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PREAMBULE

Le travail sur I’étude de la dynamique des cellules myéloides suppressives dans des cohortes
précliniques a été effectué lors de mon stage au sein de I’infrastructure nationale pour la
biologie et la santé, Infectious Diseases Models for Innovative Therapies (IDMIT) au sein du
Commissariat & I'énergie atomique et aux énergies alternatives (CEA) de Fontenay aux Roses,
réalisé dans le cadre du Master 2 professionnel Management et Innovation en Biotechnologie.

Ce master est enseigné a I’'UFR Sciences, Vie, Terre et Environnement a Dijon.

Ce manuscrit présentera en premiére partie le contexte de I’infection par le VIH. La seconde
partie s’intéressera aux cas de contrdle virologique, et enfin la troisieme partie détaillera
I’inflammation chronique au cours de I’infection par le VIH et notamment 1’étude de la

dynamique des cellules myéloides suppressives dans des cohortes pré-cliniques.
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A. INTRODUCTION

I. CONTEXTE DE L'INFECTION PAR LE VIH
1) Infection par le VIH

a. Histoire et découverte du virus

En juin 1981, le Center for Disease Control (CDC) a Atlanta (USA) est informé de
I’utilisation anormale de pentamidine pour le traitement de cing jeunes homosexuels atteints

d’une pneumonie grave a Pneumocystis carinii, associée a une immunodépression severe [1].

Quelques semaines plus tard, un nouvel article décrit la recrudescence, toujours chez de
jeunes homosexuels, de sarcomes de Kaposi. Ce syndrome sera tout d’abord appelé « gay
syndrome » ou « gay cancer ». Mais des observations montrent néanmoins que ce syndrome
ne touche pas exclusivement les homosexuels. Il se manifeste également chez les hémophiles,
les hétérosexuels, les usagers de drogues par injection intraveineuse. La transmission de ce
que 1’on nommera dorénavant syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA) se fait donc
par voie sexuelle, sanguine et materno-feetale. Au vu de ces modes de contamination,
I’hypothése d’une origine virale est privilégiée [2]. A I’initiative de Willy Rozenbaum,
infectiologue frangais, se constitue, fin 1982 a I’Institut Pasteur, un groupe de travail
composé, entre autres, de Francoise Barré Sinoussi, Jean Claude Chermann et Luc
Montagnier, dont les recherches au sein de 1’unité d’oncologie virale concernent les rétrovirus
connus pour provoquer des immunodéficiences. A partir d’une biopsie ganglionnaire de
patient atteint d’une lymphoadénopathie généralisée, les chercheurs mettent en évidence une
activité transcriptase inverse, caractéristiqgue des rétrovirus dans des cultures de cellules
ganglionnaires dont des lymphocytes T CD4+, cibles apparentes du virus [2]. lls observent
également I’effet cytopathique du virus sur les lymphocytes T CD4+. Le virus est ensuite
observé pour la premiére fois au microscope électronique. L’équipe de I’Institut Pasteur,
appela ce nouveau virus « Lymphadenopathy Associated Virus », soit LAV puis il fut designe
en 1986 par le comité international de taxonomie des virus : « Virus de I’Immunodéficience
Humaine 1» (VIH-1).

b. Epidémiologie

En 2017, on comptait dans le monde 36,9 millions de personnes vivant avec le VIH et 21,7

millions de personnes avaient accés a la thérapie antirétrovirale. De plus, 1,8 millions de
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personnes sont devenues nouvellement infectées par le VIH et 940 000 personnes sont

décédées de maladies liées au SIDA.

L’Afrique subsaharienne est la région la plus touchée avec 25,7 millions de personnes vivant
avec le VIH en 2017 et prés de 60% d’entre elles sont des femmes. 1l compte également plus

de deux tiers des nouvelles infections par ce virus dans le monde.
En France, 6 000 personnes ont découvert leur séroposivité VIH en 2016.

Depuis la découverte du virus, le VIH a fait plus de 36 millions de morts dans le monde. Le
SIDA reste un probleme majeur de santé publique particulierement dans les pays en voie de
développement malgré des traitements antirétroviraux qui améliorent la qualité de vie des

patients et la mise en place de moyens de prévention.

En effet I’accessibilité au traitement antirétroviral dans les pays en voie de développement et
particulierement en Afrique subsaharienne reste encore difficile, les moyens de prévention
tels que le préservatif qui protége de I’infection ne sont pas forcément acceptés d’un point de
vue culturel par les hommes. Les jeunes femmes d’Afrique subsaharienne sont
particulierement exposées au VIH du fait d’un manque d’acces a 1’éducation et de la difficulté
a imposer a leur partenaire un moyen de protection. C’est dans ce contexte que 1’organisation
International Partnership for Microbicides (IPM) a développé un moyen de prévention qui
permet aux femmes de se protéger : un anneau vaginal microbicide a base de dapivirine,
inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse. Cet anneau offre une protection
significative. En effet deux essais cliniques, Aspire [3] et Ring Study [4] ont conclu que cet
anneau entraine, une réduction du taux d’infection de 27 % et 31 %.Une diminution encore
plus importante a été observée dans deux autres études, Hope et Dream, avec respectivement

une diminution du risque de 53,6% et 53,6%.

Un autre moyen de prévention qui montre une efficacité de 86% en prévention est la
prophylaxie pré exposition (PrEP) [5]. La PrEP est une stratégie qui permet a une personne
séronégative exposée au VIH d'éliminer le risque d'infection, en prenant, de maniere continue

ou «a la demande», un traitement anti-rétroviral a base de Truvada®.

La conception d’un vaccin prophylactique est une priorité de la recherche sur le VIH. En effet
il n’y a a ce jour pas de vaccin prophylactique. Ceci est di & une grande diversité du virus qui
compte de nombreux sous types circulants dans le monde mais également des variants viraux,

« quasi espece » au sein d’'un méme individu.
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c¢. Caracteres virologiques :

1. Classification et sous types

Le 18 juillet 1986, un nouveau virus fut identifié¢ chez des patients venant d’ Afrique de 1’ouest
et nommé virus de I’immunodéficience humaine 2 (VIH-2) [6]. Ce virus est
morphologiquement proche du VIH-1 mais génétiqguement différent. Le VIH-2 se rencontre
essentiellement en Afrique subsaharienne occidentale (Figure 1). Il est moins pathogéne que
le VIH-1 avec une progression plus lente vers le stade SIDA et une plus faible

transmissibilité.

Les VIH-1 et VIH-2 sont proches des virus simiens SIV (simian immunodeficiency virus)

retrouvés chez les primates non humains [7][8].

it

Cercocebus atys v

Figure 1 : Arbre phylogénétique des lentivirus SIV et VIH-2
L’arbre phylogénétique représente les relations d’évolution entre les différentes lignées. Il a
été construit avec la méthode du maximum de vraisemblance a partir d’un alignement
protéique de séquences SIV/VIH dans Env. L échelle représente 0,02 substitution par site. Les
SIV des mangabeys enfumés d’Afrique de I’Ouest sont a 1’origine du VIH-2. D’apres
« Origine du VIH, une réussite émergentielle » L. Etienne, M. Peeters, 2010.
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Il a été mis en évidence que le virus de I’immunodéficience humaine présente une grande
diversité génétique. Notamment pour le VIH-1, le plus présent dans le monde, 4 sous-groupes
ont été identifiés: groupe M (Major), O (Outlier), N (non M non O) et P, dernier identifié en
2009 [9].Ces différents groupes proviennent de passages inter-especes distincts. La
transmission a I’homme serait liée a des morsures de singes infectés, notamment lors de la
chasse, ou par la consommation de viande. Les groupes M et N sont liés aux SIV de
chimpanzeés alors que les groupes O et P sont liés a un virus de gorille (Figure 2).

Les VIH-1 du groupe M sont responsables de la pandémie et comprennent 9 sous types ou
clades (A, B, C, D, F, G, H, J, K). De plus, de nombreuses formes recombinantes entre ces
sous types (circulating recombinant forms, CRF) ou entre formes recombinantes sont
apparues du fait de la co-infection de patients par des VIH-1 de sous types distincts. Le sous
type B est responsable de 1’épidémie dans les pays industrialisés et il prédomine dans le

monde et cause plus de 50% des cas d’infections.

VIH-1 0

Pt. vellerosus

Pt troglodytes
Pt. schweinfurthii

N F-HIA

Pan troglodytes troglodytes

Figure 2 : Arbre phylogénétique des lentivirus SIV et VIH-1

L’échelle représente 0,2 substitution par site. Les cartes représentent les repartitions
géographiques des especes concerneées : les G. g. gorilla (en haut) et les quatre sous-especes
de chimpanzés (en bas). Les fléches reliant I’arbre phylogénétique aux cartes indiquent les
réservoirs des ancétres des différents groupes du VIH-1. Les SIV des chimpanzés et des
gorilles dans I'ouest de I'Afrique centrale sont a l'origine du VIH-1. D’aprés « Origine du

VIH, une réussite émergentielle » L. Etienne, M. Peeters, 2010.
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2. Structure

Le VIH est un rétrovirus du genre Lentivirus appartenant a la famille Retroviridae générant

des maladies a évolution lente.
Le VIH comprend 3 parties :

> Le génome : ARN simple brin, linéaire, diploide (deux molécules identiques d’ARN
monocaténaire) et de polarité + (capable de servir d’ARN messager directement). 1l
contient 3 génes de structure :

- gag codant pour les protéines de structure

- pol codant pour les enzymes (transcriptase inverse, intégrase, protéase)

- env codant pour les protéines de 1I’enveloppe

Le génome des VIH comprend six génes de régulation (tat, rev, nef, vif, vpr ainsi que vpu
pour le VIH-1 ou vpx pour le VIH-2) de I’expression des protéines virales. Il est associé a
deux molécules de transcriptase inverse (p64), a une molécule d’intégrase (p32) et a une
molécule de protéase (p10), toutes codées par le géne pol. Le VIH réussit a contrecarrer les
mécanismes de défense immunitaire de I’hote en échappant aux facteurs de restriction grace a
ses protéines auxiliaires. Les facteurs de restriction sont des facteurs cellulaires qui bloquent
certaines étapes du cycle réplicatif ou de propagation virale au sein de la cellule infectée.
Trois facteurs de restriction ont été identifiés dans I’infection par le VIH-1. Les cytidine
désaminase enzymes éditrices d’ARN, comme I’APOBEC3G (Apolipoprotein B mRNA
Editing Catalytic Polypeptide-like) 3G, convertissent les cytidines en uraciles sur le brin
négatif de I’ADNc générant lors de la rétrotranscription une mutation de la guanine en
adénosine sur I’ADN proviral. Ces mutations, appelées hypermutations, peuvent inactiver les
génes viraux en générant des codons stops. La protéine vif exprimée par le VIH permet au
virus d’échapper a ce facteur de restriction en entrainant sa dégradation par le protéasome
[10]. Le facteur de restriction TRIM5 empéche la décapsidation du core viral dans le
cytoplasme [11]. SAMHDL1 inhibe la réplication virale dans certains types cellulaires sans
cibler directement le virus [12]. La protéine lentivirale Vpx du VIH-2 inhibe SAMHDL. La
tétherin agit a un stade plus tardif du cycle viral en retenant les virions a la membrane. Le
VIH-1 et le VIH-2 utilisent respectivement Vpu et Env pour séquestrer le facteur de
transcription hors de la membrane plasmique [13]. Les SIV quant & eux utilisent la protéine

nef.
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» La nucléocapside, avec une couche externe (pl7) et interne (p24). Ses protéines sont

codées par le gene gag.

