules ayant adhéré, suggérant un réle actif
de ces protéines dans la migration induite par 'axe CX3CL1/CX3CR1 (Figure 33). Au sein des
cellules endothéliales lymphatiques cutanées, la majorité des protéines CX3CL1 produites par
la cellule sont clivées a leur face basolatérale par des métalloprotéinases de la matrice extra-
cellulaire (Johnson & Jackson 2013). Le podle de libération de la fraction soluble ne semble pas

avoir été étudié pour les autres types cellulaires.
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Figure 33. Régulation du clivage de CX3CL1. Réalisé avec Biorender.
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Les protéines ADAM (pour ADisintegrin And Metalloproteinase) sont des protéines
transmembranaires de type | contenant un domaine analogue aux disintegrines et aux
metalloprotéinases (Camodeca et al. 2019). Il a été suggéré que ADAM10 avait une activité
de clivage a un état basal, tandis que ADAM17 aurait une activité inductible (Garton et al.
2001). L’activité d’ADAM17 peut notablement étre induite par la PMA. L’activit¢ ’ADAM10
peut également étre induite par I'ionomycine (Hundhausen et al. 2007). Le réle de ces
métalloprotéinases a été étudié dans de nombreuses pathologies. Ainsi, ADAM17, également
connu sous le nom de TNF-a converting enzyme (TACE), en convertissant le précurseur du
TNF-a dans sa forme active, peut médier diverses voies d’inflammation, et de remodelage
tissulaire, qui sont associées en particulier a [lathérosclérose et aux maladies
cardiovasculaires (Kawai et al. 2021). ADAM17 participerait également a la nécroptose induite
par la signalisation du TNF au niveau de I'endothélium et faciliterait la formation de métastases
de cancers (Bolik et al. 2021). ADAM10 quant a elle participe notamment a I'efferocytose
permettant I'élimination des cellules apoptotiques (Drexhage et al. 2024), au clivage de 'EGF
et de I'E-cadhérine facilitant des voies de signalisation nécessaire a I'entrée de certaines
infections virales comme I'hépatite C (Carriqui-Madronal et al. 2023), et semble étre une cible
intéressante dans la maladie d’Alzheimer en clivant des précurseurs amyloides sans favoriser

leur accumulation (Khezri et al. 2023).

Au cours de l'infection par le VIH-1, ADAM17 peut étre induit par les protéines virales Tat et
Nef, et semble médier la signalisation pro-inflammatoire liée a Tat (Lee et al. 2013; Qiu et al.
2023). L'induction d’ADAM17 au cours de linfection, et par 'endotoxine LPS, pourrait étre
limitée par des peptides mimant l'effet anti-oxydant et anti-inflammatoire d’apoA-l, dont
I'administration semble réduire les niveaux ’ADAM17 et les produits de son activité de clivage
(Daskou et al. 2022). Les effets ’ADAM10 sur la réplication du VIH-1 ne sont pas univoques :
d’'une part ADAM10 pourrait limiter la réplication virale, en clivant la gp41, mais d’autre part,
ADAM10 pourrait avoir des effets inverses, en favorisant la réplication virale par son domaine
intracellulaire (Friedrich et al. 2011; Endsley et al. 2014; Olety et al. 2025). La protéine virale

Nef pourrait en retour avoir des effets de régulation de I'activité d’ADAM10.

L’action d’autres protéases n’a que plus succinctement été étudié dans la littérature. Il a pu
étre montré qu’apreés inhibition de I'activité ’ADAM10 et ADAM17 par le batimastat, il pouvait
persister un clivage de CX3CL1 au niveau hépatique, principalement en lien avec l'activité de
la métalloprotéase MMP-2 (Bourd-Boittin et al. 2009). L’activité de clivage de CX3CL1 a
également pu étre montré avec la métalloprotéase MMP-9 au niveau des glandes salivaires
et du tissu neuronal (Wildenberg et al. 2008; Zhao et al. 2020). Enfin, I'action de la cathepsine
S produite par des cellules myéloides au niveau de la microglie a également pu étre montré

par blocage sélectif de son action en utilisant de la LHVS (Clark et al. 2009). L’activité de la
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cathepsine S peut notamment étre modulée par les bactéries intestinales (Steimle et al. 2016).
L’infection par le VIH-1 pourrait, dans des modéles murins ou in vitro, induire I'expression de
la cathepsin S dans I'endothelium, de MMP-9 au niveau de la muqueuse colique, et de MMP-
2 dans des lignées d’astrocytes (Lopez-Herrera et al. 2005; Hansen et al. 2013; Ohene-Nyako
et al. 2024).

1. Structure protéique et signalisation

Les récepteurs de chimiokines identifiés sur les leucocytes sont des protéines a 7
domaines transmembranaire couplées aux protéines G sur leur domaine intracellulaire,
facilitant la transduction de signaux intra-cellulaires variés. La protéine CX3CR1, initialement
identifiée sous le nom V28, a été décrite pour la premiéere fois en 1995 aprés des techniques
d’amplification génique par « degenerate » PCR visant a identifier de nouveaux récepteurs
coupléss aux protéines G (Raport et al. 1995). Elle était alors principalement retrouvée dans
les tissus neuronaux et lymphoides. Suite a la premiére description de son ligand CX3CLA1, la
cible de ce récepteur orphelin fut identifiée en 1997 (Imai et al. 1997). La protéine CX3CR1
est constituée de 355 acides aminés codé par le géne CX3CR1 situé sur le chromosome 3
(Combadiere et al. 1998; Garin et al. 2002). Outre son ligand principal, CX3CL1, CX3CR1 peut

également reconnaitre avec une moindre affinité CCL26 (Nakayama et al. 2010).

La signalisation induite par I'activation de CX3CR1, transduite par les protéines G, est
nécessaire a la migration cellulaire, et peut étre bloquée par I'administration de toxine
pertussique (Imai et al. 1997). Elle permet également d’améliorer 'avidité des intégrines pour
leur ligand, telles que les molécules d’adhésion intercellulaire ICAM-1 et VCAM-1, aboutissant
a un effet synergique dans 'adhésion et la migration cellulaire (Hundhausen et al. 2007; Meng
et al. 2010). Il est a noter que la présence d’intégrines n’est pas nécessaire a I'adhésion et la
migration, qui peut se faire par la seule signalisation induite par 'axe CX3CR1-CX3CL1 (Figure
34) (Goda et al. 2000). Les voies de signalisation induites par I'activation de CX3CR1 incluent
la PI3-kinase, les MAP-kinases, AKT, la tyrosine kinase Src, et eNOS (Meucci et al. 2000;
Cambien et al. 2001; Kansra et al. 2001; Deiva et al. 2004; Lee et al. 2006; Volin et al. 2007).
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Figure 34. Double fonction de I'axe CX3CL1/CX3CR1 : chimiotactisme et adhésion cellulaire. (a) Les
chimiokines solubles se lient a leur récepteur et participent a I'activation d’intégrines. (b) La fractalkine, peut
participer directement a I'adhésion cellulaire seule, (c) ou en addition de I'adhésion médiée par les intégrines.
(Umehara et al. 2001)

2. Cellules effectrices exprimant CX3CR1

CX3CR1 est exprimé a la surface de différents types cellulaires, au nombre desquelles
plusieurs incluent des populations de cellules effectrices, en particulier les lymphocytes T
CD8", yJ, et cellules NK, exprimant des effecteurs cytotoxiques intra-cellulaires tels que la
perforine ou granzyme B (Nishimura et al. 2002). |l a été initialement estimé qu’elle était
exprimée a la surface de 92% des NK CD16" et 25% des lymphocytes T CD3* CD8*, dont
10% répondaient aux tests de migration sur gradient de chimiokine (Imai et al. 1997). Ces
proportions peuvent varier selon le compartiment sanguin ou tissulaire, et le contexte

physiopathologique.
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Lymphocytes T CD8 et T CD4

L’expression de CX3CR1 semble étre un marqueur important de I'état de différentiation des
lymphocytes T CD8" ainsi que de leur potentiel de prolifération et de leurs fonctions
cytotoxiques. Ainsi, dans les ganglions lymphatiques, la population de cellules T mémoires
CX3CR1*CD62L" a été identifié¢e par analyses transcriptomiques comme possédant
d’'importantes fonctions effectrices cytotoxiques, en restant localisée dans le ganglion dans la
zone sous-capsulaire, site d’entrée des pathogénes (Bottcher et al. 2015). De fagon
intéressante, cette population restait faible chez des individus atteints d’infections virales
chroniques, mais était plus élevée chez les personnes ayant pu contréler ces infections,
suggérant un lien entre cette population effectrice et la guérison de l'infection. Dans cette
méme étude, le nombre de lymphocytes T CD8 CX3CR1" était corrélé au contrdle de l'infection
et la réponse a I'immunothérapie. La population CX3CR1- KLRG1", quant a elle, présentait des
capacités de prolifération aprés stimulation antigénique plus importante, mais des fonctions
effectrices plus limitées. Cette population CX3CR1- pouvait par la suite exprimer CX3CR1
aprés des stimulations virales itératives (Wirth et al. 2010; Boéttcher et al. 2015). Les
lymphocytes T CD8 spécifiques du CMV exprimaient fréequemment CX3CR1 et Granzyme B,

mais cela n’était pas le cas pour les autres pathogénes.

Les CD8 CX3CR1+ ont le plus frequemment un phénotype d’effecteur mémoire (Olivo et al.
2021). Bottcher et al. ont également montré que les lymphocytes T CD8 CX3CR1* ont un profil
distinct des lymphocytes T résidents mémoires (Trm), Nnotamment en exprimant SMAD7 qui

régule la signalisation du TGF-p.

Outre la distinction d’'une sous-population effectrice, I'expression de CX3CR1 permet de
graduer le type de réponse effectrice selon le niveau d’expression de ce récepteur
(Zwijnenburg et al. 2023). Des expériences de CITEseq ont permis de montrer le niveau
d’expression de CX3CR1 corrélait avec I'état de différentiation des LT CD8 et CD4 (Figure
35). Les fonctions cytotoxiques sont de fagon plus prépondérante réalisées par des cellules
distinctes des cellules productrices de cytokines pro-inflammatoires comme I'lFN-y et le TNF-
a. Ces dernieres dépendent de cellules a niveau d’expression de CX3CR1 intermédiaire,
tandis que les effecteurs cytotoxiques (Granzymes, perforine...) dépendent de cellules a

niveau d’expression de CX3CR1 élevé.
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Figure 35. L'expression graduée de CX3CR1 est un marqueur de différentiation des lymphocytes T.
(Zwijnenburg et al. 2023)

Ce modéle présente I'avantage de ne pas délimiter la différentiation par bloc phénotypique, et
semble plus représentative de I'état de continuum dans le processus de différentiation. Trois
principaux niveaux d’expression de CX3CR1 semblent néanmoins se démarquer et semblent
étre liés également a la localisation des cellules en sus de leur phénotype et de leurs fonctions:
on distingue ainsi les cellules n’exprimant pas CX3CR1 (CX3CR1), les cellules exprimant un
niveau intermédiaire de CX3CR1 (CX3CR1'™) et les cellules exprimant un niveau élevé de
CX3CR1 (CX3CR1") (Gerlach et al. 2016). Les cellules CX3CR1" sont plus rares dans les
tissus et plus abondantes dans la circulation, tandis que les cellules CX3CR1™ sont

prédominantes dans les tissus périphériques.

Ainsi au niveau de la peau, CX3CR1 semble étre moins exprimé parmi les Tru, et davantage
parmi les T résidentes recirculantes (Zwijnenburg et al. 2023). Cela pourrait étre par perte
de molécules de rétention tissulaire ou par des molécules de sortie des tissus tel que S1PR5,
plus exprimé par les cellules exprimant davantage CX3CR1. Il est a noter que des niveaux
d’exposition a CX3CL1 au-dela des niveaux habituels physiologiques entrainent une régulation
négative de CX3CR1 (Pokharel et al. 2024). L’infection par le CMV semble notamment induire
une population de CD8 mémoires CX3CR1!" gardant un potentiel de prolifération (Gordon et
al. 2018).

Au cours des infections virales chronique, les CD8 CX3CR1*CD101 ont été décrites comme
une population de cellules « transitoires » entre une population a fort potentiel de

multiplication et une population épuisée exprimant CD101 (Hudson et al. 2019). Cette
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population transitoire, hautement cytotoxique, contribuerait au contréle de linfection virale

chronique et pourrait étre augmentée par le blocage de la signalisation de PD-1.

Les propriétés des LT CD8 CX3CR1* ont notamment été étudiées dans le champs de
I'oncologie, avec des résultats intéressants dans des optiques de thérapie cellulaire par CAR-
T cells (Siddiqui et al. 2016; Trinh et al. 2023; Ma et al. 2024). La surexpression induite de
CX3CR1 permettait d’augmenter linfiltration des lymphocytes (TIL) au sein des tumeurs
exprimant la fractalkine. Ceux-ci exprimeraient moins les récepteurs de co-inhibition PD-1,
LAG-3, et TIGIT. Les cellules T CD8+ CX3CR1+ seraient méme prédictives et corrélées a une
bonne réponse aux immunothérapies par inhibiteur de checkpoint immunitaire (Yan et al.
2018; Yamauchi et al. 2021).

Parmi les LT CD4, Zwijnenburg et al. suggérent que CX3CR1 semble étre un reflet du degré
de différentiation dans un profil Tu1, et CX3CR1 marque également les CD4" ayant le plus haut
niveau d’expression du facteur de transcription T-bet (Batista et al. 2020). Le réle de LT CD4
CX3CR1* polarisés en Tuz a également été mis en évidence dans la physiopathologie de
'asthme allergique (Mionnet et al. 2010) et de la dermatite atopique (Staumont-Sallé et al.
2014), en participant au maintien et a la survie des CD4 Tuz et Tus médiant I'inflammation aigue
puis chronique sur ces terrains allergiques. Enfin, des cellules régulatrices peuvent elles aussi
exprimer le récepteur CX3CR1. La polarisation en Tui7 ou Treg peut étre associée a une
expression de CX3CR1, qui semble également pouvoir étre induite par l'effet du TGF-
isolément (Dong et al. 2016). Cette double expression de CX3CR1 entre cellules Th1 et Tres
pourrait notamment faire émettre 'hypothése d’un systéme d’équilibre entre une réponse

inflammatoire et la régulation de cette réponse.

Dans les infections virales, une partie des LT CD4* CX3CR1* sont spécifiques du CMV
(Wanjalla et al. 2021).

Par ailleurs, les LT CD4 sont cruciaux dans le développement et les fonctions des LT CD8
CX3CR1, notamment par la signalisation de I'lL-21 produite par les LT CD4*IL-21* (Zander et
al. 2019).
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Lymphocytes T yd

L’expression de CX3CR1 par les lymphocytes Tyd se fait de fagon prépondérante parmi les
populations V0,9, minoritaires dans la circulation mais majoritaires dans les tissus, et plus
particulierement la sous population V&1*. Le phénotype de ces cellules est marqué par une
faible expression de CD27, une forte expression de I'effecteur cytotoxique Granzyme B, et une
faible expression du récepteur IL-7Ra (Davey et al. 2017). Elles correspondent par ailleurs a
des cellules ayant subi une expansion clonale, tandis que les LT yd CX3CR1" présentent une
diversité du TCR plus importante. La population de LT V&1 CX3CR1* a ainsi été suggérée
comme étant une population « T V&, effectrice », reflet de la part de réponse adaptative de
cette sous population de LT yd (Davey et al. 2018). Le tropisme vasculaire de CX3CR1, et les
capacités des LT yd a reconnaitre les cellules endothéliales infectées par le CMV par une
liaison au récepteur endothélial de la protéine C (EPCR) soulignent les fonctions d’immuno-

surveillance endothéliale de ces cellules (Willcox et al. 2012; Yared et al. 2024).

Cellules Natural-Killers

De facon analogue aux LT CD8, les cellules NK ayant un niveau d’expression de CX3CR1
plus élevé présentent des propriétés cytotoxiques plus importantes (Hamann et al. 2011). On
peut distinguer 2 sous-populations, 'une CX3CR1"9" I'autre CX3CR1"9°% Cette derniére se
distingue également en une fraction CD569" et une CD56%™. Les NK CX3CR1" sont
majoritairement CD569™ et CD16*, et ont un phénotype de cellules plus matures, avec un
niveau d’expression de KIRs plus élevé mais une expression plus faible de NKG2A, NKp30 et
NKp46. CX3CR1 joue un role important dans la réponse des cellules NK contre les cellules
tumorales et également contre les cellules auto-réactives des cellules NK (Lavergne et al.
2003; Hertwig et al. 2016), mais aussi dans leur adressage hors de la moelle osseuse
(Ponzetta et al. 2013). L’IL-15 est un facteur de régulation négatif de CX3CR1 pour les NK in
vitro (Sechler et al. 2004).

CX3CR1 participe également au recrutement d’une population de NK similaire a des cellules
résidentes mémoires tissulaires (NKRM), notamment au niveau des glandes salivaires
(Schuster et al. 2023).

Il est & noter que les MAIT ne semblent pas exprimer CX3CR1 (Zwijnenburg et al. 2023).
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3. Cellules myéloides exprimant CX3CR1

Il était initialement estimé que 80% des monocytes CD14" exprimaient CX3CR1. Le
recrutement endothélial des monocytes par 'axe CX3CR1/CX3CL1 touche en majorité des
monocytes CD16*CD14" (Ancuta et al. 2003; Geissmann et al. 2003). De fagon intéressante,
inversement aux lymphocytes T, 'adressage des monocytes CX3CR1" concerne davantage
des tissus non-inflammatoires, alors que les monocytes CX3CR1"° sont adressés vers des
tissus inflammatoires. Les macrophages intestinaux CX3CR1* semblent notamment avoir des
fonctions régulatrices de la réponse T, notamment via 'lL-10, contribuant a I'équilibre de la
réponse hote-pathogéne avec le microbiote intestinal (Medina-Contreras et al. 2011; Kayama
et al. 2012; Diehl et al. 2013). Ainsi, la migration de macrophages CX3CR1" vers les tissus
lymphoides dépendrait de signaux induit par le microbiote, pour éviter de générer un exces
d’'inflammation face a des germes commensaux. lls participeraient également a l'initiation de
la réponse anti-fongique intestinale (Leonardi et al. 2018). Les cellules myéloides CX3CR1"
semblent avoir la capacité d’inhiber I'excées d’inflammation que pourraient produire les LT CD4,
permettant d’éviter la survenue d’une colite médiée par ces derniers. L'axe CX3CL1-CX3CR1
pourrait donc jouer un rdle clé dans I'équilibre homéostasique de la muqueuse intestinale,

avec une régulation entre les cellules myéloides et lymphoides.

En situation pathologique, tel que le cancer, les macrophages CX3CR1" infiltrants la tumeur
peuvent induire de I'épuisement immunitaire, limitant la réponse immunitaire anti-tumorale
(Xiang et al. 2024). Un blocage non sélectif de CX3CR1 pourrait donc avoir un effet inverse
sur les lymphocytes T et les cellules myéloides et devrait étre pris en compte en cas

d’intervention immunothérapeutique.

4. Autres cellules exprimant CX3CR1

Les plaquettes peuvent également exprimer le récepteur CX3CR1, participant a leur
activation au contact de I'endothélium inflammatoire, et au recrutement de cellules
immunitaires via la P-selectin produite par les plaquettes (Flierl & Schafer 2012). L’adhésion a
CX3CL1 semble directement médiée par la glycoprotéine Ib et le facteur de Willebrand (Meyer
dos Santos et al. 2011). L'expression de CX3CR1 sur les plaquettes semble augmentée en

cas d’insuffisance cardiaque (Hildemann et al. 2014).

Les cellules musculaires lisses, exprimant également le ligand CX3CL1, expriment le

récepteur CX3CR1 dans l'intima, facilitant leur migration (Lucas et al. 2003).
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La signalisation Interféron de type | induite par I'infection virale entraine I'expression de
CX3CRH1, participant ainsi au recrutement de cellules effectrices contribuant au contréle de
l'infection virale. L’expression de CX3CR1 est notamment modulée par la signalisation induite
par GITR, un membre de la superfamille des récepteurs du TNF. GITRL, le ligand de GITR est
exprimé par des cellules présentatrices d’antigéne, sous l'effet de I'interféron de type | et va
donc participer au recrutement des lymphocytes T CD4* CX3CR1* essentiels au contrle de
l'infection virale (Chang et al. 2017). Cette signalisation induit notamment I'augmentation de la
transcription du géene CX3CR1, et 'augmentation de I'expression du récepteur CX3CR1 a la
surface des lymphocytes T CD4 (Batista et al. 2020).

L’IL-15 a été décrite comme pouvant promouvoir le phénotype, la survie et la prolifération des
cellules CD8*CX3CR1*CD57* par la signalisation de STAT5 et Bcl-2 pour la survie et de
STATS et mTORCH1 pour la prolifération (Morris et al. 2020). Néanmoins, un effet négatif de
I'IL-15 sur I'expression de CX3CR1 a également été rapporté (Barlic et al. 2004), comme c’est

le cas pour les lymphocytes NK.

En thérapeutique, une molécule antagoniste de CX3CR1, CX3-AT, a été testée dans I'asthme
allergique et la dermatite atopique, et semble présenter une efficacité dans des modéles pré-
clinigues (Mionnet et al. 2010; Staumont-Sallé et al. 2014).

Un modulateur chimique sélectif de CX3CR1, E6130, administré par voie orale, a été
développé pour le traitement des maladies inflammatoires chroniques de [lintestin et
permettrait de bloquer 'axe de chimiotactisme CX3CR1-CX3CL1 et de réduire la migration
des cellules CX3CR1* dans l'intestin (Wakita et al. 2017).

Les statines, inhibiteurs de 'HMG-CoA reductase, et utilisés en thérapeutique dans la
réduction du risque cardio-vasculaire, ont montré leur effet sur la réduction du niveau
plasmatique de CX3CL1, de cellules T CD8* CX3CR1* dans la circulation sanguine, et sur la
réduction de la migration et 'adhésion des cellules CX3CR1" en réponse a de la fractalkine

immobilisée (Damas et al. 2005).

Les facteurs influengant I'expression de la fractalkine ont été décrit dans la partie V.B.6.
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L’infection par le VIH-1 est marquée par une augmentation des lymphocytes T CD8" et
CD4" exprimant CX3CR1 dans la circulation, ainsi qu’'une augmentation de I'expression de la
fractalkine dans les tissus lymphoides (Foussat et al. 2001; Freeman et al. 2016; Morris et al.
2020). Néanmoins, les fonctions antivirales éventuelles des lymphocytes CX3CR1+ ne sont

pas démontrées.

L’axe de chimiotactisme CX3CL1-CX3CR1 a par ailleurs été impliqué dans le processus
d’athérosclérose chez les personnes vivant avec le VIH-1. Le recrutement dans la paroi
artérielle de lymphocytes T CX3CR1" et I'augmentation d’expression de la fractalkine au
niveau de I'endothélium vasculaire ont en effet été associés aux phénomeénes inflammatoires
survenant dans les plaques d’athérome (Panigrahi et al. 2020). Les LT CD8* CX3CR1*
présentent également une augmentation de I'expression du récepteur PAR-1, suggérant une

interaction de ces cellules avec la cascade de la coagulation et la thrombine (Mudd et al. 2016).

Au niveau tissulaire intestinal, au cours de l'infection par le VIH-1 ou par le SIV, il a été décrit
une fréquence augmentée de macrophages CX3CR1° (Cavarelli et al. 2022) et une
augmentation de monocytes CX3CR1"9"° dans la circulation, avec une augmentation des

biomarqueurs inflammatoires (Kulkarni et al. 2016).

Enfin, des polymorphismes génétiques de CX3CR1 (V249I et T280M) ont été associés avec
I'évolution immuno-virologique de linfection VIH-1, renforcant I'idée d’un réle fonctionnel
probable de cet axe de chimiotactisme dans la physiopathologie de I'infection VIH-1 (Faure et
al. 2000; Puissant et al. 2006). L’'un de ces polymorphismes réduisant I'affinité de CX3CR1
pour CX3CL1 était associé a une évolution défavorable, allant plus rapidement vers le stade
SIDA.

114



OBJECTIFS DES
TRAVAUX DE THESE

115



La muqueuse intestinale est un site de persistance du VIH-1 sous traitement
antirétroviral (Chun et al. 2008; Gosselin et al. 2017; Khoury et al. 2017; Vellas et al. 2024).
Le compartiment intestinal pourrait étre le siége d’une réplication virale résiduelle sous
traitement antirétroviral, ou tout du moins d’une production virale ou antigénique résiduelle,

source d’activation immunitaire chronique (Imamichi et al. 2016, 2020; Lee et al. 2020).

La réponse lymphocytaire effectrice, essentiellement T CD8*, mais également NK, et
possiblement aussi Ty, joue un rdle central dans le contrbéle de la réplication du VIH-1, y
compris sous traitement antirétroviral. Une fraction des lymphocytes effecteurs T CD8", Tys,
et NK expriment de fagon commune CX3CR1, et 'axe de chimiotactisme CX3CL1-CX3CR1
pourrait donc jouer un réle clé dans le recrutement tissulaire de ces lymphocytes effecteurs,
et dans le contréle de la réplication virale (Combadiére et al. 2003). Il a récemment été mis en
évidence dans la différentiation lymphocytaire une population de lymphocytes effecteurs
mémoires de phénotype intermédiaire, exprimant CX3CR1, qui conserveraient des propriétés
cytotoxiques (PD-1* TIM-3* CD101- CX3CR1* TCF-17* T-bet"9") (Gerlach et al. 2016; Gordon
et al. 2018; Hudson et al. 2019). La préservation des capacités cytotoxiques des lymphocytes

CX3CR1* en font des effecteurs intéressants pour les stratégies d’'immunothérapie.

Au cours de l'infection par le VIH, la persistance virale chronique est associée a I'induction
d’'un tel phénotype d’épuisement lymphocytaire, avec I'établissement d’un cercle vicieux entre
persistance virale et défaut de réponse cellulaire effectrice (Fromentin et al. 2016; McGary et
al. 2017; McLane et al. 2019). L’'optimisation de la réponse cellulaire effectrice antivirale
constitue un objectif majeur des stratégies de guérison de linfection VIH. L'utilisation
d’inhibiteurs de check-points immunitaires, mais également la modulation du chimiotactisme
des lymphocytes effecteurs représentent des axes thérapeutiques potentiels dans les
stratégies de guérison de l'infection VIH. Dans cette optique, une meilleure connaissance des
populations cellulaires impliquées, notamment au niveau tissulaire, de leur phénotype de

différentiation, et de leurs voies de recrutement sont donc indispensables.

La régulation de I'expression de la chimiokine CX3CL1 (fractalkine), le ligand de CX3CR1,
reste mal connue dans le contexte de linfection VIH. Au niveau intestinal, CX3CR1 a
essentiellement été décrit sur les macrophages et les cellules dendritiques de la muqueuse
intestinale. Les macrophages intestinaux CX3CR1* semblent notamment avoir des fonctions
régulatrices de la réponse T, notamment via I'lL-10, contribuant a I'équilibre de la réponse
héte-pathogéne avec le microbiote intestinal (Medina-Contreras et al. 2011; Kayama et al.
2012; Diehl et al. 2013). L’axe CX3CL1-CX3CR1 pourrait donc jouer un réle clé dans I'équilibre
homéostasique de la muqueuse intestinale, avec une régulation entre les cellules myéloides

et lymphoides.
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Chez les PVVIH, il a été observé une expansion des lymphocytes T CD8* effecteurs mémoires
terminales (TEMRA) CX3CR1* (Foussat et al. 2000; Combadiére et al. 2003). Les lymphocytes
effecteurs CX3CR1*, dont le nombre semble augmenté chez les PVVIH, tout au moins dans
le compartiment sanguin, pourraient avoir un role important dans le contréle de la réplication
virale, mais également des effets délétéres pro-inflammatoires locaux ou systémiques. Au-
dela de leur contribution a la réponse anti-virale, les lymphocytes T CX3CR1* pourraient donc
aussi avoir des effets délétéres pro-inflammatoires et contribuer a I'«inflammageing» chez les

PVVIH, constituant un lien entre inflammation chronique et complications cardio-vasculaires.