» L’enveloppe virale, constituée d’une bicouche lipidique et de deux glycoprotéines

d’origine virale, gp120 et gp41, codées par le géne env. La gpl20 se lie avec le
récepteur CD4 et le corécepteur CXCR4 ou CCR5 des cellules cibles. La gp4l,
transmembranaire permet la fusion de la membrane cellulaire a 1’enveloppe aprés
attachement de la gp120. Elle comprend également des protéines membranaires de la

cellule hote comme les molécules du CMH.

bicouche lipidique

>

et MTnonscnimose mverse pb4
protémes duv CMH

Figure 3 : Schéma structural du VIH

Schéma organisationnel montrant les différents composants protéiques et génomiques
constituant le VIH, d’aprés « Immunologie 7éme Ed » Kuby, Owen, Punt, Stanford. Edition
DUNOD.

3. Tropisme

Le VIH infecte les cellules ayant le récepteur CD4 a leur surface : les lymphocytes T
auxiliaires ou helper (lymphocytes CD4+), les monocytes, les macrophages, les cellules
microgliales, les cellules dendritiques dont les cellules de Langerhans et les cellules
dendritiques folliculaires. De fait, il existe plusieurs souches virales classées selon leur
tropisme : celles qui infectent les CPA (virus a tropisme macrophagique) et qui utilisent le
corécepteur CCR5, dénommées R5, sont des virus peu réplicatifs, peu cytopathogenes et
préférentiellement retrouvés au cours de la primo-infection et celles qui infectent les

lymphocytes T (virus a tropisme lymphocytaire) utilisant le corécepteur CXCR4, dénommees
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alors X4, se repliquent de facon intense dans les lymphocytes T CD4+ activés entrainant un

effet cytopathogene.

d. Physiopathologie et clinique

Le principal mode de transmission, représentant 90% des cas de I’infection dans le monde est
sexuel via les voies génitales ou la muqueuse orale ou rectale, méme si la voie parentérale
comprenant la transfusion de sang ou de produits dérivés du sang et la toxicomanie
intraveineuse par 1’usage et les échanges de seringues non stérilisées ont un réle important

dans la transmission.
L’infection par le VIH se déroule en 3 phases en I’absence de traitement :

» La phase aigué ou primo-infection : Elle dure entre 6 et 12 semaines et correspond a la
phase de réplication virale intense avec un pic de réplication 2 a 4 semaines apres la
transmission du virus. Le virus diffuse dans 1’organisme notamment dans tous les
organes lymphatiques en établissant des réservoirs viraux (ganglions, tissu lymphoide
du tube digestif, systtme nerveux central) avec une intégration du génome du VIH
dans les cellules hétes. Cette phase de dissémination dure 7 a 21 jours et correspond a
la phase d’éclipse (Figure 4), le virus n’est pas détectable. Tout d’abord les
lymphocytes T CD4 circulants vont diminuer de facon transitoire du fait de la
cytotoxicité directe du virus puis aprés quelques semaines, le taux de lymphocytes T
CD4 circulants va remonter et la charge virale va diminuer pour atteindre un plateau.
Cette phase est symptomatique dans 50 a 70% des cas et se traduit par un syndrome
mononucléosique non spécifique.

> Le stade de latence asymptomatique ou peu symptomatique : il est di a la mise en
place, de la réponse immunitaire vis-a-vis du VIH. Il y a un équilibre entre la
destruction du VIH par le systeme immunitaire (SI) et la réplication (il y a alors
production de nouveaux VIH). Il peut durer plusieurs années.

> Le stade symptomatique, SIDA : Le Sl devient trop déficient. La production de virus
de VIH augmente de nouveau. Ce stade est défini par des pathologies opportunistes
majeures et des complications tumorales. Enfin, le stade SIDA, se définit par la
survenue de maladies opportunistes ou de tumeurs malignes associé a un eétat
d’immunodépression cellulaire séveére (en général lorsque le taux de lymphocytes T
CD4+ est inférieur a 200/mm3). Le stade SIDA apparait généralement au bout de 10

ans mais il existe une grande variabilité interindividuelle.

23



L’infection au VIH présente une dynamique trés rapide, en effet environ 10 milliards de

virions sont produits chaque jour chez une personne infectée non traitée.

a Acute infection phase Early chronic infection phase
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Figure 4 : Evolution des marqueurs virologique au cours de I’infection par le VIH

Cinétique d’apparition des marqueurs virologiques et stades de I'infection a VIH-1 définis par
une série de tests de laboratoire qui mesurent I'apparition des anticorps spécifiques du VIH-1,

I’ARN viral et les antigénes viraux. Figure de Fiebig et al, AIDS, 2003.

e. Traitements

L’azidothymidine (AZT), développé dans les années 1960 en tant qu’agent anticancéreux, fut
le premier traitement antiretroviral utilisé. En effet, suite a la découverte de son activité
inhibitrice de la transcriptase inverse du VIH in vitro [14], un essai randomisé avec placebo
fut conduit et démontra que I’AZT pouvait prolonger 1’espérance de vie des patients [15]. Elle
fut alors approuvée en 1987 par la FDA pour étre utilisée contre le VIH. Grace a la
connaissance de I’histoire naturelle du virus, d’autres molécules ont été développées qui
agissent a différente étape du cycle viral. L’inhibiteur du récepteur CCRS, antagoniste sélectif
du récepteur CCRS, agit en amont de 1’é¢tape de fusion du virus avec la cellule hote en
bloquant la liaison de la gp120 avec le CCRS5. L’inhibiteur de fusion se fixe a la gp4l
empéchant ainsi I’entrée du virus dans la cellule. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse,

qu’ils soient nucléosidiques ou non, bloquent la rétrotranscription de ’ARN en ADNc double
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brin. Les inhibiteurs de 1’intégrase agissent sur 1’intégrase, qui est une enzyme responsable de
I’intégration du génome du VIH dans le génome de la cellule hote. Enfin, la dernicre classe de
médicaments antirétroviraux est celle des inhibiteurs de protéase qui agissent en phase tardive

et permet la libération de particules virales immatures et non infectieuses.
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Figure 5 : Cycle de réplication du VIH avec sites d’action des différents antirétroviraux

[llustration adaptée de « les interactions complexes entre le virus de 1I’immunodéficience
humaine et les macrophages » (A. Bergamaschi, A. David, G. Pancino. Virologie, volume 15,
issue 2. 2011).

Depuis 1996, le traitement du VIH s’est orienté vers la trithérapie, combinaison de plusieurs
molécules antirétrovirales. Les trithérapies recommandées associent deux inhibiteurs
nucléosidiques de la transcriptase inverse et une autre molécule : un inhibiteur de protéase, un
inhibiteur de I’intégrase ou un inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse. Les

by

associations a utiliser préférentiellement en premiére trithérapie sont ténofovir
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disoproxil(TDF)-emtricitabine, ténofovir alafénamide (TAF)-emtricitabine, et abacavir-
lamivudine. Cette association permet de rendre indétectable le virus et d’augmenter le taux de
lymphocytes T CD4+. Les inhibiteurs de 1’intégrase sont devenus une classe incontournable
dans I’arsenal thérapeutique du fait de leur mécanisme d’action unique et de leur action
virologique rapide. En effet la charge virale plasmatique est indétectable apres 6 a 10
semaines de traitement. De plus, ils ont une excellente tolérance clinique et biologique. En
particulier, le Dolutégravir permet une administration en une prise par jour sans contraintes

alimentaires et une meilleure génétique contre la résistance du VIH.

Le traitement antirétroviral (ARV) diminue le risque de morbidité sévére et réduit egalement
le risque de transmission a un tiers. En France, depuis 2013, il est recommandé¢ d’instaurer le

traitement antirétroviral quel que soit le stade de 1’infection au moment du diagnostic.

2) Réservoirs viraux

Malgré les avancées tres importantes au cours des vingt dernieres années, les traitements
antirétroviraux ne permettent pas d’éradiquer le VIH de 1’organisme bien qu’ils réduisent la
mortalité et les morbidités associées au VIH. Ces traitements permettent d’interrompre le
cycle viral en empéchant I’infection de nouvelles cellules. Cependant, I’infection reste
toujours présente dans 1’organisme du fait que les antirétroviraux n’atteignent pas les cellules
infectées latentes au repos, qui constituent les réservoirs VIH. En effet, le VIH établit des
réservoirs de cellules infectées dés les premiers temps de la primo-infection, qui persistent

dans le temps malgré la suppression efficace de la réplication virale par la trithérapie.

En consequence, la réplication virale reprend rapidement apres une interruption du traitement
chez la plupart des patients séropositifs, leur imposant une prise en charge a vie avec des

médicaments.

a. Réservoir cellulaire

L’infection virale latente s’établit principalement dans les cellules T CD4+ quiescentes (a un
moindre degré dans les monocytes/macrophages) et ce avec une distribution hiérarchique du
virus dans les differentes populations lymphocytaires CD4+. En effet, les lymphocytes T CD4
centrales mémoires (TCM), particulierement abondantes dans les ganglions, les tissus
lymphoides et digestifs (iléum, duodénum, caecum, rectum) sont les plus infectées en phase

chronique de I’infection, ensuite les transitionnelles mémoires (TTM) et les effectrices
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mémoires (TEM) et enfin les cellules CD4 naives [16].Les TTM et les TEM contribuent le

plus au réservoir en primo infection [17].

Les cellules CD4 naives, d’une demi-vie de plusieurs années et dont les capacités de
prolifération sont les plus fortes peuvent aussi étre infectées.

La quasi-espéece virale a I’origine de I’infection durant la phase précoce utilise le récepteur de

chimiokines CCR5 (virus de tropisme R5) en plus de CD4 pour pénétrer dans les cellules.
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Figure 6 : Capacité proliférative et durée de vie des différentes populations de
lymphocytes CD4+

[llustration tirée de « Réservoirs et réponses immunitaires au cours de I’histoire naturelle de

I’infection 2 VIH-1Volume 17, numéro 3, Mai- Juin 2013.

La capacité proliférative de ces cellules et leur durée de vie jouent un réle important dans la
persistance virale. Les TCM permettent a la fois le maintien de la mémoire immunitaire au
long cours mais aussi participent a la persistance virale. De plus, 1’expression du CCRS5 qui
est plus importante sur les cellules effectrices explique leur niveau d’infection malgré leur

courte durée de vie.

Il a récemment eté constaté que les différences de susceptibilité au VIH-1 entre les sous-
ensembles naifs et les sous-ensembles plus différenciés étaient associées a l'activité
métabolique des cellules. En effet, les cellules T CD4+ infectées sélectivement par le VIH-1
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présentent une phosphorylation et une glycolyse oxydatives élevées, indépendamment de leur
phénotype d'activation [18]. Le virus va détourner 1’énergie et les produits fournis par la
cellule pour se multiplier. Les cellules TEM étant les plus sensibles, suivies des cellules TTM

et TCM, et les cellules naives étant fortement résistantes a 1’infection.

Le réservoir cellulaire du VIH est donc constitué de cellules hétérogenes ayant des proprietés
immunitaires et des durées de vie différentes et qui rentrent en jeu a différents stades de

I’infection par le VIH.

b. Principaux réservoirs anatomiques

- Le tractus gastro-intestinal, réservoir anatomigque majeur :

Quelque soit le mode d’acquisition, le tractus gastro-intestinal est le site majeur de I’infection
[19]. La proportion des cellules lymphocytaires et des cellules infectées tout le long du tube
digestif (duodénum, iléum, colon et rectum) y est la plus forte [20] (plus de 50% des cellules
du tube digestif expriment le CCR5). La majorité des lymphocytes intestinaux sont de type
effecteur ou effecteur mémoire activé et dans une moindre proportion cellules T CD4 naives
[21]. Les cellules infectées sont principalement des cellules mémoires. Comparé au sang, le
niveau d’infection (proportion des cellules T CD4+ infectées) est beaucoup plus éleve dans le
tube digestif (10 fois supérieure). En effet, les tissus lymphoides associés au tube digestif
(GALT) représentent 80% du réservoir total [22]. Au cours de la primo infection, le virus
détruit de maniére importante la barriere de défense, le GALT, au sein duquel sont infectés
préférentiellement les lymphocytes Th17 (LTh17) sécrétant de 1’IL-17 et de I’IL-22. Les
LTh17 sont des LT CD4 + et jouent un role important dans 1’homéostasie intestinale et la
défense contre les agents microbiens [23]. Les LTh17 font le pont entre I'immunité innée et
I'immunité adaptative a la surface des muqueuses. Des études récentes sur les primates non
humains soulévent la possibilité qu’une réplication virale de faible niveau dans les GALT
persiste malgré l'efficacite du traitement ART, qui entraine la suppression de la virémie
plasmatique, et peut contribuer a la persistance des réservoirs viraux [24]. Le traitement ART
ne parvient pas a rétablir la fréquence et la fonctionnalité des LTh17 de la muqueuse ce qui

fait des LTh17 un site majeur de réplication virale et de persistance du reservoir viral.
- Noeeuds lymphatiques :

Les nceuds lymphatiques sont des organes lymphoides secondaires, lieu de prolifération et de

maturation des cellules immunitaires. Les cellules dendritiques folliculaires (FDC), présentes
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dans les follicules secondaires, capturent grace a leur récepteur au complément, le CD21, les
complexes immuns formés des antigenes viraux recouverts de molécule du complément (C3d)
et les présentent aux lymphocytes B (LB). Ces derniers sont eux aussi capables de fixer les
antigenes viraux grace a leur CD21. Les lymphocytes T folliculaires helper (Tfh), sous
population de LT CD4+, interagissent avec les LB dans les follicules des organes lymphoides
secondaires et permettent la différenciation et la maturation des LB et la production d’Ac
hautement neutralisants. Des contacts répétés entre le LB et le Tfh sont nécessaires pour
permettre une maturation des Ac grace a ’hypermutation somatique et la commutation de
classe isotypique en association avec les FDC. Lors de I’infection par le VIH, les Tfh sont les
cibles privilégiés de I’infection dans les ganglions et constituent un compartiment majeur pour
la réplication et la production de particules virales [25]. Ils représentent également un
réservoir cellulaire latent. En effet, ces cellules expriment un facteur de transcription, BCL6,
qui se fixe sur les LTR et réprime la transcription virale [26]. De plus, une fois les Tfh
infectés, ils ne peuvent pas étre éliminés par les LT CD8 cytotoxiques car ces derniers ne
possedent pas les récepteurs aux chimiokines nécessaires a leur migration dans la zone B.
Bien qu’elles ne soient pas productrices de nouvelles particules virales, les FDC participent a
la persistance des réservoirs viraux dans les ganglions en capturant les complexes immuns
(Ag-complément) et en les gardant pendant plusieurs années. Enfin, le traitement ART ne
permet pas de supprimer la réplication virale dans les ganglions, faisant des nceuds
lymphatiques un véritable sanctuaire pharmacologique, comme 1’a montré une étude chez le

macaque cynomolgus infecté par le SIV et recevant un traitement ART [27].
- Le systeme nerveux central (SNC), difficile a atteindre par les ARV :

Au niveau du SNC, le virus est a tropisme macrophagique. Il infecte les cellules microgliales
et les macrophages capables de produire des virus ayant une longue durée de vie. Une analyse
phylogénétique a montré la compartimentalisation de 1’infection avec dans les macrophages et
les astrocytes du SNC des clones différents de ceux circulants [28]. De plus, le SNC est un
véritable sanctuaire du fait de la barriere hémato-encéphalique qui empéche certaines
molécules antirétrovirales d’accéder au SNC ce qui participe a la persistance virale. Les virus

produits sont ainsi protégés de 1’action des traitements antirétroviraux.

- Le compartiment génital, siege d’une réplication systématique :
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La présence de cellules infectées productives participe au maintien d’une réplication virale
constante, a 1’origine de la transmission sexuelle de I’infection qui est la voie de

contamination la plus fréquente.

Des études phylogénétiques montrent que les virus dans le sperme ont une double origine :
certains sont produits par les organes séminaux et d’autres proviennent de virus plasmatiques
circulants [29]. Ceci traduit une compartimentalisation du virus dans le compartiment génital.
Ce phénomene est augmenté avec I'utilisation des antiprotéases qui diffusent mal dans le
compartiment génital, ce qui explique I’importance de ces réservoirs viraux qui sont a prendre

en compte dans le choix des antirétroviraux.

Afin de mieux documenter les données des réservoirs viraux chez ’homme, les études chez le
primate non humain ont permis grace au PET scan de mettre en évidence la localisation du
virus dans le corps entier. Le virus se retrouve dans les voies gastro-intestinales et

respiratoires, les tissus lymphoides et les organes reproducteurs (Figure 7) [24].

a Viremic 1 with modified 7D3
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Genital tract

Figure 7 : Résultats d’un PET scan d’un macaque infecté par le SIV

Vues frontale, sagittale et axiale d’un singe virémique par immunoPET (tomographie par
émission de positrons ciblée par anticorps) aprés administration d'un clone 7D3 d’un anticorps
monoclonal spécifique de la protéine d’enveloppe Gpl20 du SIV modifié au polyéthyléne
glycol et marqué au Cu. Signaux détectables dans les voies gastro-intestinales et respiratoires,

les tissus lymphoides et les organes reproducteurs, d’aprés Santangelo et al. 2015
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¢. Quantification du réservoir

La mesure de I’ADN VIH total dans les cellules périphériques du sang par la technique de
PCR en temps réel est un bon reflet du réservoir total. Cette technique, sensible, spécifique et
reproductible, permet de mesurer toutes les formes d’ADN VIH, intégrées ou non [30]. Ce

marqueur est tres predictif du risque de progression vers le sida et le déces [31].

Latent infection Productive infection
L p gl 1
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External HIV RNA Yat
Y

HIV DNA*

2-LTR circles

Integrated DNA
Infectious units (IUPM)

Cell associated RNA
US BRNA and MS RNA

Figure 8 : Représentation du cycle viral dans les cellules infectées latentes (droite) et
dans les cellules productives (gauche) ainsi que les tests de quantification

L'ADN du VIH est en bleu et 'ARN du VIH est en noir. L'ADN du VIH comprend I'ADN

non intégré et intégré ainsi que les cercles 2-LTR, d’aprés Lewin et Rouzioux 201 1.

L'ADN VIH comprend les formes non intégrées linéaires (ADN viral double brin non
intégré), non intégrées épisomales (ADN double brin circulaire avec 1 ou 2 LTR) et le
provirus (ADN viral double brin linéaire intégré) (Figure 8). Les formes épisomales, sous
produits du processus d’intégration, sont uniquement présentes dans les cellules productrices.
Chez les patients traités, la majorité des cellules infectées sont latentes et la majorité de
I’ADN VIH est sous forme intégré [32], les formes non intégrées n’étant pas décelables.

3) Choix du moment optimal pour initier le traitement antirétroviral

Malgré I’apparition de nouveaux traitements ARV permettant de réduire la charge virale du
VIH, d’optimiser la restauration immunitaire T CD4+, de réduire la morbidité et la mortalité
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associees aux infections opportunistes et aux affections classant SIDA, ceux-ci sont inactifs

sur les réservoirs viraux lesquels représentent un véritable obstacle dans 1’éradication virale.

Dans une étude menée chez 20 macaques infectés par le SIVmac251, plusieurs temps
d’initiation de traitement ont été comparés afin d’identifier le meilleur moment qui permettrait
a la fois de limiter I’établissement des réservoirs viraux et en méme temps de permettre a la

réponse immunitaire de se constituer.
=>» Impact du traitement sur les réservoirs viraux :

Il a été observé qu’un traitement initié a J3 post-infection a bloqué I'émergence de I'ARN viral
(Figure 9) et de I'ADN proviral dans le sang périphérique et a également réduit
considérablement les niveaux d'’ADN proviral dans les ganglions lymphatiques et la
mugqueuse gastro-intestinale par rapport au traitement a des moments ultérieurs (J3, J7, J10 et
J14) (Figure 10) [33].
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Figure 9 : Cinetique de la décroissance virale apreés traitement antiretroviral

Log ARN viral plasmatique (copies/ml) chez les singes rhésus infectés par SIVmac251 et
apres l'initiation de la thérapie antirétrovirale aux jours 3, 7, 10 et 14 de I'infection (a) ou sans
ART (b), d’apres Whitney and al, 2014.
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Figure 10 : ADN proviral durant le traitement antirétroviral

Log ADN proviral dans les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC), les cellules
mononucléées des ganglions lymphatiques (LNMC) et les cellules mononucléées de la
muqueuse gastro-intestinale (GMMC) chez les singes qui ont commencé le traitement
antirétroviral aux jours 3 (a), 7 (b), 10 (c), et 14 (d) de I'infection ou sans ART (e), d apres
Whitney and al, 2014.

Un traitement commencé tot (J3 post-infection) limite donc 1’établissement des réservoirs
viraux. Mais malgré de trés faibles réservoirs, la réplication virale peut facilement reprendre

apres l'interruption du traitement (Figure 11).
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Figure 11 : Cinétique virale aprés arrét du traitement antirétroviral

Log ARN viral plasmatique (copies/ml) chez les animaux apres l'arrét du traitement
antirétroviral a la semaine 24 chez les singes qui ont commencé le traitement antirétroviral

aux jours 3, 7, 10 et 14 de l'infection, d’apres Whitney and al, 2014.

Aprés l'arrét du traitement antirétroviral a 24 semaines de traitement le rebond virologique
s’est produit chez tous les animaux, bien que ceux traités au jour 3 aient présenté un rebond

viral retardé comparativement aux animaux traités aux jours 7, 10 et 14.
=>» Impact du traitement sur la réponse immunitaire :

Le moment de I’initiation du traitement impacte également 1’établissement des réponses

immunitaires.
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Figure 12 : Réponses immunes spécifiques anti SIV (A : cellulaire et B : humorale)

Réponses ELISPOT IFN-y spécifiques d'Env, Pol et Gag aux semaines 0, 4, 10 et 20 chez les
singes infectés par le SIV qui ont commencé le traitement ARV aux jours 3 et 10 de
I'infection (a) et titres d'anticorps ELISA spécifiques d'Env aux semaines 0, 4, 10 et 24 (b),
d’apres Whitney and al, 2014.

Les réponses immunes cellulaires sont faibles lors de I’initiation d’un traitement antirétroviral
a J3 post-infection (mesurée par la quantification d’IFN-y par ELISPOT). Lors de I’initiation
d’un traitement antirétroviral a J3 post-infection, peu d’anticorps anti-env spécifiques, témoin
d’une réponse humorale, sont produits contrairement a J10 (b). Si le traitement antirétroviral
est débuté a J3, les réponses spécifiques ne peuvent pas se mettre en place a la différence d’un

traitement commencé a J10.

C’est ici que réside 1’une des problématiques de 1’éradication virale lors de I’infection par le
VIH a savoir comment une mise sous traitement précoce influe sur 1’équilibre entre la réponse
immunitaire et les réservoirs viraux. C’est 1’objectif du projet p-VISCONTI qui sera décrit

plus tard.
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II. CAS DE CONTROLE VIROLOGIQUE, VERS UNE REMISSION ?

L’étude des réservoirs a conduit a I’identification de patients présentant une rémission, avec

un contrdle de I’infection plusieurs années apres 1’arrét des traitements.

1) Progresseurs lents ou asymptomatiques a long terme

Identifiés dans les années1990, ces patients désignés comme asymptomatiques a long terme
(ALT), définis sur la base d’un critére immunologique, ont comme caracteristique de
maintenir un taux de LT CD4+ élevé (supeérieur a 500 CD4/mm3) pendant plusieurs années
sans traitement antirétroviral et sans signes cliniques du SIDA [34]. lls représentent 2 a 15%
des patients infectés par le VIH. Il a pu étre montré que la réplication virale chez ces patients
est spontanément faible et partiellement contr6lée ce qui les rapproche de la classe des

patients VIH contréleurs [34].