L’axe de chimiotactisme CX3CL1-CX3CR1 pourrait jouer un réle clé dans la régulation
de la réponse lymphocytaire cytotoxique anti-VIH-1 tissulaire, en particulier dans la
muqueuse intestinale. Le microenvironnement intestinal, dans le contexte de
persistance du VIH-1 et de dysbiose, pourrait moduler le recrutement et les propriétés

fonctionnelles des lymphocytes effecteurs CX3CR1*.

Les objectifs de la recherche sont de :
(i) Caractériser sur un plan phénotypique et fonctionnel les populations de
lymphocytes effecteurs CX3CR1* (principalement T CD8*, Tyd) dans les

compartiments sanguins et intestinaux.

(i) Etudier les mécanismes régulant I'expression intestinale de CX3CL1 et la
fonctionnalité de I'axe de chimiotactisme CX3CL1-CX3CR1 chez les PVVIH sous

traitement antirétroviral.

Deux axes complémentaires ont été développés :

Dans une 1° partie in-vivo, les lymphocytes effecteurs CX3CR1* ont été caractérisés sur un
plan phénotypique et fonctionnel dans les compartiments sanguins et intestinaux, ainsi que
I'expression de la chimiokine CX3CL1 et des métalloprotéases ADAM10 et ADAM17 dans la
muqueuse intestinale.

Le phénotype des lymphocytes effecteurs CX3CR1" Tafs CD8" et Ty, a été caractérisé en
paralléle dans les compartiments sanguins et intestinaux chez des PVVIH et témoins non
infectés de la cohorte EP61 GALT. Une quantification de la fréquence de lymphocytes
CX3CR1" a été réalisée dans le sang et dans la muqueuse intestinale par cytométrie en flux.
Nous avons également étudié le répertoire et le transcriptome par cellule unique des
lymphocytes yo V&4, et des analyses similaire sont en cours pour les lymphocytes T CD8. Les
IEL ont été caractérisés de fagon distincte car ils ont un phénotype différent des lymphocytes

de la lamina propria, avec entre autres I'absence de T CD4" parmi les IEL et I'expression
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d’aEp7 plutét qu’'adp7. Des différences entre les segments intestinaux ont également été
recherchées (analyse du duodénum, de l'iléon, et du colon) chez les PVVIH et témoins ayant
des prélévements étagés disponibles. Ces analyses ont été réalisées sur des populations
stratifiées vis-a-vis du statut sérologique pour le CMV. Ces résultats ont pu étre mis en relation
avec la caractérisation et la quantification du réservoir viral du VIH-1 dans le sang et l'intestin
réalisé préalablement sur les mémes individus, ainsi que la caractérisation du microbiote
tissulaire et du microbiome transloqué sanguin par PCR16S et séquencage du génome

bactérien.

Dans une 2°™ partie ex-vivo, les mécanismes régulant I'expression de CX3CL1 et des
métalloprotéases ADAM10 et ADAM17 clivant CX3CL1 dans la muqueuse intestinale ont été
explorés.

Nous avons utilisé dans cette 2°™ partie les modéles ex-vivo d’histocultures de tissu intestinal,
et de cultures d’entérocytes primaires différenciés sur transwell reproduisant un épithélium
polarisé. Dans le modeéle d’histocultures, les explants de muqueuse intestinale ont été cultivés
sur des éponges de gélatine, permettant d’étudier linfection par le VIH-1 dans le
microenvironnement tissulaire intestinal. Ces explants ont été infectés par le VIH-1 et/ou le

CMV et peuvent également étre cultivées en présence d’autres molécules dans le milieu.

Les connaissances sur la persistance du VIH-1 et la réponse lymphocytaire effectrice dans les
compartiments tissulaires restent limitées a ce jour du fait des difficultés d’acces aux
échantillons « profonds ». Dans ce travail, nous avons utilisé des échantillons sanguins et
intestinaux des PVVIH et témoins inclus dans I'étude ANRS EP61 GALT pour caractériser le
réle de I'axe de chimiotactisme CX3CL1-CX3CR1 dans la réponse immunitaire antivirale
intestinale sous traitement antirétroviral. Les données immunologiques obtenues ont été
croisées avec les données du réservoir VIH-1 dans la muqueuse intestinale, et celles du
microbiote intestinal, obtenues dans la méme population.

Les résultats obtenus pourraient fournir des connaissances utiles a I'élaboration de nouvelles
stratégies d’'immunothérapie dans un objectif de guérison fonctionnelle de l'infection VIH, mais
également a mieux comprendre les mécanismes de l'inflammation chronique qui persiste chez
les PVVIH malgré le traitement ARV.
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INDIVIDUS INCLUS DANS L’ETUDE ANRS EP61 GALT

Une restauration incompléte de la barriere immunitaire intestinale est un phénoméne
fréquent chez la plupart des patients infectés par le VIH-1 qui recoivent un traitement ARV.
Méme chez les patients dont les niveaux de T CD4+ circulants sont satisfaisants (>500/mm3),
une diminution persistante des T CD4+ est observée dans la muqueuse intestinale,
notamment au niveau de la lamina propria, en particulier chez ceux qui ont commencé le
traitement au stade chronique de linfection. Cette altération de la reconstitution des
lymphocytes T CD4+ intestinaux a des répercussions fonctionnelles significatives, car elle est
associée a la persistance d'une translocation bactérienne et a une inflammation systémique.
Cette inflammation chronique résiduelle est I'un des principaux facteurs susceptibles de
compromettre le pronostic a long terme des patients sous ARV. La persistance du VIH-1 est

également associée a une inflammation chronique délétére chez les PVVIH.

L’étude ANRS EP61 GALT a recruté 42 patients infectés par le VIH-1 et 42 témoins non
infectés. Les individus de I'étude ont fait I'objet de prélévements sanguins et intestinaux
(biopsies duodénales chez n=30 PVVIH, iléales chez n=27 et coliques chez n=35 PVVIH) dans
le cadre d’indications indépendantes a ce protocole (majoritairement gastroscopie pour bilan
de reflux gastro-oesophagien et coloscopie pour dépistage systématique du cancer colo-rectal
; indications similaires dans les 2 groupes, PVVIH et témoins). Un consentement libre, éclairé
et signé a été obtenu de chaque individu pour la réalisation de cette étude, ayant obtenu un
avis favorable du CPP Sud-Ouest et Outre-Mer et une autorisation de 'ANSM. Des biopsies
étagées sur 2 a 3 segments du tube digestif ont pu étre obtenues pour la plupart des individus
(34/42 PVVIH) permettant une analyse détaillée du réservoir VIH-1, de la distribution des
cellules immunitaires et du microbiote intestinal aux différents niveaux du tractus digestif. Les
individus présentant un antécédent de maladie inflammatoire chronique de l'intestin (maladie

de Crohn, rectocolite hémorragique) ou une maladie coeliaque étaient exclus.
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Les critéres d’inclusions des individus infectés par le VIH-1 étaient les suivants :

Age = 18 ans

Infection VIH-1

Traitement ARV continu depuis au moins 12 mois, débuté au cours de la phase
chronique

Charge virale plasmatique < 50 copies/ml depuis au moins 6 mois (un « blip » < 200
copies/ml autorise)

Taux de lymphocytes T CD4* = 350 cellules/mm?

Indications pour une endoscopie digestive haute ou basse

Patient inscrit ou bénéficiaire d'un programme de Sécurité sociale

Consentement éclairé écrit

Les critéres de non-inclusion des individus infectés par le VIH-1 étaient les suivants :

Infection VIH-2

Maladies inflammatoires de l'intestin (maladie de Crohn, rectocolite hémorragique,
maladie coeliaque)

Plaguettes < 50 G/L ou perturbation du bilan hémostatique contre-indiquant la
réalisation de biopsies

Cirrhose décompensée

Lymphome

Grossesse ou allaitement

Participation a une étude de vaccin VIH-1 ou une autre recherche comprenant une
période d’exclusion toujours en cours a la pré-inclusion

Vulnérabilité : mineur, tutelle, curatelle, privé de liberté par une décision juridique ou

administrative.

Les individus avaient été interrogés sur leur prise d'antibiotiques au cours des 3 derniers mois,

les événements infectieux récents éventuels, les voyages internationaux et les pratiques

sexuelles, facteurs susceptibles d’influencer la composition de leur microbiote intestinal.
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C. CARACTERISTIQUES CLINIQUES DES TEMOINS NON INFECTES ET DES INDIVIDUS

INFECTES

Les 42 PVVIH inclus étaient majoritairement des hommes (88%), d’'un &ge médian de
53 ans (IQR, 46-61), dont le traitement ARV avait été initi€ au stade chronique. Le nadir
médian de lymphocytes T CD4" était de 255/mm3 (IQR, 163-361) ; le nombre de T CD4"*
médian a l'inclusion était de 717/mm3 (IQR, 547-885) et le ratio CD4/CD8 de 0,95 (IQR, 0,77-
1,15). La charge virale VIH-1 a linclusion était indétectable <30 copies/ml pour tous les
patients, avec une durée médiane d’indétectabilit¢é de 8 ans (IQR, 4-11) (Figure 36). A
linclusion, 17/42 patients recevaient un traitement ARV comportant un anti-intégrase comme
3¢me agent, 20/42 un analogue non-nucléosidique de la transcriptase inverse, et 5/42 un
inhibiteur de protéase. Globalement, la population étudiée correspond donc a des PVVIH
ayant un contrdle virologique optimal depuis de nombreuses années et une restauration
immunitaire dans le sang périphérique trés satisfaisante (CD4 >500/mm?3). Cette population
est globalement représentative de files actives de PVVIH suivis en France actuellement, et

donc pertinente pour étudier la persistance du VIH-1 dans les réservoirs.

Les 42 témoins non infectés sont également majoritairement des hommes (62%), d’'un age
médian de 59 ans (IQR, 51-65). A l'inclusion, le nombre de T CD4+ médian était de 702/mm?
(IQR, 574-815) et le ratio CD4/CD8 de 2,20 (IQR, 1,49-2,99).

42 people living with HIV \
(PLW.H) conFroIIed U 42 uninfected controls
antiretroviral therapy
Samples :
Blood + Gut biopsies
® , - L.
. > 9 (duodenum / ileum / colon) S
\ et J - i -

T

Median age : 54 years old

Median 17 years of infection
c
(= J

Median age : 57 years old

ART initiated at chronic stage
VL undetectable for 8 years

]ﬂ Median T CD4 at inclusion : 717/mm3
Median nadir T CD4 : 250/mm?

Figure 36. Caractéristiques de la population de I'étude ANRS EP61 GALT.
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1. Echantillons sanguins

Un prélévement sanguin veineux périphérique de 8 ml a été realisé pour la Numération
Formule Sanguine, la quantification de ’ARN VIH-1 plasmatique, et la mesure des populations
lymphocytaires T CD3/CD4/CD8 (analyses de routine faites aux laboratoires d’hématologie,

de virologie et d'immunologie).

Un autre prélévement sanguin veineux périphérique, de 70 ml, a été destiné aux études
immunovirologiques propres au protocole de recherche. Une partie des prélévements
sanguins ont été utilisées pour la constitution d’aliquots de sang total conservés a -80°C. Le
reste des prélévements sanguins a été centrifugé pour I'obtention d’aliquots de plasma et
l'isolement des PBMCs sur gradient de Ficoll, qui ont été conservés a -80°C (plasma) ou en
azote liquide (PBMCs). Les prélévements sanguins ont été effectués a jeun et avant la

réalisation des endoscopies digestives.

2. Echantillons intestinaux

Les biopsies intestinales ont été recueillies lors d’endoscopies digestives réalisées au CHU
de Toulouse en collaboration avec le service d’Hépato-Gastro-Entérologie. Les biopsies
duodénales ont été obtenues par endoscopie haute, et les biopsies iléales et coliques par

endoscopie basse.

Cing biopsies de muqueuse intestinale ont été pesées, puis ont subi différentes étapes de
digestion et tris pour séparer les fractions cellulaires d’intérét. Une premiére étape de tri des
lymphocytes intra-épithéliaux et des cellules épithéliales a été réalisée, aprés décollement de
épithélium dans un milieu contenant du DTT, suivi d’'un tri magnétique positif EpCAM
(StemCell) des cellules épithéliales. Dans une deuxiéme étape, la lamina propria a ensuite été
digérée dans un milieu contenant de la collagénase, puis passage sur tamis pour obtenir une
suspension cellulaire selon une technique déja mise au point au laboratoire lors de I'étude
ANRS EP44. Apreés digestion enzymatique et mécanique, les lymphocytes T ont été isolés par
tri magnétique positif CD2 (StemCell) et la fraction non-T conservée également. Le milieu de

digestion a été conservé pour dosages de marqueurs solubles.
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Trois autres biopsies ont été incluses dans du RNAlater (cryoconservation pour I'étude du

réservoir VIH-1 et du microbiote intestinal), de I'OCT et de la paraffine.

Duodenum lleum Colon
N =29 PvVIH / 28 témoins N =26 PwWIH / 23 témoins N =34 PvVIH / 33 témoins

Milieu de digestion
dosages protéiques

*
.1, Digestion douce (DTT) 2. Digestion collagenase
—  pour décoller épithélium —>

)

nvs

b
(1
I/

N—s Tri magnétique CD2*

Tri magnétique EpCAM’ CD2* lamina propria/Non T

b,
T ——=77od

J&
L

IEL / cellules épithéliales

Lysat pour ARN » ARNVIH
1 biopsie en RNA later < Lysat pour ADN de haut poids moléculaire — ADN VIH / provirus / quasi-espéces
— | 1 biopsie en paraffine Lysat pour ADN bactérien " ddPCR16S / NGS 16S quantitatif et qualitatif

+/- 1 biopsie en OCT
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RESULTATS |. L’augmentation des lymphocytes T V&4 circulants

chez les personnes vivant avec le VIH-1 est due a I’expansion clonale
de cellules effectrices mémoires cytotoxiques CX3CR1+ dans une
inter-relation entre le CMV, le microbiote, et la persistance du VIH-1

sous traitement antirétroviral.

Ce travail est présenté en suivant sous la forme d’un article long, accepté pour publication

dans la revue PLoS Pathogens.

La muqueuse intestinale joue un réle clé dans la physiopathologie de I'infection par le
VIH-1, siége d’'un réservoir viral majeur, et de stimulation antigénique chronique liée a la
réplication virale résiduelle mais aussi aux signaux microbiens dysbiotiques secondaire a la
dysfonction de la barriére intestinale observée (Brenchley et al. 2004, 2006; Dillon et al. 2014;
Vellas et al. 2024). Le cytomégalovirus peut également se réactiver dans la muqueuse
intestinale des personnes vivants avec le VIH-1 et serait une source majeure d’activation

lymphocytaire (Freeman et al. 2016).

Chez les personnes vivant avec le VIH-1, une augmentation des lymphocytes V&, circulant a
été observée quel que soit le stade de linfection, et persiste méme sous traitement
antirétroviral, allant jusqu’a l'inversion du ratio des lymphocytes V&1/V®2 dans le sang, mais
les mécanismes de ce phénoméne demeuraient peu compris (Poles et al. 2003; Pihl et al.
2024). Cette population de cellules, habituellement rare dans le sang est en revanche la plus
fréquemment retrouvée au sein des tissus, notamment au niveau de I'épithélium intestinal. Elle
y regroupe la majorité des lymphocytes yd de I'épithélium intestinal, qui comptent eux-mémes
pour 15 a 50% des lymphocytes intra-épithéliaux, et qui participent ainsi a I'immuno-
surveillance de la barriére intestinale. Ceux-ci sont plus abondants sur la partie proximale de
lintestin, notamment au niveau du duodénum (Suzuki et al. 2002). Les lymphocytes V4
semblent participer a la fois a la réponse immunitaire innée et adaptative, avec un répertoire
pouvant se focaliser de fagon clonale en réponse a certains pathogénes tel que le CMV, avec
des fonctions effectrices importantes, marquée par I'expression de CX3CR1 (Davey et al.
2017). Nous avons formulé I'hypothése que I'expansion des lymphocytes Vd1 dans le sang

des personnes vivant avec le VIH-1 pourrait étre lié a une stimulation intestinale.
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Cette étude présente une caractérisation détaillée des lymphocytes T V&1 sanguins et intra-
épithéliaux intestinaux au cours de l'infection par le VIH-1 sous traitement antirétroviral, a partir
d’échantillons de sang et de duodénum de sujets inclus dans I'étude EP61 GALT. Une analyse
du phénotype, des fonctions, du transcriptome a I'échelle de cellules uniques et du répertoire
de ces lymphocytes a été réalisée et a permis de mettre en évidence une inter-relation dans
cette expansion entre le CMV, le microbiote tissulaire et transloqué, et le réservoir viral VIH-1.
Nous avons montré que I'expansion de V&1 circulants dans cette situation est majoritairement
de nature clonale, avec un phénotype de cellules différenciées effectrices mémoires
terminales exprimant le récepteur CX3CR1 avec un profil fonctionnel caractérisé par une forte
cytotoxicité mais une production plus faible de cytokines. Nous avons retrouvé, chez les
PVVIH, une augmentation des cellules V&1 circulantes exprimant des marqueurs de tropisme
pour la muqueuse intestinale. Le clone V&1 circulant majoritaire chez un patient était
également retrouvé de fagon minoritaire dans lintestin. Ces observations suggérent que
lintestin puisse étre un site de stimulation important pour 'activation des V4. Une analyse
complémentaire d’échantillons sanguins de PVVIH et séronégatives pour le CMV nous a
permis de déterminer le réle crucial de la co-infection CMV et sa probable réplication résiduelle
dans I'expansion des lymphocytes V&4, malgré une restauration immunitaire des lymphocytes
T CD4*. En addition de la stimulation par le CMV, des modifications de fréquence de certaines
espéces bactériennes dans le duodénum et dans le microbiote transloqué étaient également
associées aux modifications phénotypiques des LT V&1. La fréquence des V&1 cytotoxiques,
mais pas de ceux produisant de I'lFN-y, apparaissait corrélée négativement avec 'ARN VIH-1
résiduel dans le méme compartiment, sanguin ou intestinal. Ces résultats permettent de mieux
appréhender les stimuli a l'origine de I'expansion des LT V&1 dans le sang des PVVIH et
mettent en lumiére un possible réle des LT V®: dans le controle de l'infection VIH-1 qui

pourraient aboutir a de nouvelles stratégies d'immunothérapie.
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Abstract

V61 y8 T cells are key players in innate and adaptive immunity, particularly at mucosal interfaces such
as the gut. An increase in circulating V&; cells has long been observed in people with HIV-1, but remains
poorly understood. We performed a comprehensive characterization of V6; T cells in blood and
duodenal intra-epithelial lymphocytes, obtained from endoscopic mucosal biopsies of 15 people with
HIV-1 on antiretroviral therapy and 15 HIV-seronegative controls, in a substudy of the ANRS EP61 GALT
study (NCT02906137). We deciphered the phenotype, functional profile, single-cell transcriptome and
repertoire of V&1 cells and unraveled their relationships with the possible triggers involved, in
particular CMV and microbiota. We also assessed whether V&1 T cells may play a role in controlling the
HIV-1 reservoir. V6; T cells were mainly terminally differentiated effectors that clonally expanded in
the blood with some trafficking with the gut of people with HIV-1. Most expressed CX3CR1 and
displayed a highly cytotoxic profile, but low cytokine production, supported by a transcriptomic shift
towards enhanced effector lymphocytes. This expansion was associated with CMV status and markers
of occult replication, but also with changes in the duodenal and blood-translocated microbiota.
Cytotoxic, but not IFN-y-producing, V6. T cells were negatively associated with cell-associated HIV-1
RNA in both the blood and duodenal compartments. The increase in V61 T cells observed in people
with HIV-1 has multiple triggers, particularly CMV and microbiota, and may in turn contribute to the

control of the HIV-1 reservoir.

Keywords: V61 T cells; CX3CR1 ; HIV-1 ; CMV ; Microbiota ; Gut ; Duodenum ; Intra-epithelial
lymphocytes
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Author Summary

V81 T cells are key immune cells, particularly in the intestinal mucosa, which is a major site of HIV-1
persistence during antiretroviral therapy. Disruption of the gut microenvironment in people with HIV-
1 is associated with chronic dysbiosis, increased bacterial translocation, and subsequent immune
activation and systemic inflammation. An increase in circulating V61 T cells has long been observed in
this setting, regardless of the stage of infection, and persists even with effective antiretroviral therapy,
but the reasons for this remain poorly understood.

Our findings revealed the interplay between CMV, microbiota, and HIV-1 and V&1 T cell immune
responses, particularly in the gut, to explain the expansion of V61 T cells observed in people with HIV-
1. They also highlight the role of cytotoxic V&1 T cells in targeting residual HIV-1-infected cells. This

may lead to considering V61 T cell-based immunotherapy strategies to target the HIV-1 reservoir.

Funding: This project was supported by grants from the ANRS-MIE (EP61 GALT) and Sidaction.
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Introduction

The intestinal mucosa appears to be a key player in the pathophysiology of HIV-1, both as a direct
target for HIV-1 replication and as a source of chronic antigenic stimulation from multiple sources in
people with HIV-1 (PLWH). Indeed, the intestinal mucosa is highly enriched in CCR5*CD4* T cells, which
are specifically targeted and depleted during the early stages of HIV-1 infection. This leads to disruption
of the intestinal immune barrier (1,2). Even on antiretroviral therapy (ART), immune reconstitution of
the intestinal mucosa remains incomplete (3,4). Disruption of the gut microenvironment is associated
with chronic dysbiosis, increased bacterial translocation, and subsequent immune activation and
systemic inflammation in PLWH (5,6). The gut is also a major site of HIV-1 persistence during ART, with
enrichment of intact proviral DNA, which is the form responsible for viral rebound upon ART
interruption. Persistent transcription from HIV-1 proviruses, both intact and defective, also appears to
be a source of residual viral antigen production (7-10). In addition, human cytomegalovirus (CMV) can
also reactivate in the intestinal mucosa of PLWH and may be a major source of T-cell activation (11).
These multiple and persistent antigenic stimuli may contribute to chronic immune activation and
exhaustion in PLWH (12).

Each intestinal segment has specific characteristics in antigen uptake and immune cell composition
(13,14). Intra-epithelial lymphocytes (IEL) are more abundant in the proximal intestine, particularly in
the duodenum. Due to their anatomical location, duodenal IEL are at the forefront of the intestinal
barrier defense against a wide range of digestive pathogens and dietary antigens, including bacteria,
viruses, and fungi, which in turn expand the IEL (15). IEL are divided into conventional afTCR T cells,
mostly CD8*, and unconventional T cells, of which y& T cells are an important subset.

V&1 T cells are the more predominant subsets of y& T cells in the intestinal epithelium (16). They are
involved in both innate and adaptive immune responses (17). While they can be triggered in a TCR-
independent manner by natural killer receptor-mediated recognition of stress ligands, particularly in
epithelia, they can also recognize conserved patterns in a major histocompatibility complex (MHC)-

unrestricted manner through their TCR (16,18). Remarkably, their repertoire can be increasingly
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shaped with age by exposure to various pathogens, most notably CMV, but also malaria or EBV, with
pathogen-driven clonal expansion (19-23). Expanded V6; T cells exhibit cytotoxic effector properties
and express the chemokine receptor CX3CR1 (19). Expanded clonotypes can be found in peripheral
tissues as well as in the circulation, although V6, T cells are rare in the blood, where the most abundant
subset of y& T cells is classically the V&, subset (24). In tissues, in addition to their role against
pathogens, V&1 IEL may also have anti-tumor properties (25).

Surprisingly, in the setting of HIV-1 infection, CD27'CD45RA* V6, T cells expand in the circulation, and
outnumber the V&, subset, both in primary and chronic HIV-1 infection, and even under ART (26-29).
The V61/V86, ratio inversion seems to occur only at the chronic stage. This has been observed during
both HIV-1 and SIV infection (30,31). The evolution of y& T cell numbers among IEL is less clear and
may depend on the stage of HIV-1 infection (27,32). The expansion of V&, cells in the blood of PLWH,
a subset that is more abundant in the mucosa, raises the question of their intestinal origin. However,
the trigger for the expansion of V6, T cells and the inversion of the V6:/ V&, ratio in PLWH is not clearly
understood. In SIVsm-infected rhesus macaques, the increase in V6: T cells has been correlated with
microbial translocation (33). HIV-1 may also be an inducer and potentially a target of V6. T cells, which
may have antiviral activity against HIV-1, particularly those bearing the activator receptor NKG2C, and
thus may contribute to the control of HIV-1 replication (28,34,35).

Therefore, we performed a comprehensive characterization of V61 T cells in blood and duodenal IEL
obtained from endoscopic mucosal biopsies in PLWH on ART and uninfected controls. We deciphered
their phenotype, functions, transcriptome and repertoire and unraveled their relationships with CMV,
microbiota and the HIV-1 reservoir.

Here, we found that V&1 T cell expansion in PLWH is due to clonal expansion of terminally differentiated
effector memory cells that express the chemokine receptor CX3CR1 and exhibit highly cytotoxic
functions supported by expression of effector pathways. Some expanded V&1 T cells show features of
intestinal recirculation. Importantly, this expansion of CX3CR1* V6: T cells was found specifically in

PLWH with positive CMV serologic status. We observed associations between markers of occult CMV
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replication, changes in the duodenal and blood microbiota, and the phenotype of V61 T cells. Finally,
cytotoxic V61 T cells negatively correlated with residual HIV-1 RNA in both blood and duodenum,

suggesting that these cells may contribute to HIV-1 control.
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Results

Study population

This study was nested within the ANRS EP61 GALT study, which enrolled 42 PLWH on ART and HIV
seronegative controls. Their full clinical and virological details have been previously published (7).
Here, we performed a sub-study in which the main population consisted of 15 PLWH on ART and 15
HIV seronegative controls, all seropositive for CMV IgG antibodies, with available duodenal biopsies
and PBMC (Fig. 1A; Table S1). The median age was 54 years for PLWH (80% men) and 58 years for
controls (73% men). Included subjects were PLWH who initiated ART in the chronic stage of infection
and had sustained virologic suppression (plasma HIV-1 RNA <30 copies/mL) for a median of 9 years
[1QR, 5-14], and who had a median CD4 T-cell count of 812 cells/uL [IQR, 590-956] at the time of
sampling. In addition, we studied CMV-seronegative individuals with available PBMC, 12 of whom were
PLWH on ART with clinical characteristics close to those of CMV-positive PLWH, and 12 of whom were

HIV-seronegative controls matched for age and sex (Table S1).

The increased proportion of V8; T cells in the blood of PLWH is mainly due to the expansion of
CX3CR1* TEMRA cells

The phenotype of the V61 and V6, subsets of y& T cells was assessed by flow cytometry in both PBMC
and duodenal IEL from each individual in the main CMV-seropositive study population (Fig. 1B and S1).
As expected, y6 T cells were enriched in the duodenal mucosa and consisted mainly of V6, cells. We
observed no difference between PLWH and controls in the frequency of total y6 T cells among CD3* T
cells in both PBMC and IEL, nor in the frequencies of V&1 and V6, cells among y6 T IEL (Fig. 1C), nor in
the absolute numbers of V&; and V6, (Fig. S2) on microscopic analysis of duodenal biopsies. We
confirmed the previously reported inversion of the V§:/V§, ratio in PLWH blood with an increased
frequency of the V6, subset (median, 31% [IQR, 18.9-37.1]) in PLWH compared to controls (median,
14.3% [IQR, 7-24.6]; P = 0.01, Welch’s t-test), accompanied by a decrease in the V5, subset (median

8.8% [IQR, 5.9-15.8] for PLWH, and 25.6% [IQR, 16.7-35.9] for controls; P = 0.004, Welch’s t-test) (Fig.
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1C). The differentiation phenotype of the V6, and V6, subsets showed distinct populations in the
duodenal epithelium compared to the circulation (Fig. 1D). IEL were almost exclusively either CD27"
CD45RA" effector memory cells or CD27-CD45RA* terminally differentiated effector memory (TEMRA)
cells. V&: T cells from PLWH showed an increased frequency of TEMRA cells in both compartments,
particularly in the blood where they represented the majority of cells regardless of HIV status.
Circulating effector V61T cells were characterized by the expression of CX3CR1, which is predominantly
expressed on the TEMRA subset. CX3CR1" cells were highly enriched in circulating V61T cells of PLWH
(median 73.5% [IQR, 44-79.5] vs. 42% in controls [IQR, 26.4-67.1], P=0.11, Welch’s test) (Fig. 1E). By
contrast, CXCR3 tended to be less expressed in circulating V61 T cells of PLWH than in controls, while
CCR6 and CCR9 were expressed at lower levels, with no difference in frequency between the two
groups (Fig. S3). The number of circulating CX3CR1* V&, TEMRA cells was increased in PLWH compared
to controls (median 17.6 cells/uL [IQR, 4.5-26.3] vs. 2.9 cells/uL [IQR, 1.2-7.5], respectively, P=0.04,
Welch’s test; Fig. 1F). Clustering of circulating V61 T cells using the unsupervised opt-SNE algorithm
delineated distinct effector cell phenotypes (Fig. 2A). Cluster 5, which included cells with a TEMRA
phenotype expressing CX3CR1, the activator receptor NKG2C, and the activation and exhaustion
marker TIM-3, was significantly more frequent in PLWH (median 21% [IQR, 3.7-40.6]) compared to
controls (median 7.6% [IQR, 3-14.5]; P=0.04, Welch’s t-test). Expression of TIM-3 and NKG2C was
increased on blood CX3CR1* V&: T cells from PLWH compared to controls (Fig. 2B). Expression of
exhaustion markers and especially their co-expression was increased on TEMRA V6 T cells from PLWH
compared to controls (Fig. S4).

Compared to circulating V&: T cells, duodenal V&; IEL were globally characterized by the almost
ubiquitous expression of the B7 integrin, CD103 (aE) and CD69 and higher expression levels of NKG2C
and TIM-3 but lower expression of CX3CR1 (Fig. 2C). Compared to controls, V&1 IEL from PLWH showed
higher expression of NKG2C (Fig. 2D). The level of NKG2C expression in duodenal V6, IEL was positively
correlated with the inversion of the V8:/V6, ratio observed in the blood (n=30, Spearman’s r =0.39,

P=0.03; Fig. 2E). Circulating CX3CR1* V61 T cells expressing the gut-homing markers 7 and CD103 were
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increased in PLWH compared to controls (median 1.1/uL [IQR, 0.6-2.6] vs. 0.2/uL [IQR, 0-0.7] in PLWH
and controls, respectively, P=0.01, Welch’s t-test; Fig. 2F), suggesting recirculation of effector V6, T

cells from the gut.

Circulating CX3CR1" TEMRA V&; T cells have a highly cytotoxic profile but produce fewer pro-
inflammatory cytokines

We further investigated the functions of the V61 T cells by intracellular flow cytometry staining. We
evaluated cytotoxic effector functions using unstimulated Granzyme B (GzmB) and Perforin staining,
and pro-inflammatory cytokine production using PMA/ionomycin-stimulated Interferon-y (IFN-y) and
Tumor Necrosis Factor a (TNF-a) staining in both circulating and IEL V6; T cells (Fig. 3A and 3B).
Circulating TEMRA V6, T cells exhibit a cytotoxic phenotype with high production of GzmB and Perforin,
particularly for CX3CR1* TEMRA V&; (median of double positive: 85% [IQR: 71-94]) in both PLWH and
controls. In contrast, circulating CX3CR1* V&1 T cells had the lowest production of IFN-y and TNF-a
compared to CX3CR1 cells. Duodenal CX3CR1* V&, IEL showed much lower GzmB, Perforin, IFN-y and
TNF-a production compared to circulating cells. However, although lower than in their circulating
counterparts, Perforin expression was higher in V&, IEL from PLWH compared to controls (median of
26% [IQR, 20-35] vs. 10% [IQR, 9-16] GzmB*/Perforin* cells, in PLWH vs. controls, respectively; P < 0.01,
Welch’s t-test; Fig. S5). To further explore the functional profile of V6; T cells, we examined the
expression of key transcription factors TCF-1, TOX, T-bet, and Eomes in the blood using intra-nuclear
flow cytometry staining (Fig. 3C-3E). Effector CX3CR1* V8; T cells showed higher expression of T-bet

and lower expression of Eomes than other TEMRA V& T cells, particularly in PLWH.

Circulating V&, T cell transcriptome shifts toward an enhanced cytotoxic effector profile
Single-cell RNA sequencing (scRNAseq) was performed on sorted circulating V&1 T cells from 6 PLWH
and 6 controls to characterize the transcriptional reprogramming that supports the enhanced effector

phenotype of V&1 T cells observed in PLWH. An average of 655 single V&1 T cells per donor were
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sequenced. Unsupervised analysis revealed clustering of 6 profiles that differed between PLWH and
controls (Fig. 4A-4C). Clusters 0 and 1 were more abundant in PLWH, whereas clusters 2 to 5 were
more abundant in controls. Clusters 3 to 5 showed an early differentiation profile, with clusters 3 and
5 corresponding to naive T cells expressing high levels of CD27, higher levels of CD28 and CCR7, and an
important self-renewal potential with the expression of IL7R, LTB, TCF7, LEF1 (Fig. 4D and 4E). Cluster
4 had preserved but decreased CD27 expression, and also showed features of effector cells with the
expression of cytotoxicity-associated genes (especially GZMK, but also GZMA, GZMH, PRF1). In
contrast, clusters 0 to 2 presented the most terminally differentiated profile with loss of CD27, CD28,
CCR7 expression and the highest level of CX3CR1 expression. They expressed high levels of genes
associated with cytotoxicity such as GZMA, GZMB, GZMH, PRF1, GNLY, the transcription factor TBX21
and the NK family activator receptor NKG2C gene NKG?7. Clusters 2 and 4 had higher expression of the
pro-inflammatory cytokine gene IFNG, which was very low in the other effector-like clusters. Cluster 1
differed from clusters 0 and 2 mainly by a lower expression of the transcription factors TOX, associated
with immune exhaustion, and of STAT4 expression. Comparisons of gene expression within each
cluster between PLWH and controls revealed a global increase in FGL2 expression in PLWH, in addition
to increased expression of FNDC3B, DOK6, FRY, which are involved in cell proliferation signaling in
clusters 0 and 1, of CD226 (DNAM-1 gene, associated with cell killing pathway) expression in cluster 1,
and of CX3CR1 and S1PR5 (downregulated gene in resident memory T cells) expression in cluster 3 (Fig.
S6). Terminally differentiated clusters co-expressed ITGAE and ITGB7, encoding CD103 and 7 integrins

(Fig. 4E), suggesting recirculation of effector V&; T cells from the gut.

Circulating V&1 T cells are clonally expanded in PLWH

To assess the clonality and diversity of the expanded V6, TCR repertoire, we performed dimer-avoided
multiplex (dam)-PCR and NGS to analyze the CDR3 sequences of the hTRDV chain on sorted blood V&,
T cells from 5 PLWH and 5 controls, and unsorted duodenal IEL (Fig. 5A). Sequenced cells from the

blood almost exclusively expressed the TRDV1 gene in accordance with the realized sorting. TRDV1
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expressing cells accounted for an average of 54% of the duodenal epithelial y& T cells, and TRDV1
clones also accounted for 54% of the sequenced clonotypes. The number of sequenced V61T cells was
higher in the PLWH blood samples (mean 5,253 [range 1,461-12,210] for PLWH, and 939 [204-2,001]
for controls in blood; 565 [262-824] in PLWH duodenum). CDR3 analysis revealed a clonally focused
repertoire in all subjects, although the clonal expansion appeared to be more pronounced in the blood
of PLWH. Notably, for one of the 5 PLWH (#8547), the predominant circulating clone (45% of the
sequenced V&, cells) was also found in the duodenal IEL of the same subject, suggesting recirculation
between these 2 compartments. We used a diversity index (defined as 100 minus the area under the
curve between the percentage of total reads and the percentage of unique CDR3s, when unique CDR3s
are sorted by frequency from largest to smallest) and Hill’s numbers (for which increasing values of q
make the diversity measure progressively less sensitive to rare haplotypes) to assess the diversity of
the TRDV1 clonotypes (Fig. 5B-5C). Rényi’s plots of Hill’s numbers were used to rank samples according
to their degree of genetic complexity, with the highest curves corresponding to the most complex
samples. TRDV1 diversity was lower in PLWH blood, compared to both control blood and matched
duodenal IEL, and remained lower for all values of q (representing the order of the diversity). One
control (#3124) presented a very low count of V&: T cells in blood (so only n = 204 V5, T cells were
sequenced), leading to the highest diversity index (42.5), the main clone accounting for only 18% of

the sequenced repertoire.

CMV is associated with V8, T cells expansion in PLWH on ART

Since CMV has been described as a trigger of V6, T cell clonal expansion, we investigated the potential
role of CMV co-infection in PLWH in the decreased diversity of the V&, repertoire. The flow cytometric
phenotyping results of circulating V81 T cells obtained from the 15 CMV* PLWH and 15 CMV* controls
were compared with 12 CMV- PLWH and 12 CMV- controls. There was an increase in the number of
circulating y& T cells in CMV-seropositive individuals, especially in PLWH (median of 85.2/uL in

HIV*CMV* vs. 39.4/uL in HIV'CMV'; P = 0.01, Welch’s t-test) (Fig. 6A). This was mainly related to the
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increase in the number and frequency of V6: T cells in the same groups (median of 24.7/uL in HIV'CMV*
vs. 4.5/uLin HIV*CMV'; P =0.001, Welch'’s t-test), while the number of V8, T cells remained unchanged
and their frequency among total y& T cells decreased in HIV'CMV* individuals. An inversion of the
V61/V6, ratio was observed only in the HIV*CMV* group with a median of 2.6 (IQR, 1.7-4.2), whereas
the median ratio was < 1 in all other 3 groups (0.6 for HIV-CMV* and HIV*CMV", 0.5 for HIV-CMV") (Fig.
6B). Notably, the frequency of CX3CR1* cells among V&: T cells was highly dependent on CMV status
(median of 73.5% in HIV'*CMV* vs. 27.6% in HIV'*CMV'; P = 0.001, Welch’s t-test) (Fig. 6C). CMV viremia
assessed by gPCR was negative in all CMV-seropositive subjects. The CMV IgG index was used as a
surrogate for occult CMV replication and was significantly higher in PLWH compared to controls

(median 407.5 vs. 156.3 AU/mL; P = 0.025, Welch's t-test) (Fig. 6D).

PLWH show changes in the duodenal mucosal and blood-translocated microbiota

Because of the anatomical interface between the IEL and the gut microbiota and the key role of the
IEL in host gut barrier defense, we investigated the potential shift in duodenal mucosal microbiota and
blood-translocated microbiota populations in PLWH in search of a trigger for mucosal stimulation and
potential recirculation of V&; T cells. Duodenal biopsies from 24 PLWH and 25 controls, and blood
samples from 33 PLWH and 39 controls, from the EP61 GALT study were used to perform pan-bacterial
16S ribosomal RNA PCR and NGS to identify and classify bacterial phyla, classes, orders, families,
genera, and species. Overall microbiota diversity, as assessed by multiple indices, showed a higher
diversity in the blood and duodenal mucosa of PLWH compared to controls (Fig. S7). The duodenal
microbiota showed a higher abundance of several bacteria in PLWH, particularly in the Firmicutes
phylum and the Staphylococcus genus (Fig. 7A). The blood-translocated microbiota also showed a
higher abundance of several bacteria in PLWH, including Candidatus pelagibacter, Arcobacter,

Lactobacillus, while few others were relatively more abundant in controls (Fig. 7B).
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Cytotoxic CX3CR1* TEMRA V&, T cell expansion is associated with the interplay of CMV, microbiota
changes, and HIV-1 persistence

Given the observed shift in translocated and mucosal microbiota in PLWH, and the critical link
established between CMV infection and expansion of circulating CX3CR1* V6, T cells, we sought a
potential interplay between microbiota, CMV residual replication, and V6;1 T cell phenotype. The anti-
CMV IgG index, used as a surrogate for residual CMV replication, was positively correlated with the
frequency of some bacterial genera in the duodenal microbiota as well as with V&1 cytotoxic functions
(GzmB*Perforin* cell frequency among both duodenal and circulating V81 T cells, Fig. 8A and 8C). The
frequency of these bacteria in the duodenal microbiota was also positively correlated with circulating
CX3CR1* V&, frequency (e.g. Porphyromonas relative abundance in duodenum, Spearman’s p = 0.71;
Fig. 8C) and also with circulating V6: cytotoxic functions (e.g. Porphyromonas frequency in duodenum,
Spearman’s p = 0.65). The bacteria higher in the translocated microbiota were mainly positively
correlated with the frequency and cytotoxicity profile of circulating CX3CR1* TEMRA V6, cells. In
contrast, the relative abundance of the genus Pelomonas in the translocated microbiota was
associated with a less abundant TEMRA and CX3CR1* phenotype and a less activatory profile (NKG2C*)
of circulating V& T cells (Fig. 8A).

To rule out potential confounding biases related to systemic inflammation caused by CMV co-infection
and/or changes in the microbiota, we measured inflammatory biomarkers in the plasma of PLWH (who
were all receiving sustained, effective ART) and controls, both with and without CMV co-infection (n =
15 CMV* PLWH, 15 CMV* controls, 12 CMV PLWH and 12 CMV" controls) (Fig. S8). IL-6, TNF-a and IP-
10 (CXCL10, ligand of CXCR3) were higher in PLWH than in controls without HIV. There were no
significant changes in IL-1B or IL-8. We did not observe an increase in sCD14 in PLWH, despite previous
reports describing such an increase. This was confirmed to be due to insufficient statistical power in
our study population, as plasma sCD14 was significantly increased when assessed in the entire ANRS
EP61 GALT cohort (n = 42 PLWH and 42 controls). There were not significant changes in the

inflammatory biomarkers related to CMV status.
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We then investigated whether these inflammatory markers were associated with either the CMV IgG
index or the relative abundance of bacteria previously linked to V6 T cell expansion. The CMV IgG
index did not correlate with any of the assessed biomarkers. Regarding bacterial triggers, there was no
overall positive correlation between microbiota bacterial genera and plasma biomarkers, at the
exception of a positive tendency between plasma IL-8 and TNF-a levels and Pelomonas DNA frequency
in blood (Fig. S9). However, Pelomonas frequency was negatively correlated with V&, changes in the
blood (Fig. 8A). Therefore, neither occult CMV replication nor bacterial changes associated with V&1 T
cell expansion seemed to be significant triggers of systemic inflammation in PLWH.

Furthermore, inflammatory plasma biomarkers did not correlate with the frequency or phenotypic
changes of V6, T cells observed in PLWH, except for a positive association between IL-6 plasma levels
and the V6:/V§, ratio. However, our findings suggest that this association is not supported by a
correlation between IL-6 levels and an increase in circulating V61 T cell frequency (p = 0.003, P = 0.99),
but rather by a correlation with a reduction in V&, T cell frequency (p = -0.60, P = 0.02) (Fig S9).

Thus, the changes observed in V&6, T cells in PLWH did not seem to be triggered by non-specific systemic
inflammation.

Finally, we examined the relationship between the phenotype of V6; T cells in PLWH and the HIV-1
reservoir within the same subjects in both the blood and intestinal compartments, specifically the
intact fraction of HIV-1 DNA and the cell-associated residual HIV-1 RNA. The mean frequency of intact
HIV-1 DNA in the intestine (measured in 3 segments: duodenum, ileum and colon) was associated with
a decreased diversity (i.e. clonal expansion) of circulating V&1 T cells. The cytotoxic functions (frequency
of GzmB*Perforin* cells) of circulating CX3CR1* TEMRA V&, T cells were negatively correlated with the
frequency of intact proviral DNA in PBMC (Spearman’s p = -0.54), and CX3CR1* V&; T cells were also
negatively correlated with residual cell-associated HIV-1 RNA in PBMC (n=15, Spearman’s p = -0.68,
P=0.007) (Fig. 8B and 8C). Consistently, cytotoxic functions of duodenal V&: T cells (frequency of
GzmB*Perforin* cells) seemed to be negatively correlated with residual HIV-1 RNA in the duodenum

(Fig. S10). In contrast, duodenal V&, T cells producing pro-inflammatory cytokines (frequency of IFN-
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V' TNF-a* cells), most of which do not express CX3CR1 and do not have cytotoxic properties, seemed to
be positively correlated with residual HIV-1 RNA in the duodenum (Fig. S10). Taken together, these
results suggest an antiviral potential of cytotoxic CX3CR1* V61 T cells against HIV-1-infected cells.
Consistent with a potentially favorable profile of circulating cytotoxic CX3CR1* TEMRA V& T cells, they
were also positively correlated with CD4* T cell frequency and CD4/CD8 T cell ratio in the blood of

PLWH on ART (n=15, Spearman’s p = 0.70, P=0.048; Fig. S10).
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Discussion

Here we show that the increase in circulating V61 T cells observed in PLWH on ART is mostly a clonal
expansion of terminally differentiated effector memory cells expressing the chemokine receptor
CX3CR1 and exhibiting a functional profile characterized by high cytotoxicity but low cytokine
production. Since V6. T cells are normally located primarily at mucosal barriers, and since we found
evidence for trafficking of V6, cells with the gut, we suggest that the gut is likely to be an important
trigger site for V61 T cell activation in PLWH. Our data highlight the critical link between occult CMV
replication and V&1 T cell expansion in PLWH. In addition to this key CMV-induced trigger, species-level
changes within the duodenal microbiota composition and within the blood-translocated microbiota in
PLWH are also associated with V61T cell phenotypic changes. The association between the expansion
of cytotoxic V61 T cells and the reduction of residual HIV-1 RNA in both blood and duodenal mucosa
suggests that these cells may contribute to HIV-1 infection control. Taken together, our results unravel
a complex interplay between CMV, bacterial microbiota and the immunological response of V6 T cells
to HIV-1 infection.

The expansion of circulating V61 T cells, especially CX3CR1* cells, is associated with CMV status and is
likely driven by occult CMV replication in PLWH despite being on effective ART with restored circulating
CD4* T cell counts and undetectable CMV DNA in their blood. Residual CMV replication in PLWH on
ART has been clearly established as a persistent driver of immune activation in previous studies and
has been associated with inflammatory markers, CD8* T cell expansion, lower CD4/CD8 T cell ratio,
occurrence of cardiovascular events, and microbial translocation (11,36-41). Interestingly, PLWH are
more frequently co-infected with CMV, with higher incidence and prevalence than HIV-seronegative
individuals, although the reason remains unclear (42). Analysis of blood samples from CMV-
seronegative PLWH confirmed that V&; T cell expansion is associated with CMV serologic status. CMV
IgG index has been suggested as a surrogate marker of residual CMV replication and was significantly
higher in PLWH than in HIV-seronegative controls in our cohort (43—46). While CD4* T cell deficiency is

a known factor responsible for CMV replication in immunocompromised individuals, CMV viremia is
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almost always undetectable in PLWH on ART when their blood CD4* T cell counts are restored. We
hypothesize that persistent depletion of mucosal CD4* T cells in PLWH may contribute to tissular occult
CMV replication even on ART with high blood CD4* T cell counts (3,4). In settings other than HIV
infection, such as common variable immunodeficiency or renal transplantation, CMV has also been
described as a major driver of V&6; T cell clonal expansion (21,47). However, we also show significant
correlations between duodenal mucosal microbiota composition and both CMV IgG index and V61 T
cell phenotype. In the context of gut barrier dysfunction in PLWH, it is also possible that CMV may be
a confounding factor between mucosal microbiota changes and V&1 T cell activation in the gut. CMV
IgG index has been associated with gut epithelial damage and an increase in microbial translocation
markers, suggesting that CMV mucosal replication in the gut could reshape the local microbiota, which
in turn could trigger an adaptive response by the V6, subset (41,48). Indeed, we found changes in both
the duodenal and blood-translocated microbiota in PLWH, in global diversity as well as species-specific
changes. The specificity of the expanded V&, effector cell clones against CMV, some bacterial species
or HIV-1 was not demonstrated in our study. Due to the lack of a TRDV1 CDR3 specificity database, we
were unable to link the clonotype sequences to a specific pathogen, nor do we have sufficient numbers
of cells to expand the clones ex vivo to assess their antiviral properties. Thus, the precise triggers and
targets of expanded V&1 T cells in PLWH could not be formally established here, but our data clearly
highlight the key role of CMV co-infection in PLWH. Systemic inflammation does not appear to be a
non-specific confounding factor, as inflammatory biomarkers were not significantly associated with
the expansion of CX3CR1" V&1 T cells.

The hypothesis of intestinal activation of V&: T cells in PLWH is supported by the increased expression
of the activator receptor NKG2C in V&, IEL, which correlated with the V&:/V6, ratio in the blood. In
addition, increased levels of circulating V61 T cells expressing both 7 integrin and CD103 (aE integrin),
which are markers of intestinal residence, may indicate increased trafficking of V&1 T cells with the gut
in PLWH. Furthermore, the major circulating clonotype from one subject was also found in the

duodenum of the same subject, supporting the idea of the recirculation of intestinal V&: T cells
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secondary to mucosal stimulation. The number of V&1 clonotypes obtained from duodenal epithelium
was lower than from blood samples because endoscopic duodenal biopsies only allowed extraction of
a limited number of IEL. Thus, it is likely that not all existing duodenal clonotypes were analyzed and
additional clones shared between blood and duodenum may have been missed. In addition, our study
did not include the examination of clonotypes from other tissues such as skin or lung, which may also
be sites of activation and recirculation of V&: T cells in PLWH (49,50).

CX3CR1 is the receptor for CX3CL1, also known as fractalkine, a chemokine expressed in endothelial
and epithelial tissues, including the intestine. CX3CR1 appears to be expressed predominantly by CD27-
effector T cells, both a3 and Y5 T cells. A vascular tropism and thus a potential role of CX3CR1* T cells
in endothelial immune surveillance has been described (17). Increased CX3CR1 expression on CD4* and
CD8* T cells in PLWH has been associated with CMV co-infection, with an enrichment of CMV-specific
populations, some of which target the vascular endothelium (51-54). Mirroring CX3CR1* CD8* T cells,
CX3CR1* V61T cells have enhanced cytotoxic functions driven by a similar transcriptional programming
(55,56). Our single-cell transcriptomic analyses allowed us to decipher more precisely the effector
transcriptional profile of V6, T cells in PLWH, unraveling the loss of naive V61T cells combined with the
expansion of two distinct effector subsets in these individuals. Both effector subsets expanded in
PLWH expressed high levels of CX3CR1 and the T-bet transcription factor, enabling important cytotoxic
functions with high transcription of the GZMB and GNLY genes in particular, as well as high levels of
the B7 integrin, suggesting a link to the gut. These two effector cell subsets could be distinguished in
particular by their expression levels of TOX, which promotes the exhaustion pathway. Expanded V61T
cells in PLWH globally expressed higher levels of activation/exhaustion markers, particularly TIGIT and
TIM-3, compared to HIV-seronegative controls. In contrast to the effector subsets expanded in PLWH,
those reduced in PLWH were characterized by higher expression of Eomes and pro-inflammatory
cytokine production such as IFN-y (57). Thus, CX3CR1* V81T cells in PLWH were shifted toward a more
cytotoxic effector profile rather than pro-inflammatory cytokine production, cytotoxic effector

CX3CR1* V81T cells maintained a high expression of the transcription factor T-bet. This is similar to the

144



CX3CR1" CD8 T cell subset, which produces lower levels of IFN-y and TNF-a than the CX3CR1™ subset
(58-60).

HIV-1 may also be a trigger for V6, T cell activation, as the mean frequency of intact HIV-1 DNA in the
gut was associated with clonal expansion of circulating V6: T cells. In addition to being a possible
trigger, HIV-1 may also be a target for V&6, T cells, as the frequency of cytotoxic, but not of IFN-y-
producing, V61 T cells appeared to be negatively correlated with residual HIV-1 RNA in both the blood
and duodenal compartments, suggesting a possible role for cytotoxic V&1 T cells against reservoir cells
with residual HIV-1 RNA transcription. However, the cytotoxic functions of V6 T cells were attenuated
in the duodenal epithelium, suggesting that inhibitory factors in the tissue microenvironment may
regulate the effector functions of tissue-resident T cells, and thus contribute to HIV-1 persistence in
tissues of PLWH on ART (61-63).

In conclusion, we found that the inversion of the V61/V8, ratio of y6 T cell subsets in the blood of PLWH
on ART is due to the clonal expansion of cytotoxic CX3CR1* terminally differentiated effector memory
V6, T cells, some of which exhibit trafficking with the gut. V61 T cell expansion appears to be mostly
associated with persistent occult CMV replication in PLWH, even on effective ART, but also with
changes in the duodenal mucosal and translocated microbiota, which have themselves been reshaped
by HIV-1 infection, making the interplay between CMV, bacterial microbiota and HIV-1 key triggers for
V61T cell activation. These results highlight the importance of CMV co-infection in the chronicimmune
activation that persists in PLWH, even on ART. CX3CR1" effector V6.1 T cells may have both deleterious
and beneficial effects in this setting, with their trafficking to the vascular endothelium possibly
contributing to cardiovascular events, while their cytotoxic properties appear to be associated with

HIV-1 replication control in our work.
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Materials and Methods

Ethic statement

The study was approved by the Institutional Review Board Comité de Protection des Personnes Sud-
Ouest et Outre-Mer | (IDRCB: 2016-A00823-48). Written informed consent was obtained from all the

participants (trial registration number NCT02906137).

Subjects and samples

The ANRS EP61 GALT study had enrolled 42 PLWH and 42 HIV seronegative controls at the University
Hospital of Toulouse, France, from 2017 to 2020. Inclusion and exclusion criteria were previously
published (7). Blood samples and intestinal endoscopic biopsies were obtained from these individuals
during either upper endoscopy (duodenal biopsies), and/or lower endoscopy (ileal and colonic
biopsies). Upper endoscopy was performed primarily for gastroesophageal reflux disease; lower
endoscopy was performed primarily for colorectal cancer screening. All subjects were free of
inflammatory or lymphoproliferative bowel disease on histopathologic examination. Here, we
performed a substudy with blood and duodenal samples from 15 PLWH and 15 controls who were
representative of the entire ANRS EP61 GALT cohort and seropositive for CMV IgG, matched for sex
ratio and age. In addition, blood samples from 12 PLWH and 12 controls, all CMV seronegative, were
selected as a control cohort. All PLWH initiated ART in the chronic stage of infection and had sustained
undetectable plasma HIV-1 RNA on ART. Plasma HIV-1 RNA was quantified by Aptima HIV-1 Quant Dx
(30 copies/mL cutoff, Hologic), and peripheral blood CD4* and CD8* T cells were measured by flow

cytometry as part of routine monitoring.

Isolation of intra-epithelial lymphocytes from the duodenal mucosa
Eight duodenal endoscopic punch biopsies were collected from each individual. Five biopsies were
processed to harvest intraepithelial lymphocytes and the remaining 3 biopsies were kept for viral and

bacterial DNA/RNA extraction, and paraffin and OCT inclusions, as previously published (7). The 5
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biopsies were collected in RPMI with 10% FBS before being pooled in a medium containing 1X HBSS
without calcium, magnesium or phenol red, 10 mM HEPES, 1 mM DTT, and 10% FBS, and incubated for
1h at 37°C with 5% CO, and gentle shaking. The DTT allows the epithelial cells and IEL to detach into
the supernatant. The resulting supernatant was filtered through a 100 um filter, and spun for 5 minutes
at 400 g. The pellet was washed once with PBS and 2% FBS. EasySep EpCAM* magnetic sorting
(Stemcell) was then performed. This step retained the epithelial cells. The negative fraction contained
the IELs. Typically, 500,000 to 1 million IELs were collected per donor and cryopreserved in FBS/DMSO

in liquid nitrogen. The IEL recovery rate in subsequent experiments was typically around 50%.