2) VIH controéleurs
Les « VIH contréleurs » (HIC), définis sur un critére virologique, sont des patients infectés
par le VIH depuis plus de 5 ans et dont la virémie est basse ou indétectable (5 dernieres
charges virales consécutives en ARN inférieures a 400 copies/ml) en 1’absence de traitement
antirétroviral. lls représentent moins de 1% de tous les patients infectés par le VIH [35]. Ces

patients sont trés peu symptomatiques en primo-infection.

Trois principales hypothéses ont été émises pour expliquer ce contréle de la réplication
virale : (1) le virus se répliquerait mal, (2) il existerait une prédisposition génétique chez ces
patients et (3) le systeme immunitaire de ces patients pourrait bloquer la réplication virale de

maniére efficace.
- (1) unvirus atténue :

Une étude a montré que les patients HIC étaient infectés par des virus compétents pour la
réplication [36]. Il n’existe pas de mutations dans les génes du VIH qui conduisent a des virus
deéfectifs. La population virale peut se répliquer en culture. Par ailleurs, la taille du réservoir
chez ces patients (niveau d’ADN VIH) est la plus faible [35].

- (2) il existerait une prédisposition génétique chez ces patients :
En effet, il existe une surreprésentation de certains haplotypes protecteurs du systéme HLA

(Human Leucocyte Antigenes) de classe I, notamment HLA*B27 ou B*57 chez des HIC [37].
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Il a été mis en évidence une restriction de I’infection des lymphocytes CD4+ TCM et des

macrophages des HIC [38].

- (3) la qualité de la réponse immunitaire :

> Réponse des lymphocytes T CD8+ : les lymphocytes T CD8+ proliferent de facon
plus importante en présence du VIH. lls sont polyfonctionnels c'est-a-dire capables de
sécreter de I’interleukine 2 (IL2), du TNF alpha, de libérer des granules cytotoxiques,
des perforines et de tuer les lymphocytes T CD4+ infectés [39]. De plus, ils sont
préférentiellement dirigés contre la protéine virale Gag [40], protéine produite
précocement au cours du cycle viral et qui permet une réponse anti CD8 précoce.

> Réponse des lymphocytes T CD4+: les lymphocytes T CD4+ effecteurs sont
polyfonctionnels (sécrétent de I’IL2 et de I’IFN-y) et ont une avidité importante pour
les peptides de Gag [41]. Leurs récepteurs T sont capables de reconnaitre les peptides
présentés par différentes molécules du CMH. Ces lymphocytes CD4+ ont également
une activité cytotoxique [42].

> Les LB mémoires des HIC sont retrouvés sur le long terme et sont facilement
mobilisables [43]. Cela serait di & une meilleure fonction des Tfh qui seraient

également plus nombreux que chez les patients traités [44].

La moitié des HIC présente un trés haut niveau de contrdle de I'infection, avec une diminution
lente et progressive du réservoir sanguin du VIH et un tres faible niveau de réplication virale.
Les HIC étant un modeéle de rémission, ce sous-groupe avec un tres haut degré de controle
représente la population de patients la plus pertinente et informative a cet égard. Certains
facteurs sont associés a ce niveau unique de contr6le, a savoir de tres faibles taux de
réplication du VIH, des taux d'/ADN VIH total trés faibles et la présence d'alléles protecteurs
[45].

Deux patients ayant un profil trés particulier ont été récemment décrits [46]. Ces 2 patients,
infectés par le VIH, ne présentent ni symptome de la maladie, ni d’ARN VIH dans le plasma
et ni d’ADN VIH détecté dans les cellules par les tests diagnostics de routine [47]. En
évaluant les réponses immunitaires humorales et cellulaires au VIH chez les 2 patients, les
chercheurs identifient une réponse forte chez I'un et modérée chez l'autre, ce qui confirme
qu'une infection productive a bien eu lieu chez les 2 patients. En pratiquant de trés
nombreuses PCR nichées ciblant 'ADN VIH dans les cellules mononucléées du sang

périphérique de ces deux patients, les chercheurs ont pu obtenir des séquences d'/ADN du VIH
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intégrées dans leur génome. lls ont par ailleurs observé dans ces séquences VIH un taux élevé
de mutation G vers A et de remplacement de codons tryptophane par des codons stop. Ceci est
la signature des enzymes cellulaires APOBEC3, qui peuvent inactiver les genes du VIH et
donc empécher le virus de se multiplier. Une protéine VIH, Vif, peut neutraliser les enzymes
APOBEC3 en conduisant a leur dégradation. Pour ces deux patients, une hypothese est que
I'action des APOBEC3 ait pu étre amplifiée et tres efficace dés la phase précoce de

I’infection. Ces observations pourraient représenter une nouvelle voie thérapeutique.

Les HIC représentent donc un grand espoir dans la lutte contre le VIH. Ces éléments ont été
retrouvés de facon non systématique et cette évolution particuliére semble multi-factorielle.
Les raisons du contrdle spontané de la réplication VIH restent ainsi actuellement largement

non caractérisées.

3) Controleurs post traitement (PTC)

Les résultats de I'étude ANRS VISCONTI (Viro-Immunological Sustained CONtrol after
Treatment Interruption) publiés récemment ont fourni la preuve qu'un état de rémission
durable du VIH peut étre induit chez au moins certains patients infectés par le VIH [48] : les
contrbleurs post-traitement (PTC). Vingt PTC, qui ont contrdlé la virémie pendant une
période médiane de 10 ans apres l'interruption du traitement, sont actuellement inclus dans
I'étude VISCONTI. Tous ces PTC ont en commun linitiation précoce d'un traitement
antirétroviral (dans 10 semaines suivant l'infection), qui a été maintenu pendant plusieurs
années avant l'interruption. Entre 5 et 15% des patients ayant bénéfici¢é d’un traitement
précoce seraient ainsi capables de contrbler leur virémie a long terme, a 1’issue d’une
interruption thérapeutique programmée. A ce jour, le délai médian de rémission est de 9,3 ans,

avec la plus longue période de contréle supérieure a 12 ans.

La charge virale et le taux de CD4+ restent stables aprés I’arrét du traitement. A la différence
des HIC, les PTC ne présentent pas d’all¢les protecteurs mais au contraire sont nombreux a
présenter des alleles qui ont été associés a la progression de la maladie (HLA-B35 ou B07)
[37].

Ces sujets ont également des réponses T CD8 plus faibles avec un niveau d’expression
d’activation CD38 diminué. Les PTC ont un réservoir viral bas distribué dans I’ensemble des

cellules T CD4+ mémoires [48]. De plus, il a été observe une surexpression du récepteur KIR
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a la surface des cellules NK, entrainant une élimination des cellules infectées par les NK et

donc une progression plus lente de I’infection.

Une des hypotheses est que l'initiation précoce du traitement a permis de réduire
considérablement les réservoirs de VIH, de limiter également la diversité du virus et de
protéger les réponses immunitaires innées et adaptatives contre I'épuisement et les effets

déléteres de I'inflammation exacerbée.

Les HIC et les PTC ont en commun un trés faible niveau de réservoir ce qui représente une

nouvelle piste de stratégies thérapeutiques visant a éradiquer les réservoirs viraux.

4) Patient de Berlin

Atteint d’une leucémie myéloide a la suite de son infection par le VIH, ce patient a recu une
greffe de moelle osseuse HLA compatible [49]. Le donneur était porteur de la mutation
protectrice delta 32 du corécepteur CCR5 a I’état homozygote. Le patient a changé
progressivement de génotype et au bout de 2 mois il n’exprimait plus le corécepteur CCRS.
20 mois apres la greffe de moelle osseuse et sans traitement antirétroviral, la charge virale

était indétectable.

5) Bébé du Mississippi

Née d’une mére séropositive, cet enfant a regu un traitement antirétroviral dans les trente
heures suivant sa naissance pendant 18 mois [50]. Il a obtenu un excellent contrdle de son
infection sous traitement et a arrété son traitement pendant 5 mois. 23 mois aprés
I’interruption du traitement, la charge virale et I’ADN étaient indétectables et les anticorps
dirigés contre les particules du VIH avaient disparu [50]. Cependant a 1’age de 4 ans ont été
détectés des microtraces de virus dans les cellules et des Ac anti VIH. Le traitement trés
précoce avait donc empéché la réplication du virus et limite I’établissement des réservoirs

viraux.

6) Enfants non progresseurs séropositifs pour le VIH

Un nouveau type de protection contre le VIH est décrit dans une cohorte pédiatrique ou 170
enfants séropositifs pour le VIH sud-africains ne présentent aucun signe de la maladie sans
traitement [51]. Leur taux de CD4+ est normal. lIs représentent 5 a 10 % des enfants infectés
par le VIH. lls expriment deux caractéristiques immunologiques de I'infection par le SIV non

pathogene chez les hétes naturels du SIV, les mangabeys : une faible activation immunitaire
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malgré une virémie élevée et une expression réduite du CCR5 des lymphocytes TCM a

longue durée de vie entrainant une faible infection.

7) Autre cas

Une jeune francaise née séropositive au VIH a interrompu son traitement antirétroviral
commencé des sa naissance a 1’age de 6 ans. Douze ans plus tard, le virus est indétectable
dans le sang [52]. Cependant de ’ADN VIH a été trouvé dans ses cellules immunitaires. Elle
est le premier enfant infecté par le VIH a interrompre son traitement et a rester en rémission
pendant cette période de temps. A ce jour, aucune donnée n’a été répertoriée expliquant ce

controle.

Au vu des données présentées sur 1’établissement des réservoirs viraux et les cas de rémission
observés chez certains patients un état de rémission semble possible. Une réponse
immunitaire particuliérement efficace est observée chez certains patients suggérant leur
importance dans le controle de I’infection. Cependant chez la majorité des patients infectés
par le VIH y compris les individus bénéficiant d’un traitement antirétroviral efficace, une
inflammation généralisée persiste en raison de la persistance d’une réplication a bas bruit
responsable de I’entretien et du remplissage permanent du réservoir viral. Cette inflammation
favorise un vieillissement accéléré, la survenue de maladies cardiovasculaires et entraine une

activation immunitaire permanente.

III. CONTEXTE INFLAMMATOIRE AU COURS DE L'INFECTION VIH
L’infection par le VIH se caractérise par une hyperactivation du systtme immunitaire et par
une inflammation chronique. Cet état d’hyperactivation/inflammation résulte de plusieurs

phénomenes décrit ci-dessous.

1) Inflammation au cours de I'infection par le VIH : causes et conséquences
Les multiples causes de I’activation du systéme immunitaire et de 1’inflammation ainsi que

leurs conséquences au cours de I’infection par le VIH sont représentées dans la Figure 13.
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INFECTION PAR LE VIH ET REPLICATION

ACTIVATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE GENERALISEE
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Figure 13 :Modele de pathogénése du VIH

Représentation des causes (en jaune) et conséquences (en rouge) de I’activation immunitaire

et de ’inflammation au cours du VIH, adapté d’apres Appay and Sauce, 2008

Un des premiers ¢événements lors de I’infection par le VIH est la déplétion massive des
lymphocytes TCD4+ en particulier dans les tissus lymphoides muqueux malgré I’activation
des réponses immunes anti VIH. La perte massive des LTh17, lymphocytes T CD4+ pro-
inflammatoires, situés aux sites muqueux de transmission du VIH et notamment au niveau du
GALT et responsables de I’intégrité des jonctions serrées de 1’épithélium, de la libération de
peptides microbicides et du recrutement des neutrophiles, entraine un déséquilibre de la
balance Th17/lymphocytes T régulateurs (Treg), un sous-ensemble de lymphocytes T CD4+
anti-inflammatoires capables de bloquer I'activité des autres CD4+. Cela a des conséquences
immédiates sur I’intégrité des surfaces des muqueuses (rupture des jonctions serrées, perte des
cellules épithéliales intestinales) et s’ensuit une translocation microbienne. En effet, I’'une des
premicres causes de I’inflammation chronique est le role de la translocation microbienne

favorisée par I’altération des barriéres intestinales. Les produits microbiens qui traversent la
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muqueuse intestinale comprennent entre autre le lipopolysaccharide (LPS), la flagelline,
I’ADN CpG non méthylé. Cette translocation de produits microbiens entraine une activation
systémique des lymphocytes et des monocytes. Par exemple, le LPS, marqueur le plus utilisé
pour évaluer la translocation bactérienne, est connu pour activer les monocytes par
I’intermédiaire du Toll Like Receptors (TLR) 4 conduisant a I’entretien de I’inflammation et
de I’activation chronique du systéme immunitaire [53]. En conséquence, les niveaux de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-o, IL6...) augmentent considérablement. De plus,

I'activation immunitaire favorise la réplication du VIH, établissant ainsi un cercle vicieux.