Antibodies and flow cytometry

V61 and V6, T cell phenotypes in blood and duodenal mucosa were characterized using core panels to
define cells of interest, supplemented by 5 different panels for extracellular expression of activation
and exhaustion markers (panel 1) and of homing markers (panel 2); intracellular expression of
cytotoxicity effectors (panel 3) and cytokines (panel 4); and intranuclear staining of transcription
factors (panel 5). 50,000 IELs and 1 million PBMCs were used per panel for each donor. The markers,
fluorochromes, clones and suppliers of the core and supplemental panels are listed in Table S2. The
number of PBMC and IEL samples, and the HIV and CMV status of the subjects studied are listed in
Table S3. Core panel results were the mean of the different experiments. The number of events
acquired in the flow cytometry analyses for the main cell subsets is listed in Table S4.

For the homing marker panel, staining with the chemokine receptor antibodies (anti-CCR6, CCR9,
CXCR3, and CX3CR1) was performed with Brilliant Stain Buffer (BD Biosciences) at 37°C in 5% CO; for
2 hours, followed by washing and a second staining for 20 minutes with Brilliant Stain Buffer and the
other antibodies in the panel. This prolonged staining allowed for improved detection of membrane-
recycled chemokine receptors compared to a standard 20-minute staining. For the cytotoxicity
effector, cytokines and transcription factors panels, cells were stained after an overnight culture in

RPMI 10% FBS solution at 37°Cin 5% CO.. Intracellular expression of cytotoxicity effectors staining was
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performed without cell stimulation, while cytokines staining was performed after cell stimulation with
PMA at 100ng/mL and ionomycin at 1000ng/mL for 6 hours, and the addition of Golgi stop and Golgi
plug (BD Biosciences) after 2 hours of stimulation. Intracellular staining was performed after
permeabilization with Cytofix/Cytoperm and Perm/Wash buffer (Fixation/Permeabilization kit, BD
Biosciences). For intranuclear staining, permeabilization was performed with Foxp3/transcription
factor staining buffer set (eBioscience, Invitrogen).

Flow cytometry experiments were performed on a BD Symphony A5 driven by the FACSDiva software
(BD Biosciences). Instrument reproducibility was verified for each experiment according to an in-house
quality control procedure using CS&T and 8-peak rainbow beads. In addition, the cytometer was
standardized to ensure consistency of the results over time according to BD Biosciences application
settings. Fluorescence Minus One (FMO) controls were used to improve gating positioning. Analyses
were performed using Flowlo software (v10.9.0) and OMIQ software from Dotmatics

(https://www.dotmatics.com/solutions/omig) for Opt-SNE analysis and cluster identification using the

FlowSOM algorithm. Opt-SNE is a variant of the t-SNE algorithm that features modifications to the
Barnes-Hut implementation of t-SNE, including the ability to detect the rate of improvement of the KL
divergence and then automatically stop the algorithm when it begins to suffer from diminishing returns
in this metric (64). Parameters used for dimensionality reduction included: CD27, CD45RA, CX3CR1,

NKG2A, NKG2C, NKp30, NKp44, NKp46, LAG-3, PD-1, TIGIT and TIM-3.

Cell sorting

For V&; repertoire analysis, cells were stained with LIVE/DEAD Fixable Blue Dead Cell Stain
(ThermoFisher), anti-human CD3 BUV395 (UCHT1/BD), y6 TCR BB700 (11F2/BD), and V&1 APC Vio770
(REA173/Miltenyi), passed through a 0.7um cell strainer and sorted using a FACSARIA Fusion or a
FACSARIA SORP (BD Biosciences) cell sorter. Sorted V61 cells were placed in RNAlater (Sigma Aldrich)
and frozen. V61 cells were sorted from PBMC of 5 PLWH and 5 HIV seronegative controls, all CMV

seropositive, and from duodenal IEL of the same 5 PLWH.
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For V6; single-cell RNA sequencing, cells were processed identically except for additional staining with
TotalSeq-B anti-human hashtags (LNH-94; 2M2/BiolLegend) directed against CD298 and PB2-
microglobulin (6 different hashtags were used for each donor). Sorted V&1 T cells were stored on ice
and immediately processed for single-cell library generation. V61 cells were sorted from PBMC of 6

PLWH and 6 controls, all CMV seropositive.

Single cell RNA sequencing and analysis

Single-cell libraries were generated using the Chromium iX Single-Cell Instrument and Chromium Next
GEM Single Cell 3’ Kit v3.1, Chip G Single Cell kit, Dual Index kit TT Set A and NT set A, and 3’ Feature
Barcode kit (10x Genomics). Briefly, sorted V6; T cells were immediately diluted if necessary to
equilibrate cell concentrations between samples before being pooled in a 19,800 cell solution in the
appropriate volume for sample loading. After generation of nanoliter-scale gel bead-in-emulsions,
libraries for single cell RNA and hashing antibodies were constructed according to the manufacturer’s
recommendations. The obtained libraries had an average length of 353bp and a concentration of
14.44nM. Sequencing was then performed on a full SP flow cell 100 cycles (2 lanes) on the Illumina
NovaSeq 6000 instrument (lllumina, San Diego, USA) at the GeT-PlaGe site of the Genome and
Trancriptome Core Facility (GeT, Genotoul, Toulouse, France), using the NovaSeq 6000 SP Reagent Kit
v1.5 (100 cycles) and appropriate run settings (R1: 88 bp, R2: 28 pb, 11: 10, 12: 10), to target
approximately 27,500 + 5,000 reads per cell with an estimated cell recovery rate of 50%.

Raw reads were processed using 10x Genomics Cell Ranger v.7.0.1 (65) with default parameters.
Briefly, GEX reads with valid barcodes were aligned to the Homo sapiens GRCh38 reference genome
and Ensembl annotation v.110, while CMO reads were aligned to the HTO reference sequences.
Aligned reads with good mapping quality were then counted. Single cell RNA and CMO sequencing
counts were analyzed using the R package Seurat v.5.0.1 for R version 4.3.2 (66). For our data we select
cells with at least 500 counts per cell, at least 500 expressed genes, a complexity greater than 0.8 and

a mitochondrial gene ratio less than 0.2. After filtering to remove empty droplets and dying cells, only
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genes expressed in 10 or more cells were retained, resulting in a total of 23,974 unique genes. The
hash detection step allowed cells to be associated with their corresponding tag and to identify
untagged cells and doublet droplets that were removed (67). Approximately 650 cells were analyzed
per individual.

Raw counts were normalized. PCA was performed using the 3,000 more variable features. An
integration step was performed using the CCAlntegration method and the UMAP was generated based
on the first 30 PCs. Clustering was performed at 0.2 resolution using the Louvain algorithm with
multilevel refinement and 50 iterations. A cluster of contaminating monocytes was identified and
removed using the CD14, CCR2 and SELL gene expression. We identified 6 clusters and used propeller
to find differences in cell type proportions between PLWH and controls (68). Pseudobulk counts were
generated by aggregating cell counts from each cluster and each patient. Differential expression
analyses were performed using the R package DESeq2 v.1.42.1 (69) with default parameters.

Differentially expressed genes were identified as genes with an adjusted P-value less than 0.05.

TCR repertoire analysis

Sorted V&: T cells cells from PBMC and duodenal IEL (1,100 - 175,000 cells) were placed in RNAlater
(Sigma Aldrich) and frozen. Deep, quantitative and unbiased amplification of TCR6 sequences was
performed using dimer-avoided multiplex (dam)-PCR, followed by MiSeq sequencing (illumina)
performed by iRepertoire, Inc. (Huntsville, USA). The sequencing data were error-corrected and V, D,
and J gene usage and complementarity-determining region 3 (CDR3) sequences were identified and
assigned. Tree maps show each unique CDR3 as a colored rectangle, with the size of each rectangle
corresponding to the abundance of each CDR3s within the repertoire. The diversity index was
calculated using iRweb tools (iRepertoire, Inc, Huntsville, AL, USA). The higher the diversity of the
sample, the closer the overall diversity of the sample fits a diversity model where each clonotype
receives equivalent reads. Cleaned nucleotide sequence alignments were used to calculate Hill's

numbers, which characterize abundance-based species complexity (70). Hill's numbers represent a set
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of numbers of different order (g-value) for which increasing values make the measure of complexity
progressively less sensitive to rare haplotypes and at infinity, only the frequency of the dominant

haplotype matters. We used Rényi’s plots to order the diversity of TRDV1 clonotypes (71).

Bacterial 16S rRNA gene sequencing

DNA for bacterial 16S rRNA gene sequencing was obtained from intestinal tissue and whole blood by
thorough lysis using SK38 glass and ceramic beads in a Precellys 24 homogenizer (Bertin Technologies)
for 6 cycles of 30 seconds each at 6500 rpm with 1 minute breaks on ice. The 16S bacterial DNA V3-V4
regions were targeted with 357wf-785R primers and analyzed using MiSeq (RTLGenomics, Texas, USA).
For each blood and duodenum sample, an average of 23,948 and 55,570 bacterial genome sequences
were obtained, respectively. Bioinformatic filters were applied as described previously (72).
Cladograms and Linear Discriminant Analysis (LDA) scores were generated using the LDA Effect Size

(LEfSe) module of the Huttenhower Lab Galaxy Server (http://galaxy.biobakery.org) (73). For

cladograms, the alpha value for the factorial Kruskal-Wallis test between classes and the alpha value
for the pairwise Wilcoxon test between subclasses were set to 0.01, and the threshold for the
logarithmic LDA score for discriminative features was set to 2.0. Principal Component Analysis (PCA)

plots were generated and OUT-based diversity indices were calculated using Past 4.17c software (74).

Quantification of HIV-1 DNA and RNA in PBMC and intestinal mucosa

Extraction of DNA and RNA from PBMC and intestinal mucosa and quantification of both total and
intact HIV-1 DNA and HIV-1 RNA were performed as previously described (7). Briefly, PBMC and
intestinal biopsies were gently lysed with CK14 ceramic beads using a Precellys 24 homogenizer (Bertin
Technologies) for a short time (10s twice) and at low speed (5000 rpm) to minimize DNA shearing and
to obtain high molecular weight (HMW) DNA, which was isolated using the Gentra Puregene kit

(Qiagen). RNA was isolated using the RNeasy micro kit with an on-column DNase treatment (Qiagen).
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HIV-1 DNA (LTR region) was quantified by real-time PCR (LightCycler 480 system, Roche) from DNA
extracted from PBMC and intestinal biopsies using the Generic HIV DNA Cell kit (Biocentric). Diploid
cell equivalents were quantified by real-time PCR of the GAPDH gene. The frequency of intact HIV-1
proviruses in circulating and intestinal CD4* T cells was determined by the intact proviral DNA assay
(IPDA) as previously described (7,75). Briefly, two multiplex ddPCRs were performed in parallel on a
QX200 ddPCR system (Bio-Rad) to quantify intact and defective HIV-1 proviruses in the first ddPCR, and
DNA shear and diploid cell equivalents in the second ddPCR. Four to eight replicates of ddPCR were
performed for HIV-1 provirus quantification, each from 750 ng of HMW DNA. Duplicates of RPP30
ddPCR were performed, using 70 ng of HMW DNA. Replicate wells were pooled and results were
analyzed using QuantaSoft software (1.6.6.0320).

RNA extracted from PBMC and intestinal biopsies was reverse transcribed into cDNA using the
Superscript IV (ThermoFisher Scientific) with random hexamers (1.25 uM) and oligo(dT)20 primers
(1.25 puM). Tissue and cell-associated HIV-1 RNA (LTR region) was quantified by real-time PCR
(LightCycler 480 system, Roche) from the cDNA using the Generic HIV DNA Cell kit (Biocentric) and a
standard curve derived from a sample with a known concentration of HIV-1 RNA. Results are reported
as cell-associated HIV-1 RNA copies per million PBMC, and HIV-1 RNA copies per ug of total intestinal
tissue RNA, for each intestinal segment and as a mean value for the different intestinal segments of a

given subject.

Immunofluorescence staining

Immunohistochemistry was performed on paraffin-embedded duodenal biopsies. Briefly, 4 um tissue
section slides were deparaffinized and antigen retrieval was performed in a pH 9 citrate solution for
20 minutes at 95°C. Non-specific binding was blocked with MAXblock Blocking Medium (Active Motif)
for 2 hours at room temperature. Anti-yd TCR (5A6.E9/Thermo Fisher), anti-V8; (TS8.2/Thermo Fisher),
and anti-V6, (15D/Thermo Fisher) monoclonal mouse 1gG1 anti-human monoclonal antibodies were

used at 1/50 dilution for primary staining overnight at 4°C. Samples were then washed in PBS-Tween
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0.01% and incubated for 1 hour at room temperature in a dark chamber with a goat anti-mouse 1gG1
secondary antibody coupled to Alexa Fluor 555 (A-32727/Thermo Fisher) at 1/500 dilution. Cell nuclei
were stained with DAPI (homemade preparation). Slides were mounted with ProLong Glass Antifade
Mountant (Invitrogen, Thermo Fisher). Data were acquired using a Zeiss Apotome.2 wild field
microscope for cell counting and a Leica SP8-STED 3X confocal microscope. Cytoplasmic staining
associated with a DAPI-stained nucleus was counted using an automated algorithm in ImageJ and then

applied to the total area of each observed sample to obtain a count per area measure.

Plasma inflammatory biomarkers

Plasma inflammatory biomarkers were measured by electrochemiluminescence using the V-plex
human biomarkers 1 assay (IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa) and the V-plex custom chemokine panel 1 (IP-10)
assay, both from Meso Scale Discovery. Plates were read using a MESO QuickPlex SQ 120 reader. The
data were analyzed using Methodical Mind Analysis software. For sCD14 measurement, a human CD14

ELISA Quantikine kit (R&D Systems) was used.

Statistical analysis

Quantitative variables were compared using the Welch’s t-test for unequal variances. The paired t-test
was used to compare paired intra-individual samples from the blood and intestinal compartments.
Correlations between quantitative variables were estimated using Spearman’s rank correlation
coefficients. All tests were 2-sided, and P values <0.05 were considered statistically significant.
Statistical analyses were performed using Stata SE 16.1. Graphs were generated using GraphPad Prism
10.0. Chord diagrams were generated using the Circlize package in R (76). Statistical analyses used to
analyze flow cytometry, single-cell RNAseq, TCR repertoire, and bacterial genome data are described

in the corresponding sections.
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Data availability

The sequence data supporting the findings of this study are available in the Sequence Read Archive
(SRA) database under the identifiers PRINA1293388 for y6 TCR repertoires, and PRINA1284601 for
blood and duodenum microbiota. The processed single-cell RNA sequencing data have been deposited
in the Gene Expression Omnibus (GEO) database at the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) and are accessible through the GEO Series accession number GSE303439. For more detailed

data relating to individual samples, please contact the corresponding author.

Role of the funding source

ANRS MIE was the sponsor of the ANRS EP61 GALT study. ANRS-MIE and Sidaction provided grants to

finance the project.
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Supporting Information

Supplementary Tables

S1 Table. Clinical characteristics of the study population. Quantitative data are median (IQR). ®Self-
reported by the study participants, but none of them identified themselves as transgender. "Time on
ART: time since the first antiretroviral therapy. ‘Duration of aviremia: time with continuous

undetectable viral load prior to sampling.

S2 Table. Antibodies used in flow cytometry panels.

S3 Table. Number of samples processed per cytometry panel.

S4 Table. Mean number of events acquired in flow cytometry analyses for the main subsets.

Supplementary Figures

S1 Fig. Flow cytometry gating strategy for y8 T cells in IELs. Flow cytometric analysis of y&* T cells

among CD3* T cells and Vb1 and V6, subsets in a PLWH duodenal sample.

S2 Fig. V81 T cell numbers are not significantly altered in the duodenum of PLWH on ART. (A)
Representative immunofluorescence staining for V&; TCR (red) and DAPI (blue) in duodenal tissue from
PLWH. Scale bars, 22um. (B) Violin plots of the number of V&6:* T and V&," cells per surface area of

duodenal tissue surface (n = 15 PLWH and 15 controls). Comparisons were made using Welch’s t-test.
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S3 Fig. Chemokine receptors expression on blood V81 T cells. Violin plots of the chemokine receptors

CXCR3, CCR6 and CCR9 frequencies among circulating V81 T cells (n = 15 PLWH and 15 controls).

S4 Fig. TEMRA yé T cells show high expression of activation and exhaustion markers in PLWH on ART.
Each colored circle represents the proportion of the given marker expression among TEMRA (CD27"
CD45RA*) V6; or V6, T cells as measured by flow cytometry (median for n = 15 PLWH and 15 controls).

Overlay of colored circles represents co-expression of markers.

S5 Fig. Duodenal V&, T cells express higher levels of Perforin*GzmB- cells in PLWH on ART. Dot plots
of the frequencies of Perforin*GzmB~ among CX3CR1* V&: T cells in the IEL (n =5 PLWH and 5 controls).

Comparison was made using Welch’s t-test.

S6 Fig. Differentially expressed genes within V&; T cell clusters in PLWH on ART. Volcano plots of
pseudobulk differential gene expression between PLWH and controls (increased or decreased
expression in PLWH vs. controls are shown in red and blue, respectively) for the total sequenced cells,

clusters 0, 1 (increased frequency in PLWH), and 3 (decreased frequency in PLWH).

S7 Fig. Differential microbiota profiling reveals increased diversity in blood and duodenum of PLWH
on ART. Principal component difference analysis and diversity indices between PLWH (red) and
controls (green) in (A) blood samples (n = 33 PLWH and 39 controls); (B) duodenal biopsies (n = 24
PLWH and 25 controls). Two-way ANOVA followed by Benjamini, Krieger, and Yekutieli two-stage linear
step-up procedure to correct for multiple comparisons by controlling for false discovery rate (<0.05).

P-value of **<0.01, ***<0.001, and ****<0.0001.

Supplementary Fig. 8. Increase in inflammatory biomarkers is related to HIV status rather than CMV

status. (A) Dot plots of plasma concentration of IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa, sCD14 and IP-10 according to
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HIV-1 status. n = 15 CMV+ PLWH (blue), 15 CMV+ controls (brown), 12 CMV- PLWH (purple) and 12
CMV- controls (green). (B) Violin plots of sCD14 plasma concentration in the entire ANRS EP61 GALT
cohort (n =42 PLWH and 42 controls). (C) Dot plots of plasma concentration of IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa,
sCD14, and IP-10according to CMV status. (D) Violin plots of plasma concentration of IL-18, IL-6, IL-8,
TNFa, sCD14 and IP-10 according to both CMV and HIV-1 status. Bars are median and interquartile

range. Comparisons were made using Welch's t-test.

Supplementary Fig. 9. Inflammatory biomarkers do not correlate with CX3CR1* V& T cells expansion.
(A) Correlation matrix of plasma inflammatory biomarkers and (left panel) relative abundance of some
bacteria genera in the blood and duodenum microbiota ; and (right panel) the phenotype of circulating

V68: T cells. Color scale indicates Spearman’s correlation coefficient. P-values of *<0.05, **<0.01,
and ***<0.001. (B) Correlations between plasma IL-6 and V&:/V6, ratio, V&;, and V&, T cell

frequencies in blood. Spearman’s correlation coefficients (p) and P-values are shown (n = 15 CMV*

PLWH).

Supplementary Fig. 10. Cytotoxic CX3CR1* TEMRA V&, T cell expansion seems to be associated with
reduced cell-associated HIV-1 RNA and higher T CD4 cell frequency in blood. Correlations between
cell-associated HIV-1 RNA in the duodenum and (left upper panel) the frequency of duodenal cytotoxic
(GzmB*Perforin*) V&1 cells, and (right upper panel) the frequency of duodenal IFNy*TNFa* V6 cells
(n=5 PLWH); correlations between the frequency of circulating cytotoxic (GzmB*Perforin*) V61 cells
and (left lower panel) the blood CD4/CDS8 ratio, and (right lower panel) the frequency of CD4 T cells in

the blood (n=15 PLWH). Spearman’s correlation coefficients (p) and P-values are shown.
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Fig. 1: Increased frequency of V&1 T cells in the blood of PLWH is associated with the
expansion of cells with a CX3CR1* TEMRA phenotype in the blood

(A) Schematic representation of sample origin. Duodenal endoscopic biopsies (n=8) were
either stored in RNA-later for subsequent sequential lysis and viral and bacterial RNA and DNA
extraction, or processed and cryopreserved for subsequent analysis of IEL. (B) Flow cytometric
analysis of y6* T cells among CD3* T cells and V&1 and V&, subsets in a PLWH blood sample. (C)
Violin plots of the frequencies of y6* T cells among CD3* T cells, and their V&1 and Vb, subsets
in IEL and blood from PLWH and HIV seronegative controls (n = 15 PLWH and 15 controls, all
CMV seropositive). Comparisons were made using Welch’s t-test. The graphs show the median
(solid bar) and the first and third quartiles (dashed bars). (D) Proportions of naive
(CD27*CD45RA"), central memory (CM; CD27*CD45RA"), effector memory (EM; CD27 CD45RA"
), and terminally differentiated effector memory (TEMRA; CD27"CD45RA*) of the V&1 and V62
subsets in IEL and blood of PLWH and HIV seronegative controls. (E) Representative dot plot
of CX3CR1 expression among V&1 T cells in PLWH blood according to their CD27 and CD45RA
expression, and histogram of the median percentage of CX3CR1* among circulating V&1 T cells.
(F) Violin plots of TEMRA CX3CR1* V61 T cell counts in blood (n = 15 PLWH and 15 HIV

seronegative controls, all CMV seropositive). Comparison was made using Welch's t-test.

167



Fig. 2
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Fig. 2: V61 T cells of PLWH present higher expression of NKG2C in both the blood and the
duodenum

(A) Opt-SNE representation of V61 T cell clustering obtained from flow cytometric data.
Clustering was performed on a total of n=15 PLWH and n=15 HIV seronegative controls
combined, all CMV seropositive. V&1 T cell counts were equalized between individuals after a
subsampling step. Expression of CD27, CD45, CX3CR1, NKG2C and TIM-3 in the clusters is
shown with a color gradient (each marker has a different color scale to optimize the gradient
visualization). (B) Violin plots of the frequencies of TIM-3* and NKG2C* cells among CX3CR1*
V&61* T cells in blood (n = 15 PLWH and 15 HIV seronegative controls, all CMV seropositive).
Comparisons were made using the Welch's t-test. (C) Radar plot of phenotypic markers
distinguishing blood and duodenal epithelial V61 T cells. Values are median percentages of
expression of each marker among V1T cells. (D) Violin plots of the frequencies of NKG2A and
NKG2C among V&1* T cells in the IEL (n = 15 PLWH and 15 HIV seronegative controls, all CMV
seropositive). Comparisons were made using Welch's t-test. (E) Positive correlation between
blood V61/V8, ratio and NKG2C expression in IEL V61* T cells (n = 15 PLWH and 15 HIV
seronegative controls, all CMV seropositive). Spearman’s correlation coefficient (rs) and P-
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value are shown. (F) Violin plots of blood counts of B7* CD103* CX3CR1* V&1 T cells (n = 15
PLWH and 15 HIV seronegative controls, all CMV seropositive). Comparison was made using
the Welch’s t-test. See also Fig. S4 for the median co-expression of activation/exhaustion

markers PD-1, TIM-3 and TIGIT.
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Fig. 3
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Fig. 3: Circulating CX3CR1* TEMRA V61 T cells have a highly cytotoxic profile but produce
few pro-inflammatory cytokines.

(A) Heatmaps of the mean percentage expression of Granzyme B, Perforin, IFN-y and TNF-a
among V61 T cells. The red and green heatmaps are the results of 2 different flow cytometry
panels. The same panels were used for both PBMC and IEL staining. Blood staining was
performed on n=15 PLWH and 15 HIV seronegative controls, all CMV seropositive. IEL staining
was performed on n=5 PLWH and n=5 HIV seronegative controls, all CMV seropositive. Results
shown are the mean of PLWH and HIV seronegative controls combined. (B) Representative
dot plots of Granzyme B (GzmB) and Perforin expression in V&1 T cells and CX3CR1* TEMRA
V61 T cells. (C) Heatmaps of the median percentage expression of the transcription factors
TCF-1, Eomes, T-bet and TOX among blood V61 T cells. Results are from a single flow cytometry
panel. Blood staining was performed on n=15 PLWH and n=15 HIV seronegative controls, all
CMV seropositive. (D) Violin plots of CX3CR1* TEMRA T-bet* Eomes™ V61 T cell percentages in
blood (n = 15 PLWH and 15 HIV seronegative controls, all CMV seropositive). (E)
Representative dot plots of Eomes, T-bet, TOX and TCF-1 expression in blood CX3CR1* V&1 T

cells and naive (CD27*CD45RA*) V61 T cells. See also Fig. S5 for duodenal cytotoxic function.
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Fig. 4
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Fig. 4: Circulating V&1 T cell transcriptome shifts toward an enhanced cytotoxic effector
profile.

Data shown are the result of a single-cell RNA sequencing experiment performed on n=7,865
sorted V61 T cells from the blood of 6 PLWH and 6 HIV seronegative controls, all CMV
seropositive. (A) UMAP representation of single V&1 T cells according to their transcriptomic
profile, which allowed to distinguish 6 clusters of interest. (B) Proportion of each cluster for
each individual donor. (C) Log 2 ratio of each cluster according to its status (PLWH versus HIV
seronegative control). A positive value was associated with an increased frequency in HIV
seronegative controls compared to PLWH, and a negative value was associated with an
increased frequency in PLWH compared to HIV seronegative controls. All log 2 ratios were
significantly associated with an increased frequency of the corresponding cluster in either
PLWH or HIV seronegative controls (false discovery rate (FDR) < 0.05). (D) Dot plot of the
expression of genes of interest according to each cluster. Each dot size represents the
percentage of cells expressing the corresponding gene within the cluster, and the color range
indicates the average scaled expression level of the gene. (E) UMAP representation of the
given gene expression level. The intensity of the purple color represents the level of RNA
expression (quantified by the number of reads per cell for each gene) for the chemokine
receptor CX3CR1, differentiation marker CD27, IL-7 receptor (CD127), cytotoxic effectors
GzmB, granulysin, cytokine IFN-y, transcription factors TCF7 (TCF-1), TOX, TBX21 (T-bet),
homing integrins aE (CD103) and B7, and sphingosine-1-phosphate receptor (S1PR1). See also
Fig. S6 for volcano plots of the differentially expressed genes between PLWH and HIV

seronegative controls.
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Fig. 5
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Fig. 5: Circulating V61 T cells are clonally expanded in PLWH.

Unsorted duodenal IEL and sorted V61 T cells from PBMC of the same 5 PLWH and sorted V61
T cells from PBMC of 5 HIV seronegative controls, all CMV seropositive, were used to sequence
the TRDV1 chain repertoire. (A) Tree maps of unique CDR3 clonotypes. Each CDR3 color is
randomly chosen and does not match between plots, except for the clonotype marked with a
white asterisk and colored in red, which represents an identical clonotype. Each colored

square size represents the proportion of the clonotype within the total TRDV1 chain CDR3
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repertoire. (B) Diversity index (function of the frequency of each CDR3 and the total number
of unique CDR3s) for the TRDV1 chain in blood and Rényi’s plot of mean Hill's numbers of
order q = 0 to g = oo, showing lower diversity in blood from PLWH (n=5) than in HIV
seronegative controls (n=5). P-values are the result of Welch’s t-test. (C) Diversity index for
TRDV1 chain in the duodenal IEL and Rényi’s plot of mean Hill’'s numbers of order q=0toq =
oo, showing higher diversity in duodenum (n=5) than in blood of PLWH (n=5). P-values are the

result of paired t-test.
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Fig. 6
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Fig. 6: CMV is associated with V&1 T cells expansion in PLWH on ART.