La perte importante des lymphocytes TCD4+ peut entrainer une réactivation des agents
pathogenes latents comme le cytomégalovirus (CMV) et la survenue d’infections

opportunistes.

Enfin, les protéines du VIH et notamment la gp120 peuvent induire directement I'activation
du systéme immunitaire & travers la reconnaissance de motifs spécifiques du VIH par les
Pattern Recognition Receptors (PRRs) et plus particulierement les TLR présents a la surface
des cellules présentatrices d’antigéne. Cette reconnaissance conduit & la production de

cytokines proinflammatoires et induit donc un état inflammatoire chronique.

L'activation immunitaire provoque un renouvellement cellulaire considérable et une
sénescence et une apoptose accrues, qui representent une tache énorme pour le systéme
immunitaire en termes de renouvellement cellulaire afin de maintenir I'homéostasie. Cela a
pour conséquences un déclin progressif des capacités régénératives, le développement de

I'immunosénescence et une perte de I’'immunité anti VIH.

L’activation chronique du systéme immunitaire a pour conséquences possibles athérosclérose,

ostéoporose, risque accru de cancer [54].

2) Altération des réponses immunes anti-VIH

Cette inflammation chronique conduit a I’altération des réponses immunitaires immunes et

adaptatives.

a. Polynucléaires neutrophiles

Les neutrophiles font partie de la réponse immunitaire innée. lls sont impliqués dans la
défense non spécifique anti-bactérienne et anti-fongique par la mise en ceuvre d’une

phagocytose dépendante des mécanismes d’oxydation et par la production d’especes réactives
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de I’oxygene [55]. Le VIH n’infecte pas les neutrophiles mais entraine un dysfonctionnement
de leur phagocytose et un exces d’apoptose [56]. L’environnement inflammatoire observé lors
de I’infection par le VIH, produisant des cytokines proinflammatoires comme IL-8, IL-18 et
du TNF-a, active les neutrophiles. Les neutrophiles de patients infectés expriment plus de
CDI11b et produisent plus d’espéces réactives de 1’oxygéne, témoins d’une hyper activation

[57].

b. Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules présentatrices d’antigénes qui jouent un role
crucial dans les fonctions de reconnaissance de I’immunité innée et dans 1’organisation de la
réponse adaptative par notamment I’activation des lymphocytes T spécifiques du virus. Elles
sont divisées en 2 groupes : les DC myéloides (mDC) et les DC plasmocytoides (pDC). Apres
détection et capture du virus dans les tissus périphériques, ces cellules migrent vers les nceuds
lymphatiques et présentent les antigénes viraux gréace a leurs molécules du Complexe Majeur
d’Histocompatibilit¢ (CMH) aux lymphocytes T qui seront alors actives. Elles initient ainsi la

réponse immune adaptative.

Lors de la primo infection par le VIH, les fréquences des DCs circulantes sont fortement
diminuées [58]. Cette diminution est due a un phénoméne d’apoptose accru induit par

I’inflammation et a un recrutement des DC au niveau des organes lymphoides secondaires.

Les mDC reconnaissent le VIH grace aux lectines de type C, notamment DC-SIGN et
produisent de l'interleukine-12 (IL-12) apres activation. Les pDC reconnaissent
spécifiqguement les pathogénes contenants de I’ARN monocaténaire par TLR7 et des motifs
d’ADN CpG non méthylés via TLR9 [59]. Au cours de I’infection par le VIH, les pDC
produisent de grandes quantit¢ d’IFN de type I et d’autres cytokines proinflammatoiresen
réponse au VIH, ce qui permet de contenir la propagation du virus [60]. En phase chronique,
les taux de pDC sont inversement corrélés a la charge virale plasmatique [61], et I'épuisement
des pDC est associé a la progression de l'infection a VIH et au développement d'infections

opportunistes.

Les mDC isolées chez des patients en phase aigué d’infection produisent plus de cytokines
proinflammatoires comme IL6, IL 12, ou encore du TNF [62]. L’IL12 produite par les mDC
permet la différenciation des cellules T naives en cellules Thl et de stimuler les activités

cytotoxiques des cellules NK et des lymphocytes T cytotoxiques.
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De plus, les DC participent a la lymphopénie CD4. En effet, les DC activées par le VIH
expriment le ligand proapoptotique TRAIL. Celui-ci va induire 1’apoptose des lymphocytes T
CD4+ car elles expriment le récepteur de mort du TRAIL, DR5 [63, p. 4].

¢. Monocytes/macrophages

80-90% des monocytes circulant sont des monocytes classiques et sont définis par
I’expression du CD14 (récepteur au LPS) et I’absence du CD16. Lors de ’infection par le
VIH, on constate une augmentation du nombre de monocytes intermédiaires (CD16+) et de
monocytes non classiques (CD16++) [64]. De plus, il a été montré qu’une petite population de
monocytes exprimait la molécule M-DC8 et était plus importante chez les patients infectés par
le VIH. Ces monocytes M-DC8 + produisent de fagon exagérée une cytokine inflammatoire,
le TNF-a. en réponse au LPS [65]. La translocation bactérienne, qui se traduit par une

augmentation du LPS, est un activateur clé des monocytes.

Les macrophages jouent un role dans 1’établissement des réservoirs viraux car ils sont
particuliérement résistants a I’effet cytotoxique du virus. De plus, les macrophages peuvent
accumuler de grandes quantités de virus ce qui leur permet d’une part d’échapper a

I’immunosurveillance et d’autre part participent a la dissémination du virus dans I’organisme.

d. Cellules « Natural Killer » (NK)

La population des cellules NK est divisée en 2 sous-types selon 1’expression des marqueurs
CD56 et CD16 : les cellules CD56°™" CD16", minoritaire dans le sang périphérique, ont une
faible activité cytotoxique mais produisent de grandes quantités de cytokines
proinflammatoires (IFN-y, TNF-o). Les cellules CD56%™CD16", population majoritaire, sont
responsables de la fonction cytotoxique [44]. Lors de I’infection par le VIH, il a été observé
une réduction de la proportion de CD3” CD56". Cette réduction est due a I’émergence d’une
troisiéme sous-population NK CD3" CD56™ CD16" qui est plus importante chez les personnes
présentant une réplication virale active. Cette population est depourvue de propriétés
cytotoxiques [66].

e. Lymphocytes T CD8+

Les lymphocytes T CD8 jouent un role majeur dans la défense antivirale. Les lymphocytes T
cytotoxiques détruisent les cellules présentant par le CMH I I’antigéne qui les ont activés via
la production de cytokines (TNF-a et IFN-y) et la sécrétion de molécules cytolytiques telles

que la perforine et la granzyme. Lors de la primo-infection du VIH, leur taux augmente et
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reste élevé jusqu’a un stade évolué puis diminue a la phase préterminale. La stimulation
chronique du systeme immunitaire entraine une hyper-activation des lymphocytes T CD8+
exprimant des marqueurs d’activation comme CD38, HLA-DR et I’antigéne nucléaire Ki67
[67]. La fonctionnalité de ces cellules, évaluée par leur capacité de dégranulation, par la
production de cytokines, est réduite chez les patients avec une forte activation. En effet, au
cours de I’infection par le VIH, les lymphocytes T CD8+ spécifiques présentent un défaut de
leurs capacités prolifératives, qui est mis en évidence par I’expression du marqueur CD57,

marqueur de sénescence [68].

L’infection par le VIH créé un état inflammatoire chronique avec une altération des réponses
immunes. Cependant les données immunologiques des patients en rémission montrent que si
les réponses immunes sont préservées, elles peuvent étre efficaces pour controler le virus
aussi bien dans le contexte des HIC que des PTCs bien que les mécanismes immunologiques
de contrdle sont différents. C’est pourquoi des stratégies visant a réduire 1’inflammation

permettant d’améliorer les réponses immunes ont été developpées.

3) Approches thérapeutiques visant a réduire l'inflammation et I'activation

immunitaire

Afin de réduire I’inflammation et I’activation immunitaire qui sont déléteres, plusieurs

stratégies ont été développées dont certaines sont exposées ci-dessous :

- Utiliser I'lL-21 pour favoriser le maintien et la fonctionnalité des cellules LTh17.
L'administration d'IL-21 chez les macaques rhésus traités par thérapie antirétrovirale a
amélioré la reconstitution des LTh17 et I'intégrité de la barriere mucosale et a diminué
I’activation des LT dans le sang et I’intestin. Il en résulte le maintien de l'intégrité de
la barriére et une réduction de la translocation microbienne et de I'inflammation
systémique [69]. De plus, l'association d'IL-21 et de probiotiques a limité la
translocation microbienne, a permis une expansion polyfonctionnelle des Th17 chez
des macaques infectés par le SIV et traites par ART [70]. Un effet bénéfique de I’IL-
21 sur les fonctions antivirales des lymphocytes T CD8+ a egalement été observé dans
I'infection aigué par le SIV [66]. Des essais cliniques chez I’homme sont nécessaires
pour explorer cette piste dans le cadre de la rémission au VIH.

- Agir sur les macrophages. En effet, ces cellules sont activées par les LPS déversés
dans la circulation sanguine aprés translocation. Plusieurs molécules qui modulent

I’expression du récepteur au LPS (TLR4) ou qui agissent sur la signalisation peuvent
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étre utilisées et notamment la chloroquine, les statines et la vitamine D3. Plusieurs
essais ont évalué la chloroquine et I’hydroxychloroquine, connues pour leur activité
anti-inflammatoire, au cours de I’infection par le VIH mais il a été observé aucun gain
en terme de remonter des lymphocytes CD4 ni de diminution de la suractivation
immunitaire [71]. Les statines en diminuant le taux de CRP ont une activité anti-
inflammatoire. Lors de 1’essai Saturn HIV, les statines ne semblaient pas diminuer la
suractivation immunitaire. L’essai Cesar Il vise a étudier la rosuvastatine qui réduirait
I’activation des lymphocytes T. Les premiers résultats de cette étude sont en attente de
publication.

- Utiliser le raltégravir (inhibiteur de I’intégrase) pour intensifier le traitement et
diminuer la réplication résiduelle : une baisse du marqueur D Dimere (marqueur de
I’activation des voies de la coagulation) a été observée [72].

- Utiliser des probiotiques pour réduire la translocation bactérienne et restaurer
I’immunité du tube digestif. Dans ’étude BITE, il a été observé chez les patients
utilisant des compléments alimentaires comprenant des probiotiques une baisse des
lymphocytes T CD4 moins importante que chez les sujets qui n’en prenaient pas [73].
Il a été observé le méme effet dans I’étude COPA [74]. Enfin, une étude récente a
montré qu'aprés un traitement prébiotique chez des patients infectés par le VIH-1, la
translocation microbienne et Il'inflammation ont diminué de maniere significative
(diminution de la production de IL-6) [74].

L'administration d'un supplément de probiotiques ou de molécules réduisant I’inflammation a
des personnes infectées par le VIH en combinaison avec un traitement antirétroviral pourrait
améliorer l'immunité du tractus gastro-intestinal et atténuer les conséquences de

I’inflammation chronique, ce qui ameliore le pronostic.