(A) Violin plots of the number of y&* T cells and of their V61 and V6, subsets, and the
frequencies of V61 and V6, subsets among y&* T cells in the blood according to HIV and CMV
infection status (n = 15 HIV* CMV* / n=15 HIV'- CMV* / n=12 HIV* CMV" / n=12 HIV- CMV
individuals). Comparisons were made using Welch's t-test. The violin plots show the median
(solid bar) and the first and third quartiles (dashed bars). (B) V81/V6; subset ratio among y&*
T cells in the blood according to HIV and CMV infection status. (C) Violin plots of CX3CR1* cell
frequencies among V61 T cells in the blood according to HIV and CMV infection status.
Comparisons were made using Welch'’s t-test. (D) Violin plots of CMV IgG index in HIV* CMV*
(n=15) and HIV- CMV* individuals (n=15). Comparisons were made using Welch's t-test. See

also Fig. S8 for plasma biomarkers comparisons between the same groups.
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Fig. 7
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Fig. 7: PLWH show changes in duodenal mucosal and blood translocated microbiota.

Cladogram of phylogenetic relationships of bacterial lineages associated with HIV status and
histogram of the linear discriminant analysis (LDA) scores for differentially abundant bacterial
phyla, classes, orders, families and genera between PLWH and HIV seronegative controls. The
taxonomic level in the cladograms is represented by phylum in the inner ring and genus in the
outer ring, with each circle representing a taxon within that level. LDA scores represent the
size and ranking of each differentially abundant taxon. Positive values (in green) represent
higher abundance in HIV seronegative controls and negative values (in red) represent higher
abundance in PLWH. (A) Duodenal biopsies (n=24 PLWH and n=25 HIV seronegative controls).
LDA scores shown are *P< 0.05; (B) Blood samples (n=33 PLWH and n=39 HIV seronegative
controls). LDA scores shown have threshold > 3 and **P< 0.01. See also Fig. S7 for principal

component analysis and diversity indices.
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Fig. 8
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Fig. 8: Cytotoxic CX3CR1* TEMRA V&1 T cell expansion is associated with the interplay of
CMV, microbiota changes and HIV-1 persistence.

(A) Chord diagrams of the associations in PLWH between (i) CMV IgG index, changes in (ii)
duodenal microbiota (relative abundance of some Proteobacteria: Haemophilus ;
Bacteroidetes: Porphyromonas ; and Actinobacteria: Propionibacterium), (iii) the blood
microbiota (relative abundance of some Proteobacteria: Candidatus pelagibacter, Arcobacter,
Pelomonas ; and Actinobacteria: Propionibacterium), and the phenotype of circulating and
duodenal V&1 T cells (CX3CR1* TEMRA V61 T cells and their cytotoxic or activating profile).
Color scale indicates Spearman’s correlation coefficient (P < 0.05). Positive correlations are

shown in red and negative correlations are shown in blue. (B) Chord diagrams of the
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associations between the phenotype of circulating and duodenal V61 T cells (CX3CR1* TEMRA
V61 T cells and their cytotoxic, activating or exhausted profile) and their clonal expansion
(inverse of TCR diversity), virological parameters of the HIV-1 reservoir (frequency of intact
proviral DNA among total HIV-1 DNA in (i) PMBC and (ii) gut; cell-associated HIV-1 RNA in
PBMC and duodenal mucosa) and (iii) clinico-biological parameters of PLWH (percentage of
CD4* and CD8* T cells, CD4/CDS8 ratio, and nadir of CD4* T cell count in blood; duration
between HIV-1 diagnosis and enrollment; duration of consecutive undetectable HIV viral load
prior to enrollment). Color scale indicates Spearman’s correlation coefficient (P < 0.05).
Positive correlations are shown in red and negative correlations are shown in blue. (C) Dot
plots of correlations between the frequency of circulating cytotoxic (GzmB*Perforin*) V61 cells
and (first panel) the CMV IgG index (n=15 PLWH), and (second panel) Porphyromonas relative
abundance in the duodenal mucosa (n=11 PLWH); correlations between the frequency of
circulating CX3CR1* V61T cells and (third panel) cell-associated HIV-1 RNA in PBMC (copies per
million of PBMC, n=15), and (fourth panel) Porphyromonas relative abundance in the
duodenal mucosa (n=11 PLWH). Spearman’s correlation coefficients (p) and P-values are

shown. See also Fig. S9 for correlations with plasma inflammatory biomarkers.
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Supplementary data

Supplementary Table 1. Clinical characteristics of the study population. Quantitative data

are median (IQR). ?Self-reported by the study participants, but none of them identified

themselves as transgender. PTime on ART: time since the first antiretroviral therapy. Duration

of aviremia: time with continuous undetectable viral load prior to sampling.

CMV+ CMV-

PLWH Controls PLWH Controls
N 15 15 12 12
Age (years) 54 (50-61) 58 (49-63) 62 (58-65) 59 (55-69)
Sex ratio® (F/M) 3/12 4/11 5/7 5/7
Time since HIV diagnosis (years) 23 (18-30) - 28 (23-30) -
Blood CD4 T cell count nadir (cells/uL) 207 (156-373) - 214 (177-329) -
Time on ART® (years) 20 (12-22) - 24 (13-18) -
Duration of aviremia‘® (years) 9 (5-14) - 16 (12-21) -
Blood CD4 T cell count (cells/pL) 812 (590-956) 744 (662-810) 803 (561-965) 685 (549-794)
Blood CD4/CD8 T cell ratio 1(0.9-1.1) 1.5 (1.4-2.9) 1.8 (1.3-2.6) 2.2(1.8-3.1)
Plasma viral load (copies/mL) <30 - <30 -
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Supplementary Table 2. Antibodies used in flow cytometry panels.

Specificity
CD3
TCR panyd
TCR Vo1

TCR V52
CD27
CD45RA
CX3CR1

Specificity
CcD3
TCR panyd
TCR V51
TCR V52
cD27
CD45RA
CX3CR1
NKG2C
PD-1
TIGIT
TIM-3

Specificity
CD3
TCR panyd
TCR V&1
CD27
CD45RA
CX3CR1
CD127
TOX
TCF-1
T-bet
Eomes
Bcel-2

Core panel

Fluorochrome Clone

BUV395
BB700
APC Vio770
BUV661
BV510
BUV805
BV605

UCHT1
11F2
REA173
=1
M-T271
HI100
2A9-1

Core panel

Fluorochrome
BUV395
BB700
APC Vio770
BUV661
BV510
BUV805
BV605
BUV496
PE CF594
BV786
BUV737

Fluorochrome

BUV395
BB700
APC Vio770
BV510
BUV805
BV605
FITC
PE
PE Cy7
APC

PE-eFluor 610

V450

Clone
UCHT1
11F2
REA173
=1
M-T271
HI100
2A9-1
134591
EH12,1
741182
7D3

Transcription factors

Clone
UCHT1
11F2
REA173
M-T271
HI100
2A9-1
R34.34
TXRX10
Ce3D9

eBio4B10
WD1928
Bcl-2/100

Vendor
BD
BD

Milte nyi
BD
BD
BD
BD

Vendor
BD
BD

Miltenyi
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD

BD
BD
Miltenyi
BD
BD
BD
Beckman Coulter

ThermoFisher

Cell Signaling

ThermoFisher
ThermoFisher
BD

Panel 1: Activation/exhaustion

Specificity
NKG2A
NKG2C
NKp30
NKp44
NKp46

LAG-3
PD-1
TIGIT
TIM-3

Specificity
CD69
CD103
or B7
CCR6
CCR®
CXCR3

Fluorochrome
PE Vio770
BUV496
BV711
PE
BV421
FITC
PE CF594
BV786
BUV737

Clone
REA110
134591
P30-15
7231
900
Polyclonal
EH12,1
741182
7D3

Panel 2: Homing

Fluorochrome
BUV496
PE Cy7
BB515

BV711
PE
BV421

Clone
FNSO
Ber-ACT8
FIB504
11A9
112509
1C6/CXCR3

Vendor

Miltenyi
BD
Ozyme

Beckman
eBioscience
R&D
BD
BD
BD

Panel 3: Cytotoxicity effectors

Specificity
GzmB

Perforin

Specificity
IFN-y

or TNF-a
IL-10
IL17A
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Fluorochrome
PE
Alexa 488

Panel 4: Cytokines

Fluorochrome
Alexa 700
PE Cy7
Alexa 488
PE

Clone
GB11
B-D48

Clone
B27
Mab11
JES3-9D7

eBio64DEC17

Veendor
BD
BioLegend

Vendor
BD
BD

BioLegend

eBioscience



Supplementary Table 3. Number of samples processed per cytometry panel.

CMV+ CMV-
HIV+ HIV- HIV+ HIV-
Panel 1: Activation/exhaustion 15 15 12 12
Panel 2: Homing 15 15 - -
Panel 3: Cytotoxicity 15 15 - -
Panel 4: Cytokines 15 15 - -
Panel 5: Transcription factors 15 15 - -
CMV+ CMV-
HIV+ HIV- HIV+ HIV-
Panel 1: Activation/exhaustion 15 15 - -
Panel 2: Homing 15 15 - -
Panel 3: Cytotoxicity 5 5 - -
Panel 4: Cytokines 5 5 - -

Panel : Transcription factors
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Supplementary Table 4. Mean number of events acquired in flow cytometry analyses for the

main subsets.

M f
Subset ean number o

events

IEL

v T cells 1515
V61T cells 829
V62 T cells 191
CX3CR1* V61 Tcells 56
Naive V61 T cells 8
CM V&1 Tcells 9
EM V61T cells 503
TEMRAVS1 T cells 309
NKG2C+ V61T cells 166
NKG2A+ V81T cells 149
PBMC

v& T cells 10038
V61T cells 3224
V82 T cells 1764
CX3CR1* V61 T cells 2452
Naive V61 T cells 420
CM V561 T cells 88
EM V81T cells 144
TEMRA V81T cells 2572
CX3CR1* TEMRA V&1 T cells 2289
NKG2C+ VO1 T cells 467
TIM-3+ V61 T cells 162
CX3CR1+ B7+CD103+ V&1 T cells 287
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Supplementary Fig. 1. Flow cytometry gating strategy for y3 T cells in IELs

Flow cytometric analysis of y&* T cells among CD3* T cells and V&1 and V6, subsets in a PLWH

duodenal sample.
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Supplementary Fig. 2. V&1 T cell numbers are not significantly altered in the duodenum of
PLWH on ART. (a) Representative immunofluorescence staining for V&1 TCR (red) and DAPI
(blue) in duodenal tissue from PLWH. Scale bars, 22um. (b) Violin plots of the number of V61*
and V&,* T cells per surface area of duodenal tissue surface (n = 15 PLWH and 15 controls).
Comparisons were made using Welch’s t-test.
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Supplementary Fig. 3. Chemokine receptors expression on blood V&1 T cells
Violin plots of the chemokine receptors CXCR3, CCR6 and CCR9 frequencies among circulating

V61 T cells (n =15 PLWH and 15 controls).
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Supplementary Fig. 4. TEMRA y& T cells show high expression of activation and exhaustion
markers in PLWH on ART. Each colored circle represents the proportion of the given marker
expression among TEMRA (CD27-CD45RA*) V61 or V&, T cells as measured by flow cytometry
(median for n =15 PLWH and 15 controls). Overlay of colored circles represents co-expression

of markers.
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Supplementary Fig. 5. Duodenal V6:1 T cells express higher levels of Perforin*GzmB- cells in
PLWH on ART. Dot plots of the frequencies of Perforin*GzmB™~ among CX3CR1* V&1 T cells in

the IEL (n =5 PLWH and 5 controls). Comparison was made using Welch’s t-test.
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Supplementary Fig. 6. Differentially expressed genes within V6, T cell clusters in PLWH on
ART. Volcano plots of pseudobulk differential gene expression between PLWH and controls
(increased or decreased expression in PLWH vs. controls are shown in red and blue,
respectively) for the total sequenced cells, clusters 0, 1 (increased frequency in PLWH), and 3

(decreased frequency in PLWH).
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Supplementary Fig. 7. Differential microbiota profiling reveals increased diversity in blood
and duodenum of PLWH on ART. Principal component difference analysis and diversity
indices between PLWH (red) and controls (green) in (a) blood samples (n = 33 PLWH and 39
controls); (b) duodenal biopsies (n = 24 PLWH and 25 controls). Two-way ANOVA followed by
Benjamini, Krieger, and Yekutieli two-stage linear step-up procedure to correct for multiple

comparisons by controlling for false discovery rate (<0.05). P-value of **<0.01, ***<0.001, and

****<0.0001.
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Supplementary Fig. 8. Increase in inflammatory biomarkers is related to HIV status rather
than CMV status. (A) Dot plots of plasma concentration of IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa, sCD14 and
IP-10 according to HIV-1 status. n = 15 CMV+ PLWH (blue), 15 CMV+ controls (brown), 12 CMV-
PLWH (purple) and 12 CMV- controls (green). (B) Violin plots of sCD14 plasma concentration
in the entire ANRS EP61 GALT cohort (n = 42 PLWH and 42 controls). (C) Dot plots of plasma
concentration of IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa, sCD14, and IP-10 according to CMV status. (D) Violin
plots of plasma concentration of IL-1B, IL-6, IL-8, TNFa, sCD14 and IP-10 according to both

CMV and HIV-1 status. Bars are median and interquartile range. Comparisons were made using

Welch's t-test.
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Supplementary Fig. 9. Inflammatory biomarkers do not correlate with CX3CR1* V61 T cells
expansion. (A) Correlation matrix of plasma inflammatory biomarkers and (left panel) relative
abundance of some bacteria genera in the blood and duodenum microbiota ; and (right panel)
the phenotype of circulating V61 T cells. Color scale indicates Spearman’s correlation

coefficient. P-values of *<0.05, **<0.01, and ***<0.001. (B) Correlations between

plasma IL-6 and V&1/V6; ratio, V61, and V6, T cell frequencies in blood. Spearman’s correlation

coefficients (p) and P-values are shown (n = 15 CMV* PLWH).
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Supplementary Fig. 10. Cytotoxic CX3CR1* TEMRA V&1 T cell expansion seems to be
associated with reduced cell-associated HIV-1 RNA and higher T CD4 cell frequency in blood.
Correlations between cell-associated HIV-1 RNA in the duodenum and (left upper panel) the
frequency of duodenal cytotoxic (GzmB*Perforin*) V81 cells, and (right upper panel) the
frequency of duodenal IFNy*TNFa* V&1 cells (n=5 PLWH); correlations between the frequency
of circulating cytotoxic (GzmB*Perforin*) V81 cells and (left lower panel) the blood CD4/CD8
ratio, and (right lower panel) the frequency of CD4 T cells in the blood (n=15 PLWH).

Spearman’s correlation coefficients (p) and P-values are shown.
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RESULTATS Il. La déplétion en lymphocytes T CD8 résidents
mémoire effecteurs CX3CR1* est associée au réservoir viral

du VIH-1 dans le colon sous traitement antirétroviral.

Ce travail fera 'objet d’une publication sous forme d’article original dont le manuscrit est en

cours de préparation.

L’infection par le VIH-1 peut induire I'expansion dans la circulation d’'une population de
cellules CX3CR1* « inflammescent » CD57* associée aux mécanismes inflammatoires de
'athérosclérose observée chez ces patients (Morris et al. 2020). Outre leur réle dans
linflammation systémique, nous avons pu montrer qu’une population de lymphocytes
CX3CR1* expandus, parmi les lymphocytes yd Vo4, était hautement cytotoxique et associée a
une réduction du réservoir viral VIH-1 dans la circulation et dans le duodénum. L’expansion
de cette population CX3CR1* était notablement liée au statut sérologique pour le CMV, qui est
également un facteur majeur dans I'expansion des CD8 CX3CR1" au cours de l'infection par
le VIH-1 (Winchester et al. 2024). Nous suspectons ainsi que des stimuli communs puissent
participer a I'expansion de différentes populations lymphocytaires exprimant toutes le
récepteur CX3CR1.

Par ailleurs, les lymphocytes CX3CR1* sont caractérisés par des propriétés fonctionnelles
cytotoxiques, en particulier celles présentant un haut niveau d’expression de CX3CR1
(CX3CR1") (Zwijnenburg et al. 2023). Ces propriétés conféreraient a ces cellules un fort
potentiel antiviral, pouvant étre impliqué dans le cadre de linfection par le VIH-1 ou la
réactivation du CMV quiy est associée. Elles présenteraient un phénotype « transitoire » entre
des cellules a potentiel de prolifération et des cellules épuisées, et seraient moins sensibles
aux signaux d’épuisement lymphocytaire induit par le micro-environnement, en faisant des
cibles d’intérét dans les stratégies d'immunothérapie visant a réduire les réservoirs du VIH-1
(Hudson et al. 2019; Yamauchi et al. 2021). Le ligand de CX3CR1, CX3CLA1, est exprimé dans
les différents organes au niveau de I'endothélium, et de certains épithéliums tel que
I'épithélium intestinal. Cette large expression permet la migration de cellules effectrices

CX3CR1* dans de nombreux tissus, et ainsi de cibler le réservoir viral tissulaire du VIH-1.
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L’axe CX3CR1-CX3CL1 pourrait donc étre associé a la régulation de la réponse immunitaire

cellulaire effectrice qui est cruciale pour le contrdle de l'infection par le VIH-1.

Dans le cadre de I'étude EP61 GALT ayant permis de recruter 42 personnes vivant avec le
VIH-1 et 42 témoins non infectés, nous avons cherché a caractériser les lymphocytes
effecteurs CX3CR1* circulants et intestinaux, afin d’établir un lien entre ces populations, leurs
propriétés, et le réservoir viral du VIH-1 que nous avons préalablement caractérisé dans la
méme population. Nous avons mis en évidence un enrichissement en ADN proviral intact dans
le colon (Vellas et al. 2024). Nous avons dans une premiére partie étudié le profil phénotypique
et fonctionnel des lymphocytes T CD8* exprimant CX3CR1 par cytométrie de flux
multiparameétrique sur des échantillons sanguins et intestinaux de lamina propria multi-étagés
(duodénum, iléum, colon). Nous avons notamment étudié le profil d’activation/épuisement de
ces cellules, ainsi que leur état de différentiation et de résidence tissulaire. Nous avons étudié
la spécificité des lymphocytes T CD8 CX3CR1" circulants, en particulier ceux présentant un
phénotype de tropisme digestif, contre des peptides du VIH-1 (Gag, Nef, Env) et du CMV
(pp65) par stimulation et mesure de la capacité de réponse inflammatoire (production d’IFNy)
et de dégranulation (CD107a). Nous terminons également actuellement une caractérisation
par single-cell RNA sequencing du profil transcriptomique des populations CX3CR1+ de
chaque segment intestinal et dans le sang, et nous prévoyons également d’étudier les
caractéristiques in situ de cette population et son lien avec CX3CL1 par immunofluorescence

spatiale multiplexée dans les biopsies intestinales.

Nous avons également réalisé des expériences préliminaires dans le but d’identifier les
facteurs modulant I'expression de CX3CL1 au niveau de I'épithélium intestinal dans des
expériences ex vivo a partir de biopsies coliques afin de mieux appréhender les mécanismes
responsables de la migration, de la rétention ou de la recirculation de ces lymphocytes. Nous
avons développé un modéle de culture de cellules épithéliales sur transwell afin d’identifier les
cytokines et ligands de TLR favorisant I'expression ou le clivage de CX3CL1, ainsi qu’un
modeéle de culture d’explants intestinaux afin de déterminer I'effet de linfection virale par le

VIH-1 ou le CMV sur I'expression et le clivage de CX3CL1.
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Sujets et échantillons

L’étude ANRS EP61 a recruté 42 PvVIH et 42 témoins séronégatifs pour le VIH au CHU de
Toulouse, France, entre 2017 et 2020. Les critéres d’inclusion et d’exclusion ont été
précédemment décrits. Les échantillons sanguins et les biopsies endoscopiques intestinales
ont été obtenues a partir de ces individus au cours d’'une endoscopie haute (biopsies
duodénales) et/ou basse (biopsie iléales et coliques). Les endoscopies hautes ont été
principalement réalisées pour des symptomatologies de reflux gastro-oesophagien et les
endoscopies basses ont été réalisées dans le cadre de dépistage de cancers colorectaux.
Tous les sujets étaient indemnes de maladies inflammatoires ou lymphoproliférative des
intestins a I'examen anatomo-pathologique. Tous les PvVIH ont initié les ARV au stade
chronique avec le maintien d’'une charge virale plasmatique indétectable pour le VIH-1 sous
traitement. Les niveaux de VIH-1 plasmatique ont été quantifiés par Aptima® HIV-1 Quant Dx
(seuil de 30 copies/mL, Hologic), et les LT CD4 et CD8 du sang périphérique ont été mesurés

par cytométrie en flux dans le cadre de leur suivi de routine.

Le traitement des biopsies intestinales a été précédemment décrit dans une section dédiée.
Les échantillons intestinaux utilisés pour ce projet correspondaient tous aux cellules
récupérées a partir du tri magnétique positif CD2* aprés digestion a la collagénase, recueillant

les lymphocytes de la lamina propria.

39/42 PvVIH et 19/42 témoins étaient également séropositifs pour le CMV. Pour étudier les
variations de la réponse immunitaire parmi les sujets séronégatifs pour le CMV, 9 PvVIH
supplémentaires ont été recrutées dans le cadre d’'une sous-étude avec prélévement de sang
au cours de leurs bilans biologiques de suivi habituel. Leurs caractéristiques ont été décrites

dans le tableau S1 de l'article 1.

Anticorps et cytométrie en flux

La caractérisation phénotypique extra et intra-cellulaire a été réalisée par cytométrie de flux
au moyen d’'un BD Symphony A5 piloté par le logiciel FACSDiva (BD Biosciences). La
reproductibilité de chaque expérience a été vérifiée par une procédure de contrble qualité
utilisant des billes CS&T et 8-pics rainbow. Par ailleurs, le cytométre était standardisé pour
assurer l'uniformité des résultats dans le temps en utilisant les réglages de BD Biosciences.
Nous avons utilisé des contréles par Fluorescence Minus One (FMO) pour améliorer les

positions de gating. Les analyses ont été réalisées en utilisant les logiciels FlowJo (v10.10.0).
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Les panels utilisés sont décrits en Annexes. Deux panels ont été utilisés pour les marquages
extra-cellulaire dans le sang (Panel 1) et lintestin (Panel 2) ; et pour les marquages intra-
cellulaires avec mesure d’effecteurs cytotoxiques (Panel 3) et de cytokines (Panel 4). Le panel
3 a été réalisé sans stimulation préalable, tandis que le panel 4 a été réalisé aprés stimulation
par PMA (100ng/mL) et lonomycine (1000ng/mL). En cas de stimulation, de la monensine
(GolgiStop) et de la brefeldine A (GolgiPlug, BD Biosciences) ont été ajoutées aprés la 1
heure. Les marquages intra-cellulaires ont été faits aprés décongélation la veille et incubation
overnight a 37°C 5% de CO., et aprés une perméabilisation/fixation par Cytofix/Cytoperm et
Perm/Wash buffer (Fixation/Permeabilization kit, BD Biosciences). Les marquages ont été
réalisés en présence de Brilliant Stain Buffer (BD Biosciences). Les marquages des récepteurs
de chimiokines ont été réalisés par un protocole de marquage prolongé pendant 2h au lieu de
20 minutes permettant d’'améliorer la détection de ces protéines membranaires recyclées en

permanence avec des phases d’internalisation.

Mesure de la spécificité anti-VIH-1 et anti CMV

Des cellules issues de PBMC cryopréservés ont été décongelées et incubées pendant une
nuit a 37°C 5% de CO; avant d’étre stimulés pendant 6h a la concentration de 1 million de
cellules/ml par des peptides de 15 acides aminés couvrant les protéines Gag, Env et Nef du
VIH-1 de sous-type B (NIH AIDS Reagent Program), en présence d’anticorps de co-stimulation
anti-CD28/CD49d (BD Fastimmune, 1 yg/ml). Les échantillons sélectionnés provenaient de
PvVIH infectés par un virus de sous-type B. Des contréles négatifs ont été réalisés en
I'absence de stimulation peptidique avec du DMSO et des contrbles positifs ont été réalisés
en utilisant une entérotoxine B de staphylocoque (Toxin technology). Aprés la premiére heure
de stimulation, de la monensine (GolgiStop) et de la brefeldine A (GolgiPlug, BD Biosciences)
ont été ajoutées. Le marquage par anticorps anti-CX3CR1 était débuté 2h avant la fin de la
stimulation. Le reste du marquage extra-cellulaire était réalisé 20 minutes avant la fin de la
stimulation, avant une étape de perméabilisation et de fixation par Cytofix/Cytoperm et
Perm/Wash buffer (Fixation/Permeabilization kit, BD Biosciences) pour la réalisation des
marquages intra-cellulaires (Panel 5, Annexes). Les cellules spécifiques ont ensuite été
mesurées par cytométrie de flux tel que décrit précédemment, en comptabilisant le
pourcentage de cellules ayant dégranulé (CD107a*) ou ayant produit des cytokines pro-
inflammatoires (IFNy®), aprés avoir soustrait la réaction non spécifique observée dans la

condition non stimulée de chaque individu.
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Dosages protéiques par électrochimioluminescence

Les mesures des concentrations protéiques dans le milieu de digestion des biopsies
intestinales ont été réalisées par électrochimioluminescence avec la technologie Meso Scale
Discovery (MSD), au moyen des kits S-PLEX Human IFNy et U-PLEX Custom Immuno-
Oncology Group 1 en suivant les instructions du fournisseur. Une incubation overnight a été
réalisée comme recommandé par le fournisseur pour améliorer la sensibilité de la technique.
La lecture des résultats a été réalisé sur un lecteur Quick Plex SQ120MM piloté par le logiciel
Methodical Mind.

Dosages de la fractalkine soluble plasmatiques par ELISA

La mesure de CX3CL1 dans le plasma des 84 sujets inclus dans EPG1 a été réalisée au cours
d’'une méme expérience a partir de plasmas congelés n’ayant jamais subis de cycle de
congélation/décongélation antérieur, au moyen d’un kit ELISA (human CX3CL1/Fractalkine

Quantikine, R&D) en suivant les instructions du fournisseur.

Quantification de ’ADN et de ’ARN VIH-1 dans les PBMC et la muqueuse intestinale

Les méthodes de quantification du matériel génétique viral ont été décrites dans la

meéthodologie de l'article 1.

Analyses statistiques

Les variables quantitatives ont été comparées en utilisant le t test de Welch pour des variances
variables. Un t-test apparié a été utilisé pour comparer des données intra-individuelles. Les
corrélations entre variables quantitatives ont été calculées en utilisant le coefficient de
corrélation de Spearman. Tous les tests étaient bivariés, et les valeurs de P values <0.05 ont
été considérées comme statistiquement significatives. Les analyses statistiques ont été
réalisées avec le logiciel Stata SE 16.1. Les graphiques ont été générés en utilisant GraphPad

Prism 10.0. Les chord diagrams ont été générés en utilisant le package Circlize dans R.