4) Cellules myéloides suppressives
Les cellules myeéloides suppressives, Myeloid derived suppressor cells (MDSC) sont des
cellules aux fonctions immunosuppressives. Des donnees de la littérature montrent que ces
cellules joueraient un rdle au cours de I’infection VIH et notamment elles entraineraient une
dysfonction des reponses immunes. Peu d’études s’intéressent a leur cinétique d’apparition au

cours de I’infection VIH c’est pourquoi 1’étude des MDSC semble nécessaire car celles-ci
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empéchent la mise en place d’une réponse innée et adaptative antivirale efficace et participent

¢galement a I’activation chronique du systéme immunitaire.

a. Découverte

Les cellules myéloides suppressives ont été décrites en 1987 chez la souris comme des
cellules de la moelle osseuse suppressives de la réponse lymphocytaire dans un modéle de
carcinomes pulmonaires [75]. Les cellules myéloides suppressives (myeloid-derived
suppressor cells, MDSC) sont une population hétérogene de progéniteurs myéloides dérivés
de la moelle osseuse et de cellules myéloides immatures (IMC) observée lors de certaines
situations pathologiques, d’abord identifiée dans le cancer et ensuite lors de maladie
inflammatoire, auto-immune, ou encore lors de I’infection au VIH [76]. Chez les individus
sains, les IMC se différencient en granulocytes matures, en macrophages ou en cellules
dendritiques (DC). En condition physiologique, le role des MDSC serait de limiter
I’immunopathologie induite par I’inflammation, permettant ainsi la résolution du processus
inflammatoire. Aujourd'hui, il est clairement admis que les MDSC sont I'un des principaux
régulateurs négatifs des réponses immunitaires dans de nombreuses pathologies. En effet, lors
de cancer ou d’infection chronique, ces cellules s’accumulent du fait d’une activation
pathologique des cellules myéloides en présence de signaux faibles mais persistants
d'activation. Ces cellules présentent une faible activité phagocytaire mais une augmentation
de la production d’espéces réactives de I’oxygene et de I’azote, participant a une suppression
des réponses immunitaires [77]. Les MDSC ont en commun leur origine myéloide, leur état

immature et leur capacité a supprimer les réponses des cellules T.

b. Phénotype

Chez la souris, les MDSC sont caractérisées par 1’expression du marqueur Grl et CD11b.
Chez I’homme, du fait de 1’absence du marqueur Grl, les MDSC sont de phénotype CD11b+,
CD33+ et HLA-DRLow/- et peuvent étre divisées en 2 groupes : les polynucléaires MDSC
(PMN-MDSC) qui dérivent des polynucléaires neutrophiles et les M-MDSC qui dérivent des
monocytes. Les PMN-MDSC sont CD14-, CD66+ et CD15+ tandis que les M-MDSC sont
CD14+ et CD15Low/-. Les M-MDSC sont des cellules a faible densité et les PMN-MDSC

sont également des cellules a faible densité, contrairement aux neutrophiles.
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Figure 14 : Modéle de différenciation et d’accumulation des MDSC

Dans des conditions pathologiques telles que le cancer, les populations de cellules myéloides
immatures se développent et sont converties en MDSC dans les régions périphériques. Avec
la progression tumorale, les MDSC s’accumulent. Les M-MDSC se différencient rapidement
en macrophages associés aux tumeurs (TAM) et en cellules dendritiques inflammatoires (Infl

DC) dans la tumeur, d’apreés Veglia et al. Nature Immunology, 2018.

c. Activité immunorégulatrice

Les MDSC modulent les réponses immunitaires par divers mécanismes (Figure 15).
e Effet immunosuppresseur sur les cellules de la réponse immunitaire :

La caractéristique des MDSC est leur capacité a supprimer les réponses des lymphocytes T,
des cellules NK et des CPA.

» Lymphocytes T CD 8: les MDSC suppriment la fonction des cellules T par
I'arginase 1 et I'oxyde nitrique synthase inductible, les espéces réactives de
I'oxygene (ROS) et le peroxynitrite. Chez I’homme, il est décrit que les PMN-
MDSC utilisent de préférence les ROS alors que les M-MDSC utilisent lI'oxyde
nitrique synthase inductible (iNOS) [76]. L’iNOS a pour substrat le L-arginine.
Les M-MDSC expriment des taux ¢levés d’iNOS et entrainent donc une
déplétion de L-arginine dans le microenvironnement extracellulaire. Cette
déplétion en L-arginine régule les fonctions des lymphocytes T par différents

mécanismes dont la diminution de 1’expression de la chaine { du CD3 [76].
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L'augmentation de la production de ROS est devenue l'une des principales
caractéristiques des MDSC chez les souris porteuses de tumeurs et les patients
atteints de cancer [78]. Le stress oxydatif induit par les ROS inhibe
I'expression de la chaine ( des cellules T et la prolifération cellulaire induite
par l'antigéne [79]. Le peroxynitrite, puissant oxydant produit lors de
I’inflammation, induit la nitration de certains acides aminés comme la tyrosine
du TCR et du CD8 dont la nitration peut entrainer la rigidité du TCR,
perturbant ainsi la liaison peptide/CMH des lymphocytes T CD8 [76]. Les
MDSC peuvent également supprimer l'activation des cellules T en
appauvrissant I'environnement de cystéine, acide aminé essentiel a I'activation
des cellules T.

Ainsi, les MDSC bloquent la production IFN-y par les lymphocytes T CD8.
Cellules NK : les MDSC suppriment la réponse des cellules NK soit par
I’action du TGF-B qu’elles produisent soit par la régulation négative du
récepteur activateur des cellules NK, le NKp30 [80].

CPA: en produisant de I'IL10, les MDSC induisent une baisse de la
production d’IL12 par les macrophages [81]. Ainsi les macrophages sont
moins efficaces dans la stimulation des activités cytotoxiques des lymphocytes
T et des cellules NK. Chez des patients atteints de mélanome, il a été décrit que
les MDSC réduisent la capture de I’antigéne par les DC ce qui bloque leur

maturation, leur migration et leur fonction sur les réponses immunes [82].

Inducteur de I’expansion des lymphocytes Treg :

Les MDSC favoriseraient I’expansion des lymphocytes Treg. En effet, dans un modele murin

de lymphome, il a été démontré que les MDSC induisent I'expansion des cellules Treg par un

mécanisme qui nécessite l'arginase et la présentation des antigenes par les MDSC [76]. Mais

d’autres travaux ne montrent pas de lien entre I’expansion des Treg et les MDSC [83], le taux

de Treg étant invariablement élevé et sans lien avec la cinétique de I’expansion des MDSC.

Bien que d’autres travaux semblent donc nécessaires pour résoudre ces divergences, il est

possible que les MDSC participent a la différenciation des cellules Treg par la production de

cytokines ou par des interactions cellules-cellules.
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Figure 15 : Mécanismes d’immunosuppression de la réponse immunitaire des MDSC

L'activation des lymphocytes T est supprimée par la production d'arginase et de ROS, la
nitration du TCR, la privation de cystéine et l'induction de Tregs. L'immunité innée est
affaiblie par la baisse de I'lL-12 produite par les macrophages, par l'augmentation de la
production d'IL-10 par les MDSC et par la suppression de la cytotoxicité des cellules NK,
d’apres S. Ostrand-Rosenberg et P. Sinha, 2009.

d. MDSC et VIH

Elles ont été étudiées lors de I’infection par le VIH durant la phase chronique et il a été décrit
que la fréquence des M-MDSC est inversement proportionnelle avec le taux de lymphocytes
T CD4+ et est corrélée avec la charge virale plasmatique. L'augmentation de la fréquence des
MDSC chez les personnes infectées par le VIH est donc associée a la progression de la
maladie [84]. Cette augmentation pourrait donc participer aux dysfonctionnements des

réponses antivirales.

Il a été décrit que le traitement par ART de personnes infectées par le VIH produit une

diminution significative des MDSC.
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e. MDSC et SIV

Chez le macaque infecté par le SIV, en situation chronique, il a été observé un enrichissement
des MDSC dans le sang qui serait due a une mobilisation continue des MDSC de la moelle
osseuse vers la périphérie et une diminution des MDSC dans la moelle osseuse qui pourrait
s’expliquer, sans avoir été démontré, par une faible reconstitution des MDSC a partir des
cellules souches hématopoiétiques [85]. L’augmentation du taux de MDSC dans le sang est

principalement due & la population des PMN-MDSC [86].

Ces cellules sont peu caractérisées dans 1’infection VIH et peu d’études sont menées chez le
PNH c’est la raison pour laquelle je me suis intéressée a caractériser ces cellules dans le cadre

de mon master dans le modéle d’infection STV.

B. ETUDE DE LA DYNAMIQUE DES CELLULES MYELOIDES
SUPPRESSIVES DANS DES COHORTES PRE-CLINIQUES

I.  PRESENTATION DU PROJET pVISCONTI

Au sein de I’infrastructure IDMIT, un projet collaboratif, le projet p-VISCONTI (p(rimate)-
VISCONTI), a été mis en place afin de mieux comprendre les mécanismes du contréle de
I’infection par le VIH chez les patients en rémission, d’identifier les marqueurs prédictifs a ce
contrdle et de développer de nouvelles stratégies susceptibles d’obtenir un tel contrdle chez

une majorité des patients infectés par le VIH.

L’objectif principal de ce projet est d’évaluer comment une mise sous traitement précoce
influe sur I’équilibre temporel entre la réponse immunitaire et les réservoirs viraux, qui est
nécessaire pour obtenir une rémission a long terme, et affecte le rebond viral au moment de

I'interruption du traitement.

Ce projet pourrait permettre de mieux caractériser les mécanismes impliqués dans le controle
de l'infection apres l'interruption du traitement et de déméler les biomarqueurs qui prédisent la
réponse apres l'interruption de la cART. Il est essentiel de mieux comprendre la dynamique de
I'établissement et de l'entretien des réservoirs cellulaires du VIH, l'interaction entre les
réponses immunitaires et les cellules infectées, et I'impact de la trithérapie précoce sur ces

parametres.
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Pour cela, une étude menée chez 66 macaques cynomolgus (CyM) est réalisée a IDMIT afin
de mieux caractériser les mécanismes conduisant au contrdle viral lors de l'interruption du

traitement (Figure 16).

SIVmac251
1000AIDsgi.v. ATI
[ ll' CART * n=12 > _I.
Group 1 1 n=6
1 week -l_
| 1 CART ! n-12 3> -|-
Group 2 'I n=6 _|_ L
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[ llr cART ! n=12 - _I_
Group 3 'I n=6 -
4 weeks -l-
’ﬂ 4 ! n=12 -
Group 4 N N e '| n=6 3 _|_ - -I-
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N
~
Group 5
CART regimen: PMPA (20mg/kg)+FTC (50mg/kg)+DTG (2,5mg/kg) CART duration = 24 months
Route of administration: subcutaneous Post-ATI follow-up = 6 months

Figure 16 : Description expérimentale du projet pVISCONTI

4 groupes de CyM infectés par le virus SIVmac251 (Simian Immunodeficiency Virus
macaque souche 251) et traités a différents moments aprés l'infection et un groupe contréle
sont comparés. Le premier groupe est traité une semaine apres 1’infection, le deuxiéme a 2
semaines post infection, le troisiéme un mois apres 1’infection et le quatrieme 24 semaines
apres I’infection. Le cinquiéme groupe est le groupe contréle et ne sera pas traité. Le
traitement comprend 2 inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse, I’emtricitabine et

le ténofovir et un inhibiteur de la protéase, le dolutegravir et dure 2 ans.