Les illustrations ont été réalisées avec Biorender.
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L’infection par le VIH-1 entraine ’'accumulation de LT CD8 effecteurs CX3CR1* dans la

muqueuse colique au détriment la population résidente mémoire

Nous avons évalué l'effet de l'infection chronique par le VIH-1 sous ARV sur les différentes
populations lymphocytaires de la muqueuse intestinale par cytométrie en flux. Au niveau des
segments intestinaux disponibles, et notamment au niveau du colon pour lequel nous avions
des prélévements pour 35 PvVIH et 32 témoins, nous avons pu observer une augmentation
de la fréquence des lymphocytes T CD8 par rapport a des sujets non infectés (médiane PvVIH
51% IQR 42-56 vs témoins 34%, IQR 28-45 ; P < 0.001), comme cela peut étre observé dans
le sang (Figure 1A-B). En revanche, dans le colon, parmiles LT CD8 expandus, on observait
une diminution de la fraction de T résidentes mémoires (CD69*CD103*) parmi les PvVIH
(médiane 38%, IQR 27-49) par rapport aux témoins (51%, IQR 37-59) (P = 0.003).

Les lymphocytes T CD8 expandus dans le colon présentaient une proportion plus importante
d’expression de CX3CR1 (médiane 31% vs 26%, P = 0.01) (Figure 1C). La fréquence de
CX3CR1 était augmentée parmi les Trm (Mmédiane 27% vs 23%, P = 0.01) et les non Trm
(médiane 35% vs 27%, P < 0.001), mais I'enrichissement en cellules CX3CR1* était plus
important dans les non-Try. En comparant la fraction Tru par rapport aux non Tru (CD69
CD103") parmi les LT CD8 CX3CR1", il apparaissait au cours de l'infection par le VIH-1 un
déséquilibre entre les Tru et les non Trwm au profit des non Try, lié soit a une diminution des
Trm OU @ une augmentation préférentielle des non Trw (Mmédiane Try CD8 CX3CR1*, PvVIH
33% [IQR25-43] vs témoins 46% [IQR 36-55] ; P < 0.001).

Les lymphocytes coliques CD8* CX3CR1" non-résidents mémoire sont moins

fonctionnels et plus épuisés que la population résidente mémoire résiduelle

Nous avons caractérisé le phénotype d’activation/épuisement et différentiation des LT CD8
CX3CR1* dans le sang et dans le colon (Figure 1D). Cette population exprimait davantage les
marqueurs d’activation/épuisement TIM-3 et LAG-3, associés a un épuisement terminal, dans
le colon par rapport au sang. CD101, marqueur de Tru, était fortement exprimé dans le colon
(médiane 55%), ainsi que CD39, exprimé quasi exclusivement dans le colon (médiane 24%
vs 0.5% dans le sang). Les marqueurs d’activation/épuisement TIGIT et PD-1 étaient eux
davantage exprimés dans le sang. Des marqueurs d'immuno-sénescence étaient fortement
exprimés par les LT CD8 CX3CR1" circulants, notamment CD57 (41%) et KLRG1 (74%), mais

I'étaient plus faiblement dans le colon. Enfin les LT CD8 CX3CR1* circulants avaient un
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phénotype de différentiation terminal (TEMRA) plus marqué (médiane 47% dans le sang, vs
11% dans le colon). La majorité des LT CD8 CX3CR1* du colon étaient des effecteurs
mémoires CD27- (74%).

Nous avons également étudié le profil fonctionnel de ces cellules en analysant par cytométrie
en flux la production d’effecteurs cytotoxiques GzmB et Perforine, ainsi que de cytokines pro-
inflammatoire IFNy et TNFa chez 5 PvVIH et 5 témoins dans le colon et 15 PvVIH et 15 témoins
dans le sang (Figure 1E-F). Comme cela avait été décrit dans le sang (Zwijnenburg et al.
2023), le niveau d’expression de CX3CR1 était associé au profil fonctionnel des LT CD8
circulants, les cellules CX3CR1" produisant davantage d’effecteurs cytotoxiques et les cellules
CX3CR1" davantage de cytokines pro-inflammatoires. Dans le colon, si les LT CD8
CX3CR1"™8 possédaient un plus haut niveau de production de cytokines pro-inflammatoires,
les CD8 CX3CR1" produisaient bien davantage d’effecteurs cytotoxiques que les populations
CX3CR1"res | a population CX3CR1™ semble montrer une tendance a une production de
cytokines plus élevée que les CX3CR1", mais non significative. Parmi les Tru CD8 CX3CR1*,
on observait également un potentiel effecteur plus important que les non Trum, avec une
production de perforine et d'IFNy plus importante chez les Trm quel que soit le statut
sérologique pour le VIH-1 (médiane perforine, Trm 32% vs 12% pour les non Tru ; médiane
IFNy, 8% vs 2%). Ces niveaux restaient globalement inférieurs a ceux observés dans le sang,

y compris dans d’autres segments intestinaux (Figure S1).

Dans le colon, les Trm CD8 CX3CR1* présentaient un phénotype distinct des non Tru. Celui-
Ci se caractérisait par une expression plus importante de CD101, CD39, légérement plus
importante de CD127, tandis que les non Trm exprimaient davantage CD57, KLRG1, PD-1,
TIGIT, TIM-3, LAG-3, faisant évoquer un profil d’épuisement terminal, immunosénescent, qui
s’associe a un profil fonctionnel diminué comparativement aux Tru. La fréquence des Tru CD8
CX3CR1* dans le colon était par ailleurs associé a un ratio CD4/CD8 dans le sang plus
important, qui est un marqueur généralement associé a une moindre inflammation systémique.
La fréquence des lymphocytes CX3CR1" du sang était associée au nadir des LT CD4, signant
probablement qu’une évolution plus avancée de l'infection par le VIH-1 pourrait étre associée

a la perte de la fraction CX3CR1", population la plus fonctionnelle sur le plan cytotoxique.
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Figure 1. La fréquence des lymphocytes T CD8 effecteurs CX3CR1* est augmentée dans
le sang et dans le colon au cours de I'infection chronique par le VIH-1 sous ARV, mais
s’accompagne d’une déplétion de la population des lymphocytes Trm CD8* CX3CR1*
dans le colon. Toutes les comparaisons ont été réalisées en utilisant le test de Welch. (A)
Stratégie de gating en cytométrie en flux pour la sélection des populations de LT CD8 CX3CR1*
(divisés en CX3CR1"9, CX3CR1" et CX3CR1M) dans le sang et dans le colon ainsi que de CD8
Trm (CD69*CD103*) dans colon chez un méme PvVIH. (B) Violin plots de la fréquence des LT CD8
parmi les LT CD3* du sang et du colon, et des Trm (CD69*CD103*) parmi les LT CD8 du colon (n
=42 PvVIH et 42 témoins pour le sang, et 35 PvVIH et 32 témoins pour le colon). Les traits pleins
représentent la médiane et les traits en pointillés les 1°" et 3°™ quartiles. (C) Violin plots de la
fréquence des cellules CX3CR1* parmi les LT CD8* du sang et du colon, parmi les CD8 Trwu et les
non Trm (CD69°CD103°) du colon, et fréquence des Trm parmiles LT CD8 CX3CR1* du colon (n =
42 PvVIH et 42 témoins pour le sang, et 35 PvVIH et 32 témoins pour le colon). (D) Radar plot de
marqueurs phénotypiques d’activation/épuisement et sénescence distinctifs des LT CD8 CX3CR1*
du sang et du colon, les valeurs représentées correspondant a la médiane du pourcentage
d’expression de chaque marqueur au sein de la population CD8*CX3CR1* ; et proportion des
lymphocytes T CD8 CX3CR1* naives (CD27*CD28*CD45RA"*), centrales mémoires/mémoires
transitoires (CM/TM; CD27*CD28*CD45RA"), effectrices mémoires CD27* (EM CD27*;
CD27*CD28 CD45RA"), effectrices mémoires CD27- (EM CD27-; CD27-CD28 CD45RA"), et
effectrices mémoires terminales (TEMRA ; CD27-CD28 CD45RA") dans le sang et dans le colon
de PwIH. (E) Fréquence des cellules productrices des effecteurs cytotoxiques Granzyme B
(GzmB) et Perforine et de cytokines pro-inflammatoires IFNy et TNFa parmi les LT CD8 du colon
en fonction de leur niveau d’expression de CX3CR1 (négatif/intermédiaire/high) ainsi que la
fréquence de cellules productrices de Perforine ou d’IFNy parmi les LT CD8 CX3CR1* du colon
selon leur phénotype Trm, mesurée par cytométrie en flux (n = 5 PvVIH et 5 témoins). Les barres
représentent la moyenne et la déviation standard. (F) Heatmap du pourcentage médian
d’expression d’'IFNy, TNFa, GzmB, et Perforine parmi les LT CD8 du sang selon leur niveau
d’expression de CX3CR1. Les résultats proviennent de 2 panels distincts de cytométrie en flux
(réalisés sur n = 15 PvVIH et 15 témoins). (G) Chaque portion de cercle colorée représente la
proportion du marqueur correspondant parmi la population de LT CD8 CX3CR1* Trm ou non Trum
dans le colon (valeur médiane mesurée par cytométrie en flux, n = 35 PvVIH et 32 témoins). Un
cercle entier représente 100% d’expression du marqueur. La superposition de chaque cercle est
indépendante d’'une éventuelle co-expression entre les marqueurs. (H) Corrélations positives entre
le nadir CD4 dans le sang et le pourcentage de cellules CD8 CX3CR1" dans le sang, ainsi qu’entre
le ratio CD4/CD8 dans le sang et la fréquence des Trv CD8 CX3CR1* dans le colon (n =42 PvVIH).

Le coefficient de corrélation de Spearman (p) et la P-value sont indiqués.
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Les populations T CD8 CX3CR1" et Trm CX3CR1* sont enrichies en cellules spécifiques
du VIH-1 et du CMV

Afin de déterminer le role des cellules CD8 CX3CR1* au cours de l'infection par le VIH-1, nous
avons mesuré le niveau de spécificité de ces cellules envers des peptides viraux du VIH-1. Au
moyen des peptides Env, Nef et Gag, nous avons stimulé des lymphocytes circulants et
mesuré le pourcentage de cellules spécifiques par évaluation de leur dégranulation ou de la
production d’'IFNy pour 7 PvVIH (Figure 2A). Nous avons pu observer que les LT CD8
CX3CR1* étaient enrichis en cellules spécifiques du VIH-1 (CD107a*IFNy*), comparativement
aux cellules CX3CR 1M ou CX3CR1"9. L’effet de la stimulation par peptides viraux sur la mono-
expression de CD107a et de I'lFNy est présentée en Annexes (Figure S1). Les CD8 CX3CR1*
circulants « gut-tropic », exprimant des marqueurs associés avec la résidence tissulaire
intestinale (37" CD103"), et pouvant signer une origine ou une destination intestinale, étaient
également particulierement enrichies cellules spécifiques du peptide Env du VIH-1 (moyenne
17%). CX3CR1 est donc un marqueur de la réponse antivirale au cours de l'infection par le
VIH-1.

Les lymphocytes Trm CX3CR1" sont associés a un moindre réservoir viral total du VIH-

1, en particulier par leur fraction CD39*

Pour comprendre I'effet de ces lymphocytes spécifiques du VIH-1 sur I'évolution de l'infection,
nous avons mis en relation la fréquence de la population de Try CD8 CX3CR1* avec le
réservoir viral préalablement caractérisé dans le méme compartiment. Nous avons pu mettre
en évidence que cette population était négativement corrélée a 'ADN VIH-1 total dans le colon
(p=-0.41; P=0.032) (Figure 2B). La fréquence d’expression de CD39, augmentée parmi les
LT CX3CR1 coliques au cours de l'infection par le VIH-1 (médiane 51% [IQR 37-68] contre
41% chez les témoins [IQR 23-56] ; P = 0.04) était particulierement associée a cette corrélation
négative. La population de Trm CD8 CX3CR1* exprimant CD101, ou CD127, étaient

également corrélées négativement avec le réservoir ADN VIH-1 colique (Figure S1).

La réplication résiduelle du CMV au cours de I'infection par le VIH-1 semble associée a

I’expansion des lymphocytes T CX3CR1* dans la circulation

Nous avons utilisé l'index 1IgG CMV chez les PvVIH et témoins séropositifs pour le CMV
comme substitut pour approximer la réplication résiduelle du CMV (Figure 2C). Le niveau d’lgG
était significativement plus important chez les PvVIH (médiane 554 UA) par rapport aux

témoins (médiane 164 UA). Par ailleurs les LT CD8 CX3CR1" circulantes étaient également
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enrichis en cellules spécifiques anti-CMV, aprés stimulation par le peptide viral pp65 (Figure
2D). L'index IgG CMV, sous réserve d’'une faible puissance, semblait évoluer dans le méme
sens que la réponse spécifique (IFNy*) anti-CMV chez les LT CD8 CX3CR1* « gut-tropic » (p
=0.72; P=0.077), et qu'avec le niveau de CD8 CX3CR1" dans le sang (Figure 2E). L'index
IgG CMV corrélait significativement avec la fréquence des LT CD8 CX3CR1* et TEMRA dans
le sang, et corrélait négativement avec la durée de prise d’ARV et la durée de controle
virologique sous traitement (Figure 2F). La stimulation immunitaire liée au CMV diminue donc
logiqguement en paralléle de la reconstitution immunitaire des LT CD4 sous ARV, mais sans

disparaitre totalement néanmoins, suggérant une réplication occulte persistante du CMV.

Nous avons cherché a confirmer I'effet induit par le CMV en étudiant la fréquence de cellules
CX3CR1* parmi des sujets non infectés par le CMV (Figure S2). L’étude de 12 PvVIH
séronegatifs pour le CMV a permis de mettre en évidence une augmentation des lymphocytes
T CD8" ap CX3CR1* principalement chez les personnes doublement séropositives pour le
VIH-1 et le CMV, et dans une moindre mesure chez les personnes séropositives pour le CMV
mais seronegatives pour le VIH, comme nous avons pu le montrer avec les lymphocytes y0.
L’expansion de la population CX3CR1" serait donc principalement dépendante de la
réplication résiduelle du CMV, en particulier au cours de l'infection par le VIH-1, suggérant une
réplication plus importante du CMV dans le contexte de l'infection par le VIH. Le statut CMV
est par ailleurs associé au ratio CD4/CD8, celui-ci étant plus bas en cas de co-infection
VIH/CMV. L’infection par le CMV participerait donc a I'expansion de LT CD8, en particulier
CX3CR1" au cours de l'infection par le VIH-1, y compris sous ARV.
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Figure 2. Les lymphocytes T CD8 CX3CR1+, notamment leur population a tropisme
digestif, sont enrichis en cellules spécifiques anti-VIH-1 et anti-CMV, et sont associés a
la diminution du réservoir viral VIH-1 dans le colon. (A) Fréquence des cellules CD3*CD8*
circulantes spécifiques anti- VIH-1, identifiées aprés 6h de stimulation par des peptides des
protéines virales Env, Gag, et Nef, puis analyse par cytométrie en flux des cellules productrices
d’'IFNy et de CD107a (marqueur de dégranulation), aprés soustraction de la production d’IFNy
et de CD107a observée en I'absence de stimulation chez le méme individu. N = 7 PvVIH.
Chaque individu est représenté par le méme symbole. Les barres représentent la moyenne et
la déviation standard (B) Corrélations négatives entre la fréquence de Try CD8 CX3CR1* ou
la fréquence d’expression de CD39 dans cette population et le réservoir viral du VIH-1 dans le
colon mesuré par 'ADN VIH-1 total (n = 28 PvVIH). Le coefficient de corrélation de Spearman
(p) et la P-value sont indiqués. (C) Violin plot de l'index IgG CMV parmi les sujets VIH*CMV*
(n=39) et VIHCMV* (n = 19). (D) Fréquence des cellules CD3*CD8" circulantes spécifiques
anti-CMV (peptides de la protéine pp65). N = 7 PvVIH. (E) Corrélations entre I'index IgG CMV
des PvVIH séropositifs pour le CMV et la réponse antivirale T CD8 CX3CR1*B7"CD103*
mesurée par la fréquence de cellules productives d’'IFNy aprés stimulation par des peptides
de la protéine pp65, ainsi qu'avec la fréquence des cellules T CD8 CX3CR1" dans le sang. Le
coefficient de corrélation de Spearman (p) et la P-value sont indiqués. (F) Chord diagram des
associations parmi les PvVIH séropositifs pour le CMV, entre l'index IgG CMV, la durée de
traitement ARV, la durée de traitement efficace avec charge virale VIH-1 indétectable en
continu, et la fréquence de LT CD8 TEMRA ou CX3CR1* dans le sang (n = 39).
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La fractalkine soluble est augmentée dans le plasma au cours de I'infection chronique

par le VIH-1, et est associée aux cytokines pro-inflammatoires intestinales

Pour comprendre I'expansion de la population de lymphocytes T CD8 exprimant le récepteur
de chimiokine CX3CR1, nous avons mesuré le ligand de CX3CR1, la chimiokine soluble
CX3CL1, dans le plasma des 42 PvVIH et 42 témoins (Figure 3A). Le niveau de fractalkine
soluble était augmenté dans le plasma des PvVIH (médiane 1.17 ng/mL [IQR 0.81-1.51]) par
rapport aux témoins (0.68ng/mL [IQR 0.56-0.82] ; P < 0.001). Ceci pourrait participer a un
gradient de chimiotactisme impliquant les cellules CX3CR1*, mais provient également
vraisemblablement d’un clivage augmenté de la forme membranaire de CX3CL1. Nous avons
mesuré I'activité de transcription de la fractalkine des cellules épithéliales intestinales coliques
parmi des PvVIH et des témoins non infectés in vivo par RT-qPCR de cellules épithéliales
EpCAM* préalablement triées et cryopréservées (Figure 3B). Il n’y avait pas de différence
d’induction de la transcription de CX3CL1 chez les PvVIH par rapport aux témoins, allant donc
également dans le sens d’'une augmentation du clivage post-transcriptionnel pour expliquer
'augmentation de la forme soluble dans le plasma. Le niveau d’'IFNy mesuré dans le milieu de
digestion des biopsies coliques chez 15 PvVIH et 15 témoins corrélait avec la concentration
plasmatique de CX3CL1 ainsi qu'avec la fréquence des LT CD8 CX3CR1hi circulants,
suggérant un réle potentiel du compartiment intestinal dans l'augmentation du niveau

plasmatique de la fractalkine (Figure 3C).
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Figure 3. Modulation de I'axe CX3CL1 soluble/CX3CR1 par le microenvironnement

intestinal. (A) Violin plots de la mesure de la concentration de CX3CL1 soluble plasmatique

(ng/ml) (n = 42 PvVIH et 42 témoins). Les violin plots présentent la médiane (trait continu) et

le 1°" et le 3°™ quartile (traits en pointillés). Les comparaisons ont été réalisées en utilisant le

test de Welch. (B) Expression de TARNm de CX3CL1 dans les cellules épithéliales coliques

en unité arbitraire (calculé a partir de la différence de Ct par rapport au géne de ménage

GAPDH rapporté a la différence de Ct avec le témoin ayant le ACt le plus élevé) (n = 30 PvVIH

et 14 témoins). Les barres sont la médiane et I'écart interquartile. (C) Corrélations entre la

concentration d’IFNy mesurée dans les milieux de digestion des biopsies coliques et la

concentration plasmatique de CX3CL1 ainsi que des LT CD8 CX3CR1" dans le sang. Le

coefficient de corrélation de Spearman (p) et la P-value sont indiqués.
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Plusieurs expérimentations sont actuellement en cours dans le but de compléter les résultats

obtenus et mieux appréhender la régulation de 'axe CX3CR1/CX3CL1 au niveau intestinal.

Single-cell RNA sequencing (Cyte-seq)

Nous avons réalisé et séquencé des librairies d’ADN a partir du transcriptome de cellules
uniques triees (CD3" TCRyd CD56" Viabilité*) issues de PBMC, de cellules de la lamina
propria du duodénum de l'iléum et du colon (n = 8 PLWH, donneurs identiques pour chaque
compartiment et 8 témoins par compartiment, donneurs pouvant différer selon le segment
intestinal), marquées par des séquences de barcoding extra-cellulaires permettant d’identifier
le donneur, I'expression de la protéine CX3CR1, la protéine CD103, ainsi que les protéines [37
(pour les cellules sanguines) ou CD69 (pour les cellules intestinales), et permettant d’établir le
répertoire TCR des cellules séquencées (kit Chromium GEM-X Single Cell 5’ v3 with Feature
Barcode technology for Cell Surface Protein, référence CGO000734, 10X Genomics /
séquencage realisé sur 2 lignes de flowcell S4 200 cycle lllumina NovaSeq6000, lllumina au
Genome and Trancriptome Core Facility, GeT Genotoul, Toulouse, France). L’analyse de ces
données est actuellement en cours. Nous pourrons ainsi décrire le transcriptome des cellules
CX3CR1* et TRM CX3CR1* comparativement aux cellules CX3CR1- et non TRM CX3CR1*,

entre les segments intestinaux, et entre le sang et l'intestin.

Immunohistochimie

Nous avons réalisé un marquage duodénal de PvVIH et de témoins non infectés sur des
sections de biopsie par des techniques d'immunohistochimie au moyen d’un anticorps anti-
CX3CL1 (8ug/ml, polyclonal/Abcam) (dilution 1/1000, Ac de chévre anti-lapin AF7555,
Invitrogen) (Figure 4). L’intensité du marquage épithélial de CX3CL1 semblait moins
importante chez les PvVIH par rapport aux témoins, suggérant une moindre expression de
cette protéine a la surface de I'épithélium, ou un clivage augmenté. Des cellules émettant un
signal trés intense correspondent probablement a des cellules caliciformes. Nous
confirmerons ces résultats par immunohistochimie multiplexée au moyen du microscope Orion
(Rarecyte) en collaboration avec linstitut Curie (Paris) (Figure 5). Cette technologie nous
permettra d’associer I'études de multiples caractéristiques cellulaires a I'expression épithéliale
de CX3CL1 et d’éventuellement la protéine p24 virale du VIH-1 (n prévisionnel = 15 PvVIH et

15 témoins, sur des coupes coliques et duodénales).
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PLWH Control

Figure 4. Coupes immunohistochimiques de biopsies duodénales. Marquage par
anticorps anti-CX3CL1 et anticorps secondaire couplé a 'AF7555 chez un PvVIH et un témoin
non infecté (rouge) et marquage nucléaire au DAPI (bleu), réalisé en microscopie a champ

large (Apotome, Zeiss Axio-observer).

Figure 5. Exemple d’image réalisée avec la technologie d’imagerie multiplexée. Coupe

duodénale d’'un PvVIH, avec un marquage préliminaire par anticorps anti CD163, Ki-67, CD14,
CD11c, CD4, CD8a pour identifier les populations de lymphocytes T et cellules myéloides

associé a un marquage nucléaire (Hoechst) (Orion, Rarecyte).

228



Transcription des protéases associées a son clivage parmi les cellules épithéliales in

vivo

Devant I'absence de modification évidente de la transcription de CX3CL1 au niveau des
cellules épithéliales coliques, et dans I'hypothése d’'une augmentation de son clivage, nous
avons egalement mesuré lactivité transcriptomique des cellules épithéliales intestinales
coliques concernant les métalloprotéases associées au clivage de la fractalkine, parmi les
cellules épithéliales (Figure 6A). Nous observons une diminution paradoxale de la transcription
d’ADAM10, et une absence de modification significative de celle ’ADAM17, en défaveur d’une
implication de ces métalloprotéases dans le clivage de CX3CL1 pouvant expliquer la hausse
de CX3CL1 soluble. Par ailleurs, nous avons cherché a vérifier 'absence d’augmentation de
transcription des protéines de clivage dans un autre segment intestinal, le duodénum, mais ne
trouvons pas des niveaux supérieurs de transcription ni de CX3CL1 ni des métalloprotéases
ADAM17 ou ADAM10 (Figure 6B). En outre le niveau plasmatique de CX3CL1 corrélait
négativement avec les résultats des RT-gPCR d’ADAM10 et ADAM17 sur les cellules
épithéliales coliques, en défaveur de I'hypothése d’'un réle de ces métalloprotéases dans le
clivage de la forme membranaire épithéliale intestinale de CX3CL1 pour augmenter la forme
soluble dans le sang (Figure S3). Nous compléterons ces résultats par des RT-gPCR d’autres
protéases : MMP2, MMP9, et la Cathepsine S.
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Figure 6. Transcription de CX3CL1, ADAM10 et ADAM17 au cours de l'infection

chronique par le VIH-1 sous ARV, au sein de I’épithélium intestinal. (A) Expression des

ARNm d’ADAM17 et d’ADAM10 dans les cellules épithéliales coliques et (B) comparaison des
expressions dARNm de CX3CL1, ADAM10 et ADAM17 entre les segments intestinaux

duodénaux et coliques, en unités arbitraires (calculé a partir de la différence de Ct par rapport

au gene de ménage GAPDH rapporté a la différence de Ct avec le témoin ayant le ACt le plus

élevé) (n =30 PvVIH et 14 témoins). Les barres sont la moyennes géométriques et la déviation

standard géométrique.
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Culture d’explants coliques ex-vivo

Dans le but d’étudier I'effet induit par I'infection virale a VIH-1 ou a CMV, en respectant la
complexité de la structure intégrale de la muqueuse intestinale, nous avons utilisé un modéle
d’explant intestinal ex vivo (Figure 6). Ce modéle permet l'utilisation de biopsies préservant la
structure intestinale et 'ensemble des cellules la constituant, qui seront donc infectables par
les virus d’intérét. Ce modéle permet de modeéliser des infections productives dont les données
sont analysées a J5 suivant I'infection. Nous avons pu analyser par RT-gPCR la transcription
de CX3CL1, ADAM10 et ADAM17 au niveau des cellules épithéliales d’une part, et du reste
de la muqueuse d’autre part (cellules non épithéliales), aprés infection des explants par le VIH-
1, le CMV, co-infection VIH-1 et CMV. Nous avons également étudié I'effet d’'un ligand de TLR,
le LPS, composant de la paroi des bactéries gram négatif présentes dans lintestin sur la
transcription des mémes génes. Nous observons une induction nette ’ADAM10 et ADAM17
en réponse a l'infection par le CMV (5 fois en moyenne) au niveau des cellules épithéliales,
mais pas des cellules non-épithéliales. Il faut néanmoins noter que cela est observé en
contexte d’infection virale aigue réplicative et donc sous I'effet d’'une réplication virale plus
importante qu’en cas de réplication résiduelle chronique. L'infection par le VIH-1 et le LPS
étaient également associés a une induction de ces métalloprotéases, mais dans une moindre
mesure que le CMV. D’autres expériences seront ajoutées a ces données, notamment pour
pouvoir interpréter une éventuelle induction de CX3CL1 dans ces conditions. Au vu des
résultats in vivo, nous compléterons également ces expérimentations par RT-gPCR des
protéases MMP2, MMP9 et Cathepsine S. Nous pourrons enfin mesurer dans le surnageant

I'effet de I'induction de ces protéases sur le clivage et la libération de la forme libre de CX3CL1.
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Figure 7. Modéle de culture de cellules épithéliales coliques et stimulation cytokinique
sur inserts. (A) Procédure expérimentale. Une biopsie colique est disséquée pour retirer la
couche musculaire et mettre a plat la muqueuse obtenue. Des punch de 4mm sont utilisés
pour prélever des fragments qui seront ensuite déposés sur une éponge de gélatine imbibée
de milieu de culture (6 explants par éponge, une condition de stimulation par éponge). Les
explants pourront étre infectés a JO par le VIH-1 ou le CMV, et stimulés par du LPS a J4. Les
explants sont prélevés a J5 et seront ensuite digérés doucement au DTT pour décoller
I'épithélium. Le surnageant sera récolté pour réaliser un tri magnétique EpCAM* permettant
de sélectionner les cellules épithéliales qui seront ensuite lysées pour extraire leur ARN. Le
reste de I'explant sera poolé avec les 5 autres explants de la méme condition puis lysé par
des billes de céramique pour permettre I'extraction d’ARN des cellules non épithéliales. (B)
Induction de transcription dADAM10, ADAM17 et CX3CL1 (difféerence de Ct par rapport au
géne de ménage GAPDH et au ACt de la condition sans stimulation) en réponse a des stimuli
par le VIH-1 (souche Bal diluée a 10° copies/ml), et/ou le CMV (quantification virale
standardisée) et/ou du LPS (100 ou 1000ng/ml), a partir des extraits de cellules épithéliales
ou de la partie restante de I'explant. Chaque symbole identique représente une expérience a
partir d'un méme donneur. Les barres représentent la moyenne géométrique et la déviation

standard géeométrique.