II. OBJECTIF DE L’ETUDE

Concernant les cellules MDSC, leur dynamique depuis la moelle osseuse vers le sang ainsi
que le moment de leur apparition au cours de I’infection par le VIH est encore mal compris.
Par ailleurs, la compréhension des signaux induisant la production et la mobilisation des
MDSC dans cette infection permettrait de mettre au point de nouvelles stratégies

thérapeutiques afin de cibler cette population suppressive.
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L’objectif de mon étude est de suivre la dynamique des MDSC depuis le site de production, la
moelle osseuse, vers le sang par cytométrie en flux, chez une cohorte de primates non
humains inclus dans le projet p-VISCONTI. Cette étude sera menée chez des animaux
infectés et chez des animaux infectés et traités par thérapie antirétrovirale pour évaluer
I’impact du traitement sur la dynamique des MDSC. Afin de controler la date de I’infection,
de réaliser des prélevements répétés et d’observer I’impact du traitement antirétroviral, nous
utilisons un modéle primate non-humain (PNH) pertinent dans 1’étude du VIH. Le macaque
cynomolgus infecté par le virus SIVmac251 est utilisé comme modeéle animal car il est
notamment possible de reproduire les voies d’exposition et les voies de contamination
naturelles de I’Homme. Ces primates ont en effet la possibilité d’étre infectés par voie
vaginale, rectale et sanguine tout comme I’humain. D’autre part, la transposition est facile car
il posséde les mémes intervenants cellulaires, cytokiniques et protéiques que I’Homme. Le
systéeme immunitaire des macaques est en tout point comparable a celui de I’Homme. Il existe
une réponse humorale et cellulaire dont la cinétique d’apparition aprés I’infection SIV est
parfaitement décrite. L’agent infectieux se réplique ainsi de fagon analogue chez I’humain et
le macaque. Ces derniers développent les mémes atteintes cliniques lors d’une infection et les
principales techniques de détection du virus chez I’Homme sont utilisables aprés adaptation
pour le macaque. Tous ces points font du macaque Cynomolgus un bon modele animal pour
I’étude de I’infection par le SIV. L’accés au suivi durant la primo-infection ainsi que la
possibilité de pouvoir réaliser des préléevements itératifs font des modeles de PNH infectés par
le virus SIV les meilleurs modeles animaux disponibles en recherche pré-clinique

translationnelle.
III. MATERIEL

1) Modele expérimental d’infection par le virus SIVmac251 et prélévements

Afin de réaliser ce projet, nous travaillons sur des échantillons sanguins et des échantillons de
moelle osseuse de macaques Cynomolgus provenant de 2 groupes de 6 animaux. Les
macaques ayant un haplotype H6 sont exclus car ils sont connus pour controler
I’infection[87]. Ces 2 groupes ont été infectés par voie intraveineuse d’une dose infecticuse
animale 50% de 1000 (1000AID50) par la souche SIVmac251. Le SIV est un virus
phylogénétiqguement proche du VIH et le SIVmac251 infecte spécifiguement le macaque
Cynomolgus. II reproduit le tableau clinique classique de I’infection en ciblant les mémes

cellules que le VIH chez I’humain. En effet, il reproduit la dynamique de déplétion des
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cellules T CD4+, la réplication virale observée chez les patients infectés par le VIH-1 et les
traitements antirétroviraux utilisés chez ’homme permettent de controler le virus [88]. Le
premier groupe de macaques est traité 28 jours aprés infection alors que le deuxieme groupe
est traité 168 jours apres infection. Le traitement comprend 2 inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse, 1’emtricitabine et le ténofovir, et un inhibiteur de I’intégrase, le

dolutégravir. Les animaux sont traités quotidiennement par voie sous-cutanée pendant 2 ans.

Les prélevements de sang ont été réalisés avec des tubes héparinate de lithium et ceux de
moelle osseuse avec des tubes de citrate de sodium. Les échantillons de sang et de moelle

osseuse ont été traités dans 1’heure suivant le prélévement.

Les analyses ont été prévues comme indiqué ci-dessous.
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Figure 17 : Calendrier des analyses

Suivi des analyses effectuées sur le sang et la moelle pour le groupe 1 et 2

L’objectif de cette étude est d’analyser les MDSC au cours de la primo-infection SIV, de la
phase chronique et d’observer I’impact de la date d’initiation du traitement antirétroviral.
Pendant la primo-infection SIV : pour le groupe 1, jai analysé par cytométrie en flux les
MDSC le jour 7 et le jour 27 (semaine 4) dans le sang et la moelle osseuse et pour le groupe
2, j'ai analysé les MDCS dans le sang et la moelle osseuse le jour 10. Jai également effectué
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une analyse sur le sang le 28e jour (semaine 4) pour le groupe 2. Pour étudier I'impact du
traitement sur le MDCS, je vais comparer différents points dans le temps entre les 2 groupes :
j’ai effectué des analyses sur les jours 56 et 76 post-infection correspondant a la semaine 4 et

a la semaine 7 post-traitement pour le groupe 1.

2) Anticorps utilisés pour la cytométrie en flux

Afin de réaliser les expériences de cytométrie en flux, j’ai utilisé un panel d’anticorps déja
mis au point (choix des anticorps, association avec le fluorochrome). Les anticorps utilisés

sont récapitulés dans le tableau 1 (Table 1).
IV. METHODES

1) Isolement des PBMC et des BMMC

Les fractions de cellules mononuclées du sang périphériques (PBMC pour Peripheral Blood
Mononuclear Cells) et de la moelle osseuse (BMMC pour Bone Marrow Mononuclear Cells)
sont isolées a partir de sang total et de la moelle osseuse provenant des animaux. La méthode
par gradient de densité (Ficoll) est utilisée car elle permet de séparer les cellules

mononucléées des granulocytes et érythrocytes.

avant aprées

, t
i Plasma
Sang { i :
b Cellules sanguines
| —_ mononuclées
) A b (monocytes et lymphocytes)
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—> Hématies et polynucléaires

Figure 18 : Schéma du principe de la séparation sur Ficoll

Apres centrifugation, les cellules mononuclées se rassemblent en un anneau opaque au dessus
du Ficoll.
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Anticorps | Clone Fluorochrome Fournisseur (':g?;g;i?;iques
CD11b ICRF44 V450 BD Lignée myéloide
CD45 D058-1283 | V500 BD Lignée hématopoiétique
CD3 SP34.2 BD Lymphocytes T
CD8a RPATS BV650 BD Lymphocytes T/NK
CD20 2H7 BD Lymphocytes B
CD14 M5E2 FITC BD Monocytes

CDw125 | Al4 PE BD Eosinophiles

CD10 HIi10a PerCP-Cy5.5 Biolegend Granulocytes matures
CD33 AC104,3E3 | PE-vio770 Miltenyi Lignée myéloide
HLA-DR | L234 AF700 Biolegend Activation

?A[?IZ?C,E) TET2 APC-Vio770 Miltenyi Granulocytes

Tableau 1 : Table des anticorps utilisés lors des expériences de cytométrie en flux

2) Protocole de marquage et cytométrie en flux

a. Principe de la cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique permettant d’étudier pour une suspension de
particules (notamment des cellules), les caractéristiques de chaque particule telles que des
caractéres morphologiques comme la taille et la granulosité, mais aussi les antigénes de
surface ou cytoplasmiques grace a I’utilisation de marqueurs fluorescents. Les cellules en
suspension (systeme fluidique) passent devant des lasers (systeme optique) en un flux de
cellules uniques grace a un centrage hydrodynamique et des détecteurs captent les signaux
émis : la lumiere diffractée mesurée en face du rayon laser permet d'évaluer la taille des
cellules (paramétre FSC), et la lumiére diffractée, mesurée a 90°de 1’axe du laser (paramétre
SSC) donne une mesure de la granularité de la cellule. L’utilisation de fluorochromes associés
a des anticorps permet de détecter, de maniere spécifique, la présence des molécules comme
les marqueurs du Cluster de Différenciation (CD). Ces signaux lumineux sont convertis par
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un systeme électronique (photomultiplicateurs) en signaux électroniques qui vont étre ensuite

analysés par un ordinateur.

b. Marquage extracellulaire et de viabilité

Les marquages sont réalisés a partir des anticorps présentés dans la Table 1 dilués dans une
solution de PBS contenant un marqueur de viabilité LIVE/DEAD BlueVid (ThermoFisher)
permettant de discriminer les cellules vivantes des cellules mortes. Afin d’éviter 1’adsorption
non spécifique des anticorps sur les cellules, les culots cellulaires frais contiennent 2 millions
de cellules qui sont resuspendues dans du milieu de culture avec 10% de sérum de macaque
avant marquage. Apres saturation des sites non spécifiques de liaison des anticorps, les
cellules sont marquées avec le mélange d’anticorps. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois
avant de les fixer dans 200 pL de CellFix 1X (BD Biosciences).

¢. Analyse FACS
Les données de nos marquages sont acquises a 1’aide d’un cytomeétre en flux Fortessa (BD
Biosciences) équipé de 5 lasers (355, 405, 488, 561, 640 nm) et les résultats sont analyses

gréce au logiciel FlowJo.
V. RESULTATS

1) Caractérisation des MDSC chez le macaque
La stratégie de fenétrage (« gating strategy ») pour 1’analyse des MDSC est présentée dans la
Figure 19. L analyse commence par 1’exclusion des doublets, signaux qui parasitent 1’analyse.
Les cellules vivantes sont sélectionnées grace au Live/Dead. Les leucocytes sont définis sur la

base de I’expression de CDA45.

Gréce a la taille (FSC) et a la granulosité (SSC), les cellules granuleuses et les cellules
myeéloides ont pu étre sélectionnées. Les lymphocytes ont été exclus avec les marqueurs CD3,
CD8a et CD20.

Les MDSC ont été définis par l'absence de HLADR, molécule du CMH de classe Il
permettant notamment la présentation antigenique par les cellules dendritiques. Les PMN-
MDSC sont des cellules suppressives d’origine granulocytaire caractérisées par 1’expression
du CD66abce et I’absence d’expression du CD14. Le CD14 forme le récepteur au LPS, le
TLR4, qui est le marqueur caractérisant les monocytes. Les PMN-MDSC ont été distingués
des M MDSC en utilisant le CD14 et le CD66 et qui nous permettra d’identifier les M-
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MDSC. Enfin, CD11b et CD33, marqueurs des cellules myéloides, ont été utilisés pour

sélectionner les populations de MDSC pures.

En utilisant le marqueur CD10, nous pouvons distinguer les populations de neutrophiles
matures et immatures dans le sang (Figure 19A). On peut observer qu’il y a 2 populations
matures et immatures au sein des PMN-MDSC sur la base du marqueur CD10 et que celles

qui sont CD10 faibles ont une expression moins forte de CDG66.

Dans la moelle osseuse, on ne distingue qu’une population de PMN-MDSC (Figure 19B): des

PMN-MDSC immatures car ils ont une faible expression des marqueurs CD66 et CD10.
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Figure 19 : Stratégie d’analyse des MDSC dans le sang (A) et dans la moelle osseuse (B)

2) Etude de la dynamique des MDSC au cours de la primo-infection, en phase

chronique et sous traitement antirétroviral

a. Caractérisation des MDSC avant l'infection

Les cellules granuleuses ne sont normalement pas présentes aprés un Ficoll dans le sang et la
moelle osseuse.

Or dans la moelle osseuse, nous avons observé beaucoup de cellules granuleuses qui
correspondent a des neutrophiles de faible densité (LDN), des neutrophiles immatures qui

sont CD10 faible (population entourée en rouge dans la Figure 20).
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Figure 20 : Cellules granuleuses observées dans la moelle osseuse

Cellules granuleuses entourées en rouge.

b. Caractérisation des MDSC en primo-infection

L’infection des animaux des 2 groupes expérimentaux a eu en méme temps. Les animaux du
groupe 1 sont rentrés en traitement 4 semaines apres 1’infection et j’ai pu suivre les 2 groupes
pendant les 2 mois qui ont suivi correspondant au J76 post-infection (soit semaine 7 post-
traitement pour le groupe 1 : Figure 17). Concernant la primo infection, j’ai analysé pour le
groupe 1 le J7 et le J27 post-infection. Pour le groupe 2, le J10 et J28 post infection. Les
résultats présentés dans la Figure 21 montrent la dynamique des MDSC au cours de la primo-
infection, jusqu’a 4 semaines suivant I’infection, dans le sang (Figure 21A) et la moelle

osseuse (Figure 21B) pour les 2 groupes expérimentaux.

Pour les analyses réalisées sur le sang avant I’infection (baseline) et a J27 (groupe 1/semaine
4) et J28 (groupe 2/semaine 4) post-infection, les données des 2 groupes ont été regroupees
(Figure 21A). Pour le groupe 2 a J10 post-infection, nous n’avons pas eu de PBMC pour
réaliser cette analyse. Sur la Figure 21A sont montrées les seules données du groupe 1 a J7

post-infection correspondant a la semaine 1.

Pour les analyses réalisées sur la moelle osseuse (Figure 21B), les données des 2 groupes ont
également été regroupées en baseline et a J7 (groupe 1/semaine 1) et J10 (groupe 2/semaine 1)

post-infection. A J27 post-infection, seul le groupe 1 a été analysé.

La séparation des cellules sanguines par Ficoll met en évidence la présence de faibles

pourcentages de M-MDSC et PMN-MDSC dans le sang. Dans la moelle osseuse, la fraction
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de faible densité contient plus de cellules granuleuses qui sont des précurseurs et des

neutrophiles immatures, comme confirmé par leur faible expression de CD10.

Dans le sang, lorsque nous avons comparé la fréquence des MDSC pour les 12 animaux entre

la baseline (avant I’infection) et 4 semaines aprés l’infection, nous avons observé une

augmentation significative des M-MDSC et une plus faible augmentation des PMN-MDSC

(Figure 21A, test statistique Wilcoxon).

Dans la moelle osseuse, lorsque nous avons comparé la frequence des MDSC pour les 12

animaux, nous avons pu noter que les M-MDSC ont augmenté de maniere significative entre

la baseline et la 4éme semaine aprés I’infection. Pour les PMN-MDSC, une trés faible

diminution a été observeée entre la baseline et la premiére semaine apres 1’infection (Figure

21B, test statistique Wilcoxon).
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Figure 21 : Fréquence des PMN-MDSC et des M-MDSC observés dans le sang (A) et la
moelle osseuse (B) avant I’infection et au cours des 4 semaines suivant P’infection
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c¢. Caractérisation des MDSC en phase chronique

La caractérisation des MDSC en phase chronique a été réalisée uniquement sur le groupe 2

jusqu’a 12 semaines post-infection, soit J83. Le groupe 1 ayant initié le traitement ART 28

jours apres I’infection.

Nous confirmons la diminution du taux de PMN-MDSC dans la moelle osseuse en phase

chronique (12 semaines post-infection), diminution observée a J28 (Figure 22, test statistique

Wilcoxon). Dans le sang, pas de différence significative a été observée pour les PMN-MDSC

entre J28 et J83. Pour les M-MDSC pas de différence significative a été observée que ce soit

dans le sang. En revanche une diminution significative a été observée dans la moelle osseuse.
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Figure 22 : Fréquence des PMN-MDSC et des M-MDSC observés dans le sang (A) et la
moelle osseuse (B) en phase chronique
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d. Impact du traitement sur les MDSC

Pour évaluer I’impact du traitement sur les différentes populations de MDSC, nous avons
comparé le groupe 1 traité et le groupe 2 en phase chronique soit 7 semaines post traitement
pour le groupe 1 et J83 post infection pour le groupe 2.

Le résultat le plus significatif montre que le pourcentage de PMN MDSC chez les animaux
traités est proche de la baseline et qu’en 1’absence de traitement il y a un épuisement des PMN

MDSC dans la moelle osseuse (Figure 23, test statistique Mann Whitney).
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Figure 23 : Impact du traitement sur les PMN MDSC dans la moelle osseuse

C. DISCUSSION ET PERSPECTIVES

I. Dynamique des cellules myéloides suppressives dans le modele

d’infection de primate non humain par le virus SIVmac251

Lors de I’é¢tude menée chez le primate non humain, 1’objectif était de caractériser la
dynamique des cellules MDSC au cours de I’infection par le virus SIVmac251 et d’évaluer

I’impact d’un traitement ARV sur cette dynamique.
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Nous obtenons des résultats assez similaires que ce qui est décrit. Ces résultats bien que
préliminaires ont permis de montrer que I’infection par le virus SIVmac251 induisait un
augmentation des MDSC en primo-infection (J28) dans le sang. En effet, nous avons observé
une augmentation des M-MDSC dans le sang et la moelle osseuse 4 semaines apres
I’infection (Figure 21). Une augmentation des PMN-MDSC est également retrouvée dans le
sang mais une diminution dans la moelle osseuse une semaine aprés 1’infection (Figure 21).
En phase chronique de I’infection, soit 12 semaines post-infection, la diminution des PMN

MDSC observée dans la moelle osseuse a J28 est confirmée a J83 (Figure 22).

Pour les données sur le sang a J83, nous n’avons pas observé une augmentation franche des

MDSC car nous sommes encore trop tot dans la phase chronique.

Des analyses a des temps plus tardifs en phase chronique de I’infection sont prévues sur le
groupe 2 afin de déterminer si une augmentation des MDSC est observée dans le sang plus

tardivement au cours de I’infection.

Les analyses réalisées sur le groupe 1 nous ont permis d’observer I’impact du traitement

antirétroviral qui a maintenu le taux de PMN MDSC proche de la valeur de base (Figure 23).

Il est important de noter ici que nous sommes en phase préliminaire des analyses. Certaines
modifications pourraient étre effectuées pour affiner ces résultats. La gating stratégie pourrait
ainsi étre améliorée. La capacité suppressive des MDSC pourrait étre évaluée en dosant par
exemple I’arginase et I’oxyde nitrique synthase inductible dans les surnageants de culture de

MDSC co-cultivées avec des lymphocytes T autologues.

A terme, I’ensemble des données collectés au cours de 1’étude seront mis en perspective €n
fonction des données concernant les marqueurs inflammatoires circulants (cytokines,
chimiokines, facteurs de coagulation), les données virologiques, ainsi que les données
relatives a I’activation des lymphocytes T et des neutrophiles circulants, ce qui permettra
d’avoir une vue d’ensemble du profil inflammatoire au cours de I’infection par le SIV et chez
des animaux traités a différents temps post-infection. La compréhension des signaux induisant
la production et la mobilisation des MDSC dans cette infection permettrait de mettre au point
de nouvelles stratégies thérapeutiques afin de cibler cette population suppressive. L’objectif
final sera d’observer le paysage inflammatoire au cours de I’infection par le SIV afin de

mieux comprendre les facteurs immunologiques a 1’origine de I’apparition des MDSC.
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II. Stratégies en développement pour I'éradication du VIH

La guérison ou 1’éradication semble difficile du fait des réservoirs viraux, difficilement
accessibles aux traitements et au systéme immunitaire, ce qui complique 1’éradication
compléte du virus et la guérison définitive en dehors de 1’exception du patient de Berlin. Le
traitement en primo-infection a permis d’atteindre une rémission chez certains patients. Un
état de rémission semble donc possible au vue des exemples exposés, bébé du Missisipi, PTC

mais il reste encore des éléments & comprendre.
Plusieurs stratégies sont a 1’étude :

Une des stratégies consiste a réactiver le virus latent dans les réservoirs. Cette stratégie,
nommée « shock and Kill » consiste a stimuler la réplication du virus latent dans les cellules
infectées (« shock ») [89]. Ces dernieres deviennent alors visibles par le systeme immunitaire
et les antirétroviraux et seront ainsi détruites (« Kill »). Parmi les molécules capables d’activer
la réplication du virus on retrouve les inhibiteurs des histones désacétylases (HDACIs) et
notamment la romidepsine, le vorinostat ou encore le panobinostat [89] qui augmentent
I’accessibilité a I’ADN en réduisant sa compaction et donc favorisent sa transcription. Les
histone-désacétylases (HDAC) permettent elles le maintien de I’infection au VIH dans un état
latent [90]. D’autres molécules telles que les inhibiteurs de la méthylation de
I’ADN (inhibiteurs de I’ADN méthyl-transférase (DNMTI)) et les inhibiteurs de la
méthylation des histones (inhibiteurs des Histone-méthyl-transférases (HMTIs)) permettent
¢galement la transcription de I’ADN viral. Le relargage de P-TEFb qui est un facteur positif
d’¢élongation de la transcription par des inducteurs de P-TEFb active aussi la transcription.
Enfin, I’activation de facteurs de transcription, en utilisant par exemple la prostratine qui est
une protéine kinase C (PKC) qui active la voie NF-kB [91], favoriserait l'activation des

lymphocytes T et la transcription du VIH in vitro [92].

Plusieurs stratégies visent par ailleurs a rendre les lymphocytes T CD4 résistants au VIH. La
premicre technique est la thérapie génique. Grace a la thérapie génique, I’expression de genes
du VIH peut étre modifiée. L utilisation de nucléases a doigt de zinc permet de modifier
I’ADN. L'avantage de cette approche par rapport a l'intégration des vecteurs viraux réside
dans le fait qu’elle permet d’éviter les événements aléatoires d'intégration du génome qui
peuvent mener a l'oncogenese. Les résultats des premiers essais cliniques chez 12 patients
infectés par le VIH et traités par ART qui ont recu des cellules T autologues transduites avec

une nucléase a doigt de zinc inhibant I'expression du CCR5 ont montré que cette technique
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était sure et bien tolérée et a démontré I'efficacité du traitement chez un patient (ARN VIH
indétectable) [93]. D’autres techniques ont été ensuite utilisées, comme les Transcription
Activator Like Effector Nucleases (TALENS) ciblant les génes codant les corécepteurs CCR5
ou CXCR4, ou ciblant les genes codant une protéine impliquée dans 1’intégration de 'ADN
viral comme la protéine LEDGF/p75 [94] et les CRISPR-Cas9 [95]. Ces résultats sont
encourageants pour le développement de stratégies de traitement basées sur la thérapie

génique qui pourrait permettre d'obtenir une rémission fonctionnelle.

Les cellules T Chimeric Antigen Receptor (CAR-T), utilisées dans la lutte de certains cancers,
pourraient changer la stratégie de traitement. Les cellules CAR-T sont des lymphocytes T
modifiés genétiquement et qui ont a leur surface des récepteurs chimériques dirigés contre le
VIH et ses particules présentes a la surface des cellules infectées. Elles pourraient permettre
d’éliminer les lymphocytes T infectés par le VIH et d’assurer une immunité pendant au moins
2 ans [96]. En effet, ces cellules étant des cellules souches, elles ont migré dans la moelle
osseuse et ont entrainé la destruction des cellules infectées. Elles ont continué a se multiplier
dans la moelle osseuse pendant 2 ans sans effet indésirable. L'une des limites de
I’immunothérapie utilisant les cellules CAR-T est qu'elles ne reconnaissent et ne tuent que les
cellules hébergeant des épitopes du VIH, alors qu'elles ne reconnaissent pas les cellules
infectées latentes qui n'expriment pas d'épitopes du VIH [97]. Cette stratégie pourrait étre

combinée a des agents réactivant le virus latent pour tenter d'éradiquer complétement le VIH.

La seconde technique permettant de rendre les lymphocytes T CD4 résistant au VIH est la
transplantation par greffe de moelle osseuse avec le corécepteur CCR5 muté. Apres 45 mois
d’arrét de la trithérapie chez un patient infecté¢ par le VIH recevant une greffe de moelle
osseuse avec la mutation A32 du CCRS, il a été montré que I’ARN et ’ADN VIH étaient
indétectables dans le sang et les tissus [49]. Les thérapies cellulaires pourraient également étre
utilisees en combinaison avec des thérapies a base d'anticorps neutralisants a large spectre,
broadly neutralizing antibodies (bNAbs) qui pourraient entrainer une plus grande suppression
du VIH. En effet, les bNAbs sont des Ac capables de reconnaitre plusieurs souches du VIH et
sont produits par un petit nombre de patients qui contrdlent I’infection. Ces bNAbs
fournissent une réactivité croisée tres puissante qui cible les épitopes Env partagés entre
differents clades de VIH. lls peuvent prévenir l'infection en neutralisant directement les
virions, ce qui prévient l'infection et accélére le déclin de la virémie par la clairance virale