Cultures d’inserts de cellules épithéliales ex-vivo

Nous avons également développé un modéle de culture de cellules épithéliales sur insert ex
vivo a partir de biopsies colique (Figure 8). Ces modéles permettent d’étudier I'induction de la
transcription de CX3CL1 et des protéases associées au niveau des cellules épithéliales
coliques en fonctions de différentes conditions de culture, mais aussi de mesurer la forme
soluble clivée a partir de I'épithélium aux péles apical et baso-latéral des transwells. Nos
expérimentations semblent confirmer que I'lFNy et le TNFa sont inducteurs de la transcription
de CX3CL1 au niveau de I'épithélium, mais nous ne retrouvons que peu ou pas d’effet des

autres conditions testées.
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Figure 8. Modéle de culture de cellules épithéliales coliques et stimulation cytokinique
sur inserts. (A) Procédure expérimentale. Une biopsie colique est disséquée pour retirer la
couche musculaire et mettre a plat la muqueuse obtenue. Des punch de 4mm sont utilisés
pour prélever des fragments qui seront ensuite digéré doucement au DTT pour décoller
I'épithélium. Le surnageant sera récolté pour réaliser un tri magnétique EpCAM* permettant
de sélectionner les cellules épithéliales qui seront ensuite mises en culture et formeront des
nappes confluentes mono-étagées. Ces cultures pourront étre repiquées sur des inserts et
stimulés par I'adjonction de cytokines ou ligands de TLR dans leur milieu de culture. Le
surnageant apical et baso-latéral pourront étre prélevées pour des dosages de protéines
solubles. (B) Induction de transcription de CX3CL1 (différence de Ct par rapport au géne de
ménage GAPDH et au ACt de la condition sans stimulation) en réponse a des stimuli par IFNy,
TNFa, IL-15, TGF-B, LPS, flagelline (FLA) a des concentrations croissantes. Chaque symbole
identique représente une expérience a partir dun méme donneur. Les barres représentent la

moyenne géométrique et la déviation standard géométrique.

Migration des lymphocytes CX3CR1 selon le gradient de CX3CL1 sur milieux

conditionnés

Afin d’étudier I'effet de différentes conditions cytokiniques sur la migration des lymphocytes
CD8 CX3CR1+ en réponse a un gradient de leur chimiokine CX3CL1, un modéle de migration
sur transwell a été développé. Les cellules CX3CR1* sont déposées au pdle apical de la
membrane. Des concentrations croissantes de CX3CL1 peuvent étre déposés au podle basal
(témoin positif), ou des milieux issus de différentes conditions de culture contenant des
concentrations de chimiokines variables, et le nombre de cellules dans chaque compartiment
(apical et basal) pourra étre compté afin de déterminer la migration des populations CX3CR1*.
Notre modéle confirme la migration croissante des cellules a des concentrations croissantes
de CX3CL1. Les conditions expérimentales les plus pertinentes sélectionnées a partir des
résultats des expériences précédentes seront utilisées par la suite. Des anticorps bloquant de
CX3CL1 peuvent bloquer efficacement le gradient de chimiokine pour confirmer le réle de

CX3CL1 dans I'effet de migration observé (données non présentées).
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Nous avons pu mettre en évidence une augmentation d’une population de lymphocytes T
effecteurs CD8 CX3CR1" a la fois dans le sang périphérique et dans la lamina propria de la
muqueuse colique, chez des PVVIH sous traitement antirétroviral. Le rOle des lymphocytes T
CD8 CX3CR1" dans la réponse antivirale est soutenu par la mise en évidence d’un
enrichissement important en lymphocytes spécifiques du VIH-1, mais aussi du CMV, parmi
cette population dans le sang circulant, et notamment sa fraction exprimant des marqueurs de

tropisme pour l'intestin.

Nous avons montré que cette augmentation des lymphocytes T CD8 CX3CR1* dans la
mugqueuse colique se faisait au détriment d’'une population résidente mémoire (Tru) de CD8,
comparativement moins épuisée et moins sénescente, et davantage fonctionnelle que la
population non-Trm. La perte de cette population Trm CD8" CX3CR1* dans la muqueuse
colique, et en particulier de sa fraction exprimant CD39, apparait corrélée a la taille du réservoir
viral ADN VIH-1 total dans le méme segment intestinal. Cette corrélation négative pourrait
donc suggérer que la population effectrice des Tru CD8" a une efficacité antivirale plus
importante que la fraction non-Tru. Une autre hypothése pourrait étre que l'infection par le
VIH-1 induise, dans le microenvironnement de la muqueuse intestinale, une évolution des
proportions entre Trm et non-Trm au profit des non-Trm. Pour mieux discriminer entre ces deux
possibilités, il serait donc nécessaire d’évaluer la spécificité et I'efficacité anti-VIH-1 des Trwm
vs. non-Trm de la muqueuse du colon, mais ces explorations sont limitées par le nombre de

cellules intestinales analysables.

Dans des travaux encore non publiés (Vellas et al., CROI 2024, manuscrit en préparation)
nous avons pu montrer que la perte en lymphocytes Trm intestinaux touche a la fois les
lymphocytes T CD4 et CD8. Cette perte en Tru était corrélée au nadir des T CD4, et également
aux marqueurs de persistance du VIH-1 sous ARV. Par ailleurs, la population Tru CD8
CX3CR1* du colon apparait corrélée au ratio CD4/CD8 dans le sang, marqueur d’une
reconstitution immunitaire équilibrée avec une moindre inflammation systémique. La déplétion
de cette population est donc au contraire associée a une inflammation systémique plus

marquée.

La perte des Trm dans la muqueuse colique pourrait étre expliquée par différents mécanismes :
infection et destruction préférentielle des lymphocytes Trm CD4 ; mort cellulaire induite par le
microenvironnement ; défaut de reconstitution de la population Tru, Ou perte des signaux de
localisation tissulaire. Le fait que la perte des Trum concerne également la fraction CD8, et pas

uniquement les Tru CD4, suggére qu’'un mécanisme non directement viral soit impliqué, seul
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ou associé a un mécanisme d’infection virale des Trm CD4. Un mécanisme impliquant une
perte des signaux de résidence tissulaire, et donc une recirculation de ces cellules, est
possible mais n’est pas bien établi a ce jour, du fait de la faible propension des Trwm a recirculer
dans le sang, bien que des populations qualifiees d’ex-Tru aient été récemment décrites
(Sathaliyawala et al. 2013; Rodger et al. 2024). De fagon notable, si 'on observe une perte de
la fraction résidente mémoire des LT CD8 CX3CR1", la population globale des LT CD8
CX3CR1* est quant a elle augmentée, avec une augmentation en particulier de la population
non Trum. Ainsi, il pourrait étre envisagée préférentiellement un défaut de différentiation en Tru
tandis que I'axe de chimiotactisme via CX3CR1 resterait fonctionnel, ou une déplétion

préférentielle in situ des cellules de phénotype Trm.

L’augmentation des lymphocytes non-Trv CD8 CX3CR1%, au détriment des Tru, concerne une
population moins fonctionnelle, avec une moindre production d’effecteurs cytotoxiques tels
que la Perforine, ou de cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFNy. La population non-Trm
de CD8 CX3CR1" présentait également un phénotype d’épuisement immunitaire plus marqué,
avec notamment une plus forte expression de CD57 et KLRG1, associés a la senescence, et
une expression plus importante des « checkpoints » immunitaires PD-1", TIGIT, TIM-3, et
LAG-3, correspondant a un niveau plus important d’épuisement immunitaire. La population
Trm CD8 CX3CR1* quant a elle exprimait davantage CD39, une ATPase participant avec
CD73 au clivage de I'ATP en ADP + AMPc, cette derniére ayant des propriétés
immunosuppressives. CD39 était initialement considéré comme un marqueur d’épuisement
immunitaire, particulierement lorsqu’associé aux Teg, mais il a été montré plus récemment qu'il
pouvait également s’agir d’'un marqueur de CD8 effecteurs et fonctionnels, activés aprés
stimulation par leur antigéne, et exprimé par les Tru (Isaacs et al. 2024). La population Tru
CD8 CX3CR1*CD39" était particulierement associée a un moindre niveau du réservoir VIH-1
dans le colon. CD101 était également davantage exprimé a la surface de la population Trm
CD8 CX3CR1*. CD101 est habituellement considéré comme un marqueur d’épuisement
terminal, mais d’autres études montrent que CD101 serait simplement un marqueur
phénotypique des Trm CD8 (Kumar et al. Cell Rep 2017). Les population Trm CD8
CX3CR1*CD101* et CX3CR1*CD127" étaient également associées a un moindre niveau du
réservoir VIH, pouvant suggérer que CD101 serait ici davantage un marqueur d’activation que
d’épuisement immunitaire des Tru CD8, dans ce contexte de faible expression des autres
checkpoints immunitaires, s’'inscrivant dans un continuum entre les marqueurs d’activation et
d’épuisement immunitaire. L’expression de CD127 suggere par ailleurs une capacité de
prolifération cellulaire de cette population, ce qui soutient son caractére effecteur plus

qu’épuisé.
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L’expression de CX3CR1 a été associée a un phénotype de cellules effectrices hautement
cytotoxiques, et est un marqueur notable de cellules T CD4 spécifiques du CMV (Pachnio et
al. 2016; Abana et al. 2017; Wanjalla et al. 2021). Nous montrons ici que la population
circulante de lymphocytes T CD8 CX3CR1" est enrichie d’une part en lymphocytes spécifiques
du CMV, soulignant le réle de ce virus dans I'expansion de ces cellules, mais également en
lymphocytes spécifiques du VIH-1. La majorité des lymphocytes CD8* CX3CR1" anti-VIH-1
retrouvés dans notre étude avaient une spécificité anti-Env, alors que la fréquence des
lymphocytes anti-Gag et anti-Nef était moindre. Ceci pourrait étre di au fait que la protéine
Env est la plus exposée au systéme immunitaire au cours de l'infection virale, entrainant ainsi
une plus forte immunogénicité, en tout cas dans le contexte que nous avons étudié
d’expression antigénique résiduelle sous ARV, et notamment dans le tissu intestinal. Ces
résultats confirment donc le réle des lymphocytes T CD8 CX3CR1" dans la réponse anti-virale
et leur potentiel dans le contréle du réservoir du VIH-1. Néanmoins, les cellules intestinales,
plus fragiles et moins nombreuses dans nos prélevements, n‘ont pas pu étre directement
analysées afin de vérifier la spécificité des Trm et non-Trm CD8 CX3CR1* envers le VIH-1.
Nous avons en revanche pu approximer la spécificité des T CD8* CX3CR1" intestinaux en
analysant la réponse a la stimulation par des peptides du VIH-1 parmi la population de
lymphocytes T CD8 de phénotype B7" et CD103* dans les PBMCs. Ces marqueurs de
tropisme intestinal permettent d’identifier des cellules a destination de lintestin ou
recirculantes. Cette population cellulaire apparait augmentée au cours de I'infection par le VIH-
1. Nos résultats retrouvent un enrichissement en cellules anti-VIH-1 parmi les cellules
circulantes CD8 CX3CR1* B7" CD103* ayant un tropisme intestinal. Par ailleurs, la population
de LT CD8 CX3CR1" circulante était négativement corrélée avec le nadir de CD4, suggérant
gu’'une infection a un stade avancé était associée a une moindre expansion de cette

population.

La réplication résiduelle du CMV au cours de l'infection par le VIH-1 est un facteur pouvant
également participer a I'expansion de la population de LT CD8 CX3CR1. En utilisant un
marqueur indirect de cette réplication, I'index IgG anti-CMV, nous avons pu mettre en évidence
une association entre cet index et 'expansion des LT CD8 dans le sang, notamment CX3CR1*
et effecteurs terminaux. Ce marqueur indirect corrélait bien avec le niveau de lymphocytes
CX3CR1" spécifiques du CMV, en faisant un substitut acceptable pour représenter le niveau
de réponse immunitaire globale anti-CMV. Le CMV pourrait notamment participer a la
modulation de l'axe de chimiotactisme CX3CR1/CX3CL1 par linduction de différentes
cytokines pro-inflammatoires dans le colon, telle que I'IFNy qui peut induire la transcription du
géne codant pour la protéine CX3CL1. Le niveau d’'IFNy dans le milieu de digestion du colon

corrélait par ailleurs avec le niveau de CX3CL1 plasmatique au niveau de la cohorte entiere,
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en englobant 'ensemble des statuts sérologiques pour le VIH-1. L'absence d’association

significative parmi les seuls PvVIH pourrait étre liée a une puissance insuffisante.

CX3CL1 était augmenté dans le plasma des PvVIH sous sa forme soluble. Celle-ci provient
d’'un clivage de la forme membranaire, exprimée de fagon diffuse dans I'endothélium mais
aussi certains épithéliums tel que I'épithélium intestinal. Cette forme soluble augmentée est
donc probablement en lien avec une augmentation du clivage, mais dont le site d’origine,
potentiellement multiple, ne peut étre déterminé. Il existait néanmoins une corrélation négative
entre CX3CL1 dans le plasma et CX3CL1 dans le milieu de digestion du duodénum. Des
analyses complémentaires d'IHC seront nécessaire pour confirmer que la diminution de
CX3CL1 mesuré dans le milieu de digestion correspond a une diminution de la forme
membranaire, ce qui pourrait alors suggérer que l'intestin pourrait étre 'un des sites de clivage
de CX3CL1. Ce clivage pourrait impacter le recrutement et la rétention tissulaire des cellules
CX3CR1*. Afin de mieux déterminer les conditions participant au clivage de CX3CL1, nous
avons réalisé des expérimentations préliminaires sur explants intestinaux, ou nous avons pu
montrer que linfection par le VIH-1 et le CMV de biopsies coliques entrainait une forte
induction dans I'épithélium de de la transcription du géne de la métalloprotéase ADAM10, et a
un plus faible niveau d’ADAM17, connus comme pouvant cliver CX3CL1. Néanmoins, nous
n’avons pas retrouvé in vivo d’'induction de la transcription ’ADAM10 ou d’ADAM17 chez les
PvVIH sous ARV étudiés, comparativement a des témoins non infectés, et la transcription était
méme paradoxalement a des niveaux inférieurs chez les PvVIH. Cependant, nous n’avons
pas analysé I'expression ’ADAM10 et ADAM17 chez des PVVIH non traités par ARV. Au vu
de nos données dans les explants intestinaux infectés ex-vivo, ces métallo-protéases
pourraient avoir un réle important au cours de l'infection VIH-1 réplicative, avant l'initiation du
traitement ARV. Un rétrocontrdle négatif pourrait ensuite se mettre en place en situation de
contrble virologique sous ARV, expliquant la diminution paradoxale de leur niveau de
transcription, et le clivage de CX3CL1 pourrait alors impliquer d’autres protéases telles que

MMP-2, MMP-9 ou la Cathepsine S, que nous évaluerons par la suite.

L’une des principales limites de notre étude est I'effet d’échantillonnage au regard d’'un nombre
plus limité de cellules analysées au niveau digestif comparativement au sang, du fait de la
petite taille des biopsies intestinales obtenues. Néanmoins, I'accés a ces tissus digestifs de
PVVIH in vivo reste précieux et ne pourrait étre envisagé de fagon quantitativement plus
importante dans cette population. Ces données in vivo ont 'avantage de permettre d’estimer
I'effet réel de I'infection par le VIH-1 chez ’THomme en se prémunissant des biais qui seraient
liés a des modéles expérimentaux animaux ou in vitro. Néanmoins, elles ne permettent que

d’associer les différents paramétres observés uniquement de fagon corrélative.
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Notre modéle d’explants intestinaux nous permet de compléter les observations réalisées sur
les échantillons issus de notre cohorte directement sur du tissu intestinal humain frais, et
reproduit une muqueuse compléte, représentative de la complexité des liens entre les
différentes cellules immunitaires et le tissu conjonctif et épithélial sous-jacent. Ce modéle ex
vivo sera utile pour mieux appréhender les déterminants des modifications observées in vivo.
Néanmoins ce modéle ne permet que de refléter des effets aigus d’une infection réplicative et

non les effets d’une infection virale contrélée sous ARV.

En conclusion, nous avons mis en évidence l'importance d’'une population effectrice de
lymphocytes Tru CD8* CX3CR1* coliques et son role potentiel dans le contrdle du réservoir
viral du VIH-1 local et envisageons qu'une modulation de l'axe de chimiotactisme
CX3CR1/CX3CLA1 par l'infection VIH-1 ou par la co-infection CMV au niveau intestinal pourrait
participer a la déplétion de cette population, favorisant la persistance d’'un des réservoirs
majeurs du VIH-1. Des analyses complémentaires d'immunofluorescence in situ, d’'analyse du
répertoire et du transcriptome des Tru €t non-Trm coliques et des expérimentations

complémentaires ex vivo nous permettront d’étayer ces hypothéses.
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Séquence des amorces et sondes utilisées pour les RT-qPCR :

CX3CL1 forward primer
> 5-CCTTCTGCCATCTGACTGTC-3’

CX3CL1 reverse primer
> 5-TGGTTCTGTTGATAGTGGATGAG-3

CX3CL1 sonde
> 5-CGGTGTGACGAAATGCAACATCACG-3’

ADAM17 forward primer
> 5-AAATGGCAGGACTTCTTCAC-3

ADAM17 reverse primer
>5-CCCATCTGTGTTGATTCTG-3

ADAM17 sonde
> 5-ACATCATCATCTCTTATGTGGGCTAGAACC-3

ADAM10 forward primer
> 5-TACCTCCCAAAGTCTCTCAC-3

ADAM10 reverse primer
> 5-GTGCACTCTGTTCCAGAATC-3’

ADAM10 sonde
> 5-CAAAGTTATGTCCAACTTCGTGAGCAAAAG-3
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Anticorps utilisés en cytométrie de flux :

Core panel

Fluorochrome
BUVE15
BUVE15
BUVE15
BUV615
BUVE15
BUV615
BUV395
BUV496

Vendor
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD

Ozyme
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD

Biolegend

Clone
3G8
HIB19
B159
11F2
B1.1/CD66
MS5E2
UCHT1
RPA-T4

BV510 RPA-T8
BV750 2A941
PerCP Cy5.5 Ber-ACT8
BV421 M-T271
BV650 CcD28.2
BUV805 HI100
PE-CF594 EH12,1
BV786 741182
BUVT37 7D3
BV605 T47-530
BUVS563 TU66
BV711 QA1TADS
APC-Viof70 REA261
BUVE61 1C6/CXCR3

Specificity
Lineage CD16
Lineage CD19
Lineage CD56

Lineage TCR pan y&
Lineage CD66
Lineage CD14

CD3
CD4
CcDs8
CX3CR1
CD103
CcD27
CcD28
CD45RA
PD1
TIGIT
TIM-3
LAG3
CD39
CD&7
KLRG1
CXCR3

Miltenyi
BD

Core panel

Fluorochrome
BUV395
Pacific Blue
FITC
BV750
BUV496
BUV661
BV510
BUVSB0S5
PE-CF594
BV786
BUVT3T
BV711
APC-Vio770
PE-Cy7
PE-Cy7

Clone
UCHT1
RPA-T4
RPA-T8

2A941

FN50

Ber-ACT8
M-T271

HI100
EH12,1
741182

7D3
QA1TAD4
REA261
REA1042
REA970

Specificity
CD3
cD4
cDs8

CX3CR1
CD69
cD103
CcD27
CD45RA
PD1
TIGIT
TIM-3
CD57
KLRG1
KIR2D
KIR3D

BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD

Biolegend

e
Miltenyi
Miltenyi

Panel 1 : Blood

Specificity Fluorochrome Cilone Vendor
cD101 PE V7.1 BD
+ Beta7 BB515 FIB504 BD
KIR2D PE-Vio770 REA1042 Miltenyi
KIR3DL1/DL2 PE-Vio770 REAS70 Miltenyi
CCR7 AFT700 FAB197N R&D
Panel 2 : Gut
Specificity Fluorochrome Clone Vendor
CD101 'io bright FIT( BB27 Miltenyi
+ CDée9 AFT00 FN50 BD
CD25 PE-Cy7 M-A251 BD
cD127 PE R34.34 Beckman
Panel 3 : Cytotoxicity
Specificity Fluorochrome Clone Vendor
+ AF700 Perforine B-D48 BioLegend
PE Granzyme B GB11 BD
Panel 4 : Cytokines
Specificity Fluorochrome Clone Vendor
AFT00 IFNy B27 BD
+ BVE0S TNFa MAb11 BD

PE
PerCP Cy5.5

IL-17
IL-10

eBio64DEC17 ebiosciences
JES3-9D7

BioLegend

Panel 5 : Viral peptides stimulation

Specificity
CD3
CD45RA
cDs8
ch4
cD27
cD28

Vendor
BD
BD
BD
BD
BD
BD
BD

ozyme

Clane
UCHT1
HI100
RPA-T8
RPA-T4
M-T271

BV650 CD28.2
BB515 FIB504
PerCP Cy5.5 Ber-ACT8
DAPI -
BV750 2A9-1
PE H4A3
AFT00 B27
PE-Cy7 MAb11

Huorochrome
BUV395
BUV805

BV510
BUV496
BV421

B7
CD103
LIVE/DEAD
CX3CR1
CD107a
IFNy
TNFa

Thermo Fisher
BD
Miltenyi
BD
BD
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Données supplémentaires

Figure supplémentaire 1. Les lymphocytes T CD8 CX3CR1* sont enrichis en cellules
spécifiques du VIH-1 et du CMV. Fréquence des cellules CD3*CD8" circulantes spécifiques
anti-VIH-1 (Env, Gag, Nef) ou anti-CMV (pp65), identifies aprés 6h de stimulation par des
peptides des protéines virales, puis analyse par cytométrie en flux des cellules productrices
(A) de CD107a et (B) d’IFNy, aprés soustraction de la production respectivement de CD107a
et d'IFNy observé en l'absence de stimulation chez le méme individu. N = 7 PvVIH. (C)
Fréquence des cellules productrices des effecteurs cytotoxiques Granzyme B (GzmB) et
Perforine et de cytokines pro-inflammatoires IFNy et TNFa parmiles LT CD8 du duodénum en
fonction de leur niveau d’expression de CX3CR1 (négatif/intermédiaire/high), mesurée par
cytométrie en flux (n = 5 PvVIH et 5 témoins). Les barres représentent la moyenne et la
déviation standard. (D) Corrélations négatives entre 'ADN VIH-1 total colique et la fréquence
de CD101 et de CD127 parmiles TRM CD8" CX3CR1* du colon (n = 28 PvVIH). Le coefficient

de corrélation de Spearman (p) et la P-value sont indiqués.
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Figure supplémentaire 2. L’expansion des lymphocytes T CX3CR1* est dépendante du
statut sérologique pour le CMV et majorée en cas de co-infection VIH/CMV. (A) Violin plot
du nombre (gauche) et de la fréquence (droite) de lymphocytes T ap (CD3* TCRyd") exprimant
CX3CR1 et de phénotype TEMRA (CD27-CD45RA") selon leur statut sérologique pour le VIH-
1 etle CMV (n=15HIV*CMV*/ 15 HIV-CMV* /12 HIV* CMV"/ 12 HIV-CMV"). Les violin plots
présentent la médiane (trait continu) et le 1°" et le 3°™ quartile (traits en pointillés). (B) Ratio
CD4/CD8 selon le statut sérologique pour le VIH-1 et le CMV. Les comparaisons ont été

réalisées en utilisant le test de Welch.
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Figure supplémentaire 3. Le niveau plasmatique de CX3CL1 corréle négativement avec
le niveau de transcription d’ADAM10 et 17 dans les cellules épithéliales coliques.
Corrélations négatives entre la concentration de CX3CL1 soluble dans le plasma et
I'expression dARNm d’ADAM17 et ’ADAM10 dans les cellules épithéliales coliques en unité
arbitraire (différence de Ct par rapport au géne de ménage GAPDH rapporté a la différence
de Ct avec le témoin ayant le ACt le plus élevé) (n = 30 PvVIH et 14 témoins). Le coefficient

de corrélation de Spearman (p) et la P-value sont indiqués.
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DISCUSSION



L’intestin, et en particulier le colon, est un site majeur de persistance du VIH-1 (Vellas
et al. 2024). Celui-ci est particulierement enrichi en provirus intacts, qui sont la source du
rebond de linfection en cas d’arrét du traitement par ARV, et constituent donc la cible
privilégiée des stratégies de guérison de l'infection par le VIH. Une meilleure compréhension
des interactions entre la persistance du VIH-1 et la réponse immunitaire de I'héte est un enjeu
important afin d’envisager de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant le réservoir pour
espérer aboutir a une guérison, ou tout au moins une rémission, de I'infection par le VIH. A ce
jour, ceci ne peut étre obtenu de facon prolongée par les moyens thérapeutiques actuels, en

dehors de cas exceptionnels.

Dans ce travail, nous avons contribué a caractériser au niveau sanguin et au niveau tissulaire,
une réponse immunitaire cellulaire cytotoxique en lien avec l'axe de chimiotactisme
CX3CR1/CX3CL1 et dirigée contre le VIH-1 mais aussi le CMV, dans une cohorte de PvVIH
sous ARV et de témoins non infectés. Nous avons étudié différents effecteurs lymphocytaires
exprimant CX3CR1, et notamment les lymphocytes Tyd Vo1, et les lymphocytes T CD8, et mis

en évidence qu’ils présentaient des caractéristiques communes (Figure 38 et Figure 39).

La quantification et la caractérisation du réservoir viral au niveau intestinal au sein de la méme
cohorte avaient été réalisées au préalable dans I'équipe (Vellas et al. eBioMedicine 2024). Le
réservoir proviral intact ainsi que les virus défectifs en 5’ et 3’ avaient notamment été quantifiés
par la technique Intact Proviral DNA Assay (Bruner et al. 2019), ainsi que la transcription
résiduelle d’ARN VIH-1 associé aux cellules, dans les segments duodénaux, iléaux et coliques
des PvVIH de I'étude ANRS EP61 GALT. Il avait notamment été montré que le réservoir viral
intact était augmenté dans le colon et associé a la population de LT CD4 PD-1*TIGIT . Dans
ce travail, nous nous sommes attachés a mettre en lien la réponse immunitaire effectrice avec

les données virologiques préalablement obtenues.
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Figure 38. Modéle proposé des populations de LT V31 sanguins et duodénaux au cours de l'infection
chronique par le VIH-1 sous ARV. Au cours de l'infection par le VIH-1, on observe une expansion clonale de la
population de LT V&1 sanguins exprimant CX3CR1, associée a des propriétés cytotoxiques importantes. Cette
expansion est dépendante a la fois de la co-infection par le CMV, mais également du microbiote intestinal et des
translocations bactériennes dans la circulation. Cette population de LT V&1 pourrait présenter un effet antiviral, a la

fois dans le compartiment sanguin et le compartiment intestinal.
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Figure 39. Modéle proposé des populations de lymphocytes T CD8 CX3CR1* dans le compartiment colique
au cours de l'infection chronique par le VIH-1 sous ARV. Les lymphocytes T CD8 résidents mémoires
(CD69*CD103*) exprimant CX3CR1 sont associées a une réduction du réservoir viral VIH-1 (ADN viral) dans le
colon, compartiment enrichi en provirus intacts. Cette population se caractérise notamment par une expression
importante de CD39 et de CD101, ainsi que par des propriétés cytotoxiques marquées. Les homologues « gut-
tropic » de ces cellules dans la circulation sanguines sont enrichies en cellules anti-VIH-1 et anti-CMV, en particulier
celles exprimant un haut niveau de CX3CR1 (CX3CR1"). Néanmoins, au cours de l'infection par le VIH-1, cette
population semble déplétée dans le compartiment colique au profit d’'une population de LT CD8 CX3CR1* non Trw,
avec un profil d’épuisement (PD-1*, KLRG1*) et de sénescence (CD57*) plus marqué, ainsi qu’avec une activité
cytotoxique moindre. La spécificité anti-VIH-1 et anti-CMV des LT CD8 résidents mémoires coliques et CX3CR1*
reste a évaluer directement.
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Les individus inclus dans ce travail présentaient des profils relativement homogeénes. La
plupart recevaient une trithérapie, constitué de 2 INTI, mais le 3®™ agent pouvait différer,
principalement entre un INI (n = 17) ou un INNTI (n = 20). Aujourd’hui, I'évolution de la stratégie
de prise en charge a augmenté la proportion de PvVIH recevant un INI. Par ailleurs, le biais
de recrutement a été limité en incluant dans les deux groupes, PVVIH et contréles non-
infectés, des sujets réalisant pour la plupart des endoscopies de dépistage systématique et
étant asymptomatiques sur le plan digestif. Les indications les plus fréquentes concernaient,
pour les gastroscopies, la surveillance d’un reflux gastro-oesophagien, et pour les coloscopies,
un dépistage du cancer colorectal, souvent suite a des antécédents familiaux. Les sujets
présentant notamment des maladies intestinales inflammatoires étaient exclus, afin d’éviter
que d’autres causes sans rapport avec I'infection par le VIH-1 ne puissent étre des facteurs
confondants. Notre population d’étude était globalement représentative de la majorité de la
population suivie pour une infection par le VIH-1 en France, sous ARV débutés au stade
chronique de linfection, avec une charge virale indétectable, et un dge médian (54 ans) en
augmentation du fait de 'amélioration du pronostic de I'infection sous traitement par ARV. Il
s’agit du profil des personnes chez lesquels une réduction du réservoir viral est un élément clé
a atteindre dans l'objectif d’'une rémission de l'infection. Ceci permettra de transposer nos
résultats aux populations qui pourraient étre étudiées dans de futurs essais thérapeutiques

ciblant les réservoirs du VIH.

Notre cohorte est 'une des rares a avoir inclus des prélévements intestinaux humains de
différents segments chez un méme individu, permettant une comparaison des spécificités de
chaque étage intestinal. Il a en effet été montré que la richesse en cellules immunitaires et la
composition du microbiote étaient sensiblement différents selon les étages du tube digestif.
Néanmoins, seuls les segments accessibles par voie endoscopique, haute (duodenum) ou
basse (iléon et colon), ont pu étre prélevés et des spécificités propres aux sites non prélevés
(jéjunum) ne pourront étre mises en évidence. Les trois segments étudiés offrent malgré tout
des profils trés différents, permettant d’avoir un apercu des variations pouvant survenir du
segment le plus proximal, au contact direct du bol alimentaire, vers le segment le plus distal.
Par ailleurs, les prélévements dont nous disposons ne permettaient pas d’avoir un apercu de
I'évolution des paramétres mesurés dans le temps, s’agissant d’une étude transversale ou
chaque individu n’était prélevé qu’une fois (pour minimiser les variations nycthémérales, tous
les patients ont été prélevés le matin, a jeun). Des prélévements longitudinaux permettraient
d’estimer les dynamiques pouvant étre liées d’une part au vieillissement, mais aussi a
I'évolution de linfection chronique par le VIH-1. Une approximation de ces dynamiques a pu

étre réalisée dans notre étude en associant certains paramétres cliniques comme la durée
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depuis le diagnostic, ou la durée d’évolution sous traitement ARV suppressif aux mesures
effectuées. Dans I'étude GALT-2 actuellement en préparation, nous prévoyons d’inclure des
PVVIH ayant été inclus dans I'étude GALT précédente, et devant renouveler une coloscopie
de dépistage du cancer colorectal 5 ans aprés la précédente, ce qui permettra une

appréciation longitudinale.

Nous avons pu montrer dans notre cohorte que la perte des Tru était associée au nadir des
LT CD4, soit le niveau le plus avancé de linfection par le VIH-1 atteint pour un patient donné.
Le défaut de reconstitution compléte de cette population cellulaire, essentielle a 'homéostasie
de la muqueuse intestinale et au contréle de l'infection par le VIH-1, malgré un traitement ARV
prolongé, signifie que la déplétion ayant lieu avant l'initiation du traitement ARV n’est que
partiellement réversible. Il a ainsi été montré que la mise en place retardé d’ARV chez des
PvVIH menait a une déplétion irréversible des Try au niveau de la peau (Saluzzo et al. 2021).
L’analyse du répertoire TCR des Truw montrait que les cellules partiellement reconstituées en
cas de mise en route d’'un traitement de fagcon précoce étaient d’origine systémique. Certaines
populations, notamment les Trm CXCR3 au niveau de la peau, n’étaient jamais reconstituées

et leur perte était associée a un sur-risque de lésions pré-cancereuses liées au papillomavirus.

L’absence de reconstitution immunitaire compléte au niveau intestinal sous traitement ARV
touche principalement les LT CD4 de la lamina propria, contrastant avec une reconstitution
plus satisfaisante des LT CD4 du sang et des tissus lymphoides organisés (ganglions ou
plaques de Peyer) (Guadalupe et al. 2003; Mavigner et al. 2012). La déplétion des LT CD4
intestinaux est précoce, et liée a l'infection préférentielle au cours de la primo-infection des LT
CD4 CCRS* activés (Brenchley et al. 2004). Si la survenue des infections opportunistes est
globalement dépendante du niveau des LT CD4 sanguins (<200 cellules/pL), il peut
néanmoins étre envisagé que localement, 'immunodépression relative persistante dans la
muqueuse intestinale pourrait favoriser une réplication persistante de certains pathogénes
dans ce compartiment. La maladie a CMV n'est ainsi généralement pas observée en cas de
restauration des LT CD4 sanguins, mais de nombreuses données sont en faveur d’une
réplication résiduelle occulte du CMV persistante malgré une bonne reconstitution des LT CD4
sanguins sous traitement ARV (Maidji et al. 2017). Nous avons retrouvé, de facon concordante
a la littérature, une augmentation marquée de lindex IgG anti-CMV chez les PvVIH
séropositives pour le CMV comparativement a des personnes non infectées par le VIH-1 mais
également séropositives pour le CMV. Cette production plus élevée d’'IgG spécifiques du CMV

pourrait s’expliquer par une stimulation antigénique chronique persistante. Ces IgG ont été
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proposées comme étant un substitut fiable pour estimer le niveau de réplication chronique du
CMV, qui reste indétectable dans le sang par PCR. Nous avons montré que les IgG anti-CMV
sont également corrélées au niveau de réponse immunitaire cellulaire spécifique du CMV.
L’hypothése d'une réplication résiduelle persistante du CMV au niveau tissulaire, et en
particulier dans l'intestin du fait de cette immunodépression relative, parait ainsi vraisemblable.
Le niveau de réplication tissulaire du CMV, probablement trés faible, reste difficile a authentifier
directement. Nous avons cherché a détecter par ddPCR I’'ADN du CMV au niveau des biopsies
duodénales de PvVIH et de témoins séronégatifs pour le VIH, tous séropositifs pour le CMV.
Dans les limites de la faible sensibilité de la technique utilisée, de ’TADN CMV a pu étre détecté
dans le duodénum d’un PVVIH mais chez aucun des témoins étudiés. La réplication résiduelle
du CMV pourrait ainsi participer a minima au niveau intestinal a une activation immunitaire
persistante, participant a l'inflammation de muqueuses intestinale. Dans nos travaux, nous
avons pu montrer que la réponse immunitaire anti-CMV était corrélée a I'abondance de
multiples espéces bactériennes au sein du microbiote tissulaire, ainsi qu’au taux de plusieurs
cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFNy dans le compartiment intestinal. Par ailleurs, s'il
serait utile de mesurer les effets directement liés a la réplication résiduelle du CMV en
comparant la réponse immunitaire de PvVIH séropositives et séronégatives pour le CMV, ces
analyses sont limitées par la rareté des individus séronégatifs pour le CMV parmi les PVVIH,
ou la séropositivité pour le CMV atteint 90%. La raison de cette prévalence élevée n’est pas
clairement identifiée a ce jour. Nous avons néanmoins pu recruter des PvVIH séronégatifs
pour le CMV (avec des prélevements sanguins mais pas de prélévements intestinaux) afin de
confirmer, dans la 1° partie de notre travail, que l'infection par le CMV jouait un réle majeur
dans I'expansion des cellules V1" et notamment des cellules CX3CR1* observée chez les
PvVIH. Cette expansion pourrait étre liée a une activation directe par le CMV, mais également
étre indirecte, par les interactions entre le CMV, le microbiote tissulaire intestinal et la réponse
inflammatoire, qui pourraient a leur tour moduler I'axe de chimiotactisme de CX3CLA1. ll est a
noter que dans nos modéles d’explants intestinaux, ou l'on retrouve une induction de
métalloprotéases clivant CX3CL1 en cas d’infection par le CMV, l'utilisation d’antibiotiques a
large spectre dans le milieu de culture des explants limite les effets imputables au microbiote

directement.

Les liens observés entre signaux intestinaux et I'expansion des lymphocytes CX3CR1*
circulants concorde avec l'idée d’une recirculation de ces cellules a partir de compartiments
tissulaires tels que lintestin. Nous avons, dans les deux parties de ce travail, proposé que les
cellules circulantes ayant un phénotype CD103* (marqueur de résidence tissulaire, notamment

intestinal), et B/"9" (intégrine permettant I'extravasation des cellules a travers I'endothélium
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intestinal) puissent correspondre a des cellules ex-Tru recirculantes d’origine intestinale, en
nous basant sur les données existantes concernant les ex-Tru cutanés (Klicznik et al. 2019;
Fonseca et al. 2020). Ces cellules a tropisme digestif étaient augmentées chez les PVVIH. S'il
n’est pas possible de formellement distinguer des cellules a destinée intestinale de cellules
recirculantes, ces données confortent néanmoins un lien entre les cellules expandues CD8 ou
V&1 CX3CR1" et le compartiment intestinal. Nous avons pu mettre en évidence un
enrichissement en cellules spécifiques du VIH-1 et du CMV dans les LT circulants CD103*
B/"9" & tropisme intestinal, ainsi que des corrélations entre ces populations et un moindre
niveau du réservoir viral intestinal. Il reste délicat néanmoins d’extrapoler que la spécificité
anti-virale des LT CD8 CX3CR1 circulants serait identique dans la méme population
intestinale. En complément des analyses réalisées aprés stimulation par des pools de peptides
du VIH-1 et du CMV, nous prévoyons de réaliser des tests de confirmation par des
dextraméres spécifiques d’épitopes de Gag et Nef chez quelques PVVIH ayant des
phénotypes HLA concordants. L’étude du répertoire TCR des cellules CX3CR1* circulantes et
intestinales, en cours, pourra également permettre de mieux appréhender les phénoménes de
recirculation de ces cellules. Les mécanismes sous-tendant la potentielle recirculation des
lymphocytes CX3CR1 restent a élucider. Une modulation de I'axe CX3CL1/CX3CR1 pourrait
étre une hypothése envisageable au vu des données existantes dans les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (Sans et al. 2007; Kobayashi et al. 2007). L’expression
de CX3CL1, au niveau de I'endothélium mais aussi de I'épithélium intestinal, participe en effet
au recrutement des lymphocytes effecteurs, et pourrait également participer a leur rétention.
Il pourrait étre envisagée qu’un clivage accru de la chimiokine, notamment au niveau de
I'épithélium, puisse supprimer un signal de rétention tissulaire et favoriser leur recirculation
(Figure 40).

CX3CR1 a été récemment rapporté comme un marqueur de différentiation cellulaire, et dont
le niveau d’expression pourrait étre un reflet du continuum de différentiation vers un phénotype
effecteur mémoire terminal, mais aussi du type de réponse associée (Zwijnenburg et al. 2023).
Nous retrouvons de fagon concordante qu’au cours de linfection par le VIH-1, les cellules
CX3CR1" présentent le phénotype le plus cytotoxique, et sont par ailleurs les plus enrichies
en cellules spécifiques du VIH-1. Cependant, nos données suggerent également que CX3CR1
ne serait pas uniquement un marqueur de cellule effectrice mais également un récepteur
directement impliqué dans la modulation de la réponse effectrice, par les multiples
mécanismes pouvant réguler de fagon commune le recrutement de lymphocytes CX3CR1* en
influant sur I'expression et le clivage de CX3CL1. Outre leur tropisme pour les épithéliums,

notamment intestinal, les lymphocytes CX3CR1* contribuent également a assurer 'immuno-
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surveillance endothéliale, ou est fortement exprimée la fractalkine, en particulier contre le CMV

capable de se répliquer a ce niveau.

Si les lymphocytes CX3CR1" semblent avoir plutdt un phénotype effecteur et pro-
inflammatoire, les macrophages CX3CR1* semblent eux avoir au contraire un profil plutot
immuno-régulateur, suggérant une régulation fine de I'axe CX3CL1-CX3CR1 entre cellules

myéloides et lymphoides dans les tissus.
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Figure 40. Hypothéses restant a explorer sur la modulation de I’axe de chimiotactisme CX3CL1/CX3CR1 au
cours de l'infection par le VIH-1. Nous avons pu mettre en évidence une augmentation du clivage épithélial
intestinal de CX3CL1 et une augmentation de la forme soluble dans le plasma au cours de I'infection par le VIH-1.
L’expression de CX3CL1 au niveau épithélial est par ailleurs induite par certaines cytokines telle que I'lFN-y. Nous
n‘avons en revanche pas retrouvé d’induction des enzymes ADAM10 ou ADAM17 au niveau des cellules
épithéliales intestinales in vivo, bien qu’elles puissent étre induites par le VIH-1 et le CMV in vitro. L’'enzyme
responsable de ce clivage altéré reste donc a identifier. Son induction pourrait étre directement, ou indirectement
lié a linfection par le VIH-1. L’effet de ce clivage sur le chimiotactisme et la rétention des cellules CX3CR1* au

niveau intestinal reste également a élucider.
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CONCLUSION &
PERSPECTIVES



Les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis de mettre en évidence une
association entre la fréquence des lymphocytes T CD8 et V&1 CX3CR1*, ainsi que leurs
propriétés effectrices notamment cytotoxiques, et un moindre niveau du réservoir viral du VIH-
1, en particulier au niveau tissulaire, dans le compartiment intestinal. Ces résultats pourraient
donc suggérer un réle de ces populations effectrices dans la lutte contre les cellules infectées
par le VIH, en particulier dans la muqueuse intestinale. L’'expansion de cette population semble
avoir de nombreux déterminants en sus du VIH-1 lui-méme, en particulier la réplication
résiduelle du CMV et la dysbiose intestinale que I'on retrouve chez les PVVIH du fait de
l'altération de la barriere immunitaire muqueuse intestinale (atteinte de [lintégrité de
I'épithélium, Iymphopénie CD4 muqueuse, translocation microbienne persistante).
L’inflammation persistante du microenvironnement intestinal chez les PVVIH pourrait impacter
I'axe de chimiotactisme CX3CR1/CX3CL1 en modulant I'expression de la fractalkine au niveau
intestinal, notamment au niveau de son épithélium, et son clivage par des protéases
tissulaires. La modulation de I'expression membranaire ou soluble de CX3CL1 est ensuite
susceptible d’'impacter le recrutement et la rétention des lymphocytes CX3CR1" au niveau
tissulaire, mais également au niveau systémique en favorisant 'expansion et la recirculation
de ces cellules dans le sang. Nos données suggérent que lintestin pourrait étre un
compartiment clé a la fois comme site d’induction des lymphocytes CX3CR1*, mais également
comme tissu cible de ces cellules effectrices dans le contexte de persistance du VIH-1 sous
ARV.

La persistance du VIH-1 dans des sites sanctuaires est 'une des clés du rebond viral en cas
d’arrét de traitement ARV. Une meilleure compréhension des réservoirs viraux et des
mécanismes permettant leur contréle est donc cruciale afin d’envisager des stratégies de
guérison fonctionnelle de linfection par le VIH (Figure 41). Les lymphocytes CX3CR1*
pourraient étre des candidats potentiels pour des stratégies d'immunothérapie visant a
optimiser la réponse immunitaire effectrice antivirale, en particulier dans les tissus. lls
pourraient ainsi étre utilisés pour le volet « kill » des stratégies « shock and kill » pour éliminer
les cellules infectées aprés réactivation du réservoir viral latent. L’utilisation thérapeutique de
la réponse effectrice médiée par les lymphocytes CX3CR1* pourrait se faire d’'une part dans
le cadre de stratégies de thérapie cellulaire, par apport direct de cellules cytotoxiques
exprimant CX3CR1, ou en stimulant ces cellules directement in vivo, par exemple au moyen
d’inhibiteurs de checkpoints immunitaires pouvant activer les cellules qui subiraient les
phénoménes d’épuisement induits par le microenvironnement, ou en améliorant leur
recrutement et leur localisation au plus pres des cellules réservoirs au moyen d’'une modulation

de I'expression de CX3CL1. Ces cellules hautement cytotoxiques présentent des propriétés
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intéressantes au-dela de linfection par le VIH-1 et sont actuellement a I'étude en oncologie
pour améliorer la réponse antitumorale et l'accés a la tumeur, notamment avec le

développement de nouvelles générations de CAR-T cells (Trinh et al. 2023).

Dans ce cadre, d’autres populations cellulaires effectrices exprimant CX3CR1 pourraient
participer a ces stratégies d'immunothérapie, notamment les lymphocytes NK, et de futures
études pourraient s’intéresser a leur recrutement dans les compartiments tissulaires et leurs
propriétés fonctionnelles, notamment dans le cadre de l'infection par le VIH-1. Une meilleure
compréhension des cellules réservoirs du VIH-1 sera également nécessaire, afin d’améliorer
le ciblage de celles-ci, ainsi que la réversion de leur latence. Enfin, les propriétés des cellules
résidentes mémoires semblent primordiales pour assurer une réponse immunitaire tissulaire
efficace mais pourraient également étre en elles-mémes un siége du réservoir viral (Cantero-
Pérez et al. 2019). L’effet de I'infection par le VIH-1 sur la déplétion des Tru et les mécanismes
favorisant leur reconstitution sera ainsi un enjeu important dans les stratégies thérapeutiques
futures. Dans tous les cas, les thérapies cellulaires ciblant le VIH-1 devront prendre en compte
les spécificités du microenvironnement tissulaire et notamment intestinal, inflammatoire,

dysbiotique, et pouvant induire une perte de fonction des cellules effectrices.

Si la réponse immunitaire effectrice des cellules exprimant CX3CR1 semble intéressante sur
des stratégies a court terme, ces cellules pro-inflammatoires restent expandues dans la
circulation de fagon chronique, et pourraient participer a l'inflammation systémique favorisant
notamment, de par leur tropisme vasculaire, les effets délétéres cardio-vasculaires observés
chez les PvVIH a long terme. Un autre axe de modulation de ces cellules pourrait donc viser
a prévenir leur expansion chronique dans la circulation, afin d’améliorer le vieillissement en
bonne santé des PvVIH. Le contréle de la réplication résiduelle du CMV, qui semble participer
a l'activation et 'accumulation de ces cellules dans le sang, est 'un des axes actuellement a
'étude pour limiter cette expansion, mais d’autres pistes telles que la modulation de

I'expression et du clivage de CX3CL1 pourraient étre des alternatives a considérer.

Ces travaux contribuent donc a mettre en évidence I'importance du compartiment intestinal a
la fois comme un siége de réservoir viral, et une source de réponse immunitaire effectrice,
mais aussi d’inflammation systémique devant s’équilibrer entre elles, et qui seront a prendre

en compte dans I'objectif d’'une rémission prolongée de l'infection par le VIH-1.
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Figure 41. Interventions thérapeutiques hypothétiques pour la modulation de I'axe CX3CR1/CX3CL1 au
cours de l'infection par le VIH-1. Parmi les interventions thérapeutiques modulant I'axe de chimiotactisme
CX3CR1/CX3CL1 imaginables au cours de l'infection par le VIH-1, certaines pourraient participer a un meilleur
contréle de linfection par une action antivirale dirigée vers les réservoirs tissulaires, notamment intestinaux :
I'administration de thérapie cellulaire a base de lymphocytes CD8, V&1 ou NK surexprimant CX3CR1 pourrait
permettre un meilleur adressage de cellules au potentiel antiviral vers certains tissus réservoirs ; les cellules
effectrices exprimant CX3CR1 pourraient également étre mieux activées directement in situ par I'utilisation
d’inhibiteurs de checkpoints immunitaires ciblant ceux exprimés en particulier par cette population. D’autres
interventions pourraient viser a réguler les effets inflammatoires systémiques des lymphocytes CX3CR1*,
notamment en ciblant la réplication résiduelle du CMV qui participe a I'activation et I'expansion de ces cellules.
Enfin, la régulation de I'expression et du clivage de CX3CL1 pourrait avoir des effets mixtes, la migration des
cellules CX3CR1* dépendant d’'un équilibre du niveau de clivage pour étre optimale. Un clivage excessif pourrait
au cours de l'infection par le VIH-1 amener a une perte de rétention des lymphocytes CX3CR1* résidents mémoires,
présentant un potentiel antiviral plus important, et une recirculation des cellules tissulaires entrainant une expansion
de ces cellules dans la circulation. Des modulateurs de ce clivage pourraient contribuer & une meilleure migration
et rétention des cellules mémoires.
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Titre : Caractérisation des lymphocytes effecteurs CX3CR1+ et de leur recrutement intestinal au cours de I'infection VIH-1 sous traitement
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Résumé : L'intestin est le siége d'un réservoir viral majeur au cours de I'infection par le VIH-1, qui constitue un obstacle a I'obtention d'une
rémission de I'infection. Ce réservoir est associé a un défaut de restauration de lymphocytes T CD4+ intestinaux, a une dysfonction de la barriere
immunitaire intestinale, avec une augmentation des translocations micobiennes et une inflammation locale et systémique persistante, malgré
un traitement antirétroviral efficace suivi de facon prolongée.

La réponse immunitaire cellulaire effectrice joue un réle crucial dans le controle de I'infection. Il a notamment pu étre observé une perte des
lymphocytes résidents mémoires (TRM) intestinaux et une augmentation de cellules ayant des marqueurs de tropisme pour 'intestin dans la
circulation. L'axe de chimiotactisme CX3CR1-CX3CL1 semble étre une voie majeure dans le recrutement de cellules effectrices tissulaires mais
semble impacté par I'infection chronique par le VIH-1 méme sous traitement, avec une augmentation des cellules circulantes CX3CR1+ et une
augmentation de la fraction soluble de CX3CL1 dans le plasma. Dans ce travail, nous avons cherché a caractériser les cellules effectrices
exprimant CX3CR1 dans le compartiment sanguin et intestinal, a étudier les facteurs environnementaux pouvant moduler cet axe de
chimiotactisme et a évaluer I'impact de la modulation de cet axe sur le réservoir intestinal dans une cohorte de personnes vivant avec le VIH-1
(PvVIH) sous traitement antirétroviral au long cours.

Dans un premier travail portant sur les lymphocytes y6 V61 dont la fréquence est augmentée dans le sang des PvVIH, nous avons pu mettre en
évidence que cette expansion de lymphocytes V&1 se faisait de fagon clonale parmi une population particuliérement cytotoxique et exprimant
CX3CR1 avec notamment un profil de cellules recirculantes intestinales. Ces lymphocytes V&1 CX3CR1+ cytotoxiques étaient corrélés a une
moindre fréquence de lymphocytes T CD4+ avec une transcription résiduelle d’ARN VIH-1 dans le compartiment sanguin ou intestinal. Nous
avons également pu montrer que la réplication résiduelle du cytomégalovirus (CMV) au cours de I'infection par le VIH-1 participait de facon
majeure a I'expansion des populations de lymphocytes T CD8 et V&1 exprimant CX3CR1, mais que cet effet était en inter-relation avec les
altérations du microbiote intestinal et transloqué.

Dans un second travail, nous avons montré que les LT CD8 CX3CR1+ étaient augmentés en fréquence a la fois dans le sang et dans I'intestin.
Cependant, dans le colon cette augmentation concernait des LT CD8 CX3CR1+ non-résidents mémoires (TRM) au détriment d’une perte des
TRM CD8 CX3CR1+. Les TRM CD8+ CX3CR1+ avaient un profil de cytotoxicité et de production de cytokines pro-inflammatoire élevé et
présentaient moins d’expression de marqueurs d’épuisement lymphocytaire que les non-TRM. Les TRM CD8+ CX3CR1+, notamment la
population CD39+, étaient associés a un réservoir ADN VIH plus faible dans le colon, La perte des TRM CD8+ CX3CR1+ au profit de non-TRM,
moins fonctionnelles, pourrait donc contribuer a la persistance du VIH-1. L'augmentation des LT CD8 CX3CR1+ sanguins était corrélée a I'index
sérologique IgG du CMV. Ex-vivo, le VIH-1 et le CMV pouvaient induire I'expression des métalloprotéases ADAM10 et ADAM17 sur les cellules
épithéliales intestinales, dont nous faisons I'hypothése qu’elles pourraient participer au clivage épithélial de CX3CL1 et a un défaut de
recrutement des LT CD8 CX3CR1+.

Title: Phenotype, functional properties, and gut recruitment of CX3CR1+ effector lymphocytes in HIV-1-infected individuals on antiretroviral
therapy

Key words: HIV-1, lymphocytes, CX3CR1, CX3CL1, gut

Abstract: The gut is a major site of viral reservoir persistence during HIV-1 infection, which stands as an obstacle toward the reach of HIV
remission. This reservoir is associated with an incomplete restoration of T CD4+ lymphocytes locally, a gut-barrier dysfunction, and an increase
of bacterial translocation and local inflammation, despite effective prolonged antiretroviral therapy.

Effector cellular immune response is crucial for infection control. HIV-1 induces a loss of intestinal resident memory lymphocytes and an increase
in blood cells with a gut-tropic recirculating profile. CX3CR1-CX3CL1 axis may be a key to the recruitment of tissular effector cells but seem to be
impacted by the chronic HIV-1 infection, even under ART, with an increase of circulating CX3CR1+ cells and an increase in soluble CX3CL1 in the
plasma. Here, we aimed to characterize the effector CX3CR1+ cells in both the blood and the gut, search for environmental factors that could
modulate this chemotactic axis and assess the impact of this axis modulation in the gut viral reservoir in a cohort of people living with HIV
(PLWH) under long term ART.

In a first work on y6 V&1 T cells, which frequencies were increased in the blood of PLWH, we highlighted the clonal expansion of a highly
cytotoxic effector population of V&1 expressing CX3CR1 with a recirculating cell-like phenotype. This population correlated with HIV-1 infection
reduction in the associated blood or duodenal compartment. We showed that cytomegalovirus (CMV) residual replication during HIV-1
infection was a major trigger for CX3CR1+CD8 and V&1 T cells expansion, but this effect was in an interplay of tissular microbiome changes that
were also associated with CMV.

In a second work, we showed that CX3CR1+ CD8 T cells were increased in frequency in both the blood and the gut. However, in the colon this
increase was associated with a loss of resident memory CX3CR1+ CD8 T cells with higher effector functions. This population was associated with
lower viral reservoir, especially for with the fraction expressing CD39. CD8+ CX3CR1+ TRM expressed less exhaustion markers than non-TRM.
The increase of CX3CR1+ CD8 T cells in the blood was correlated with CMV 1gG index. Ex vivo, HIV-1 and CMV could induce the expression of
ADAM10 and ADAM17 metalloproteinases on intestinal epithelial cells. We hypothesize that those metalloproteinases could participate to
epithelial cleavage of CX3CL1 and CX3CR1+CD8 T cells recirculation.
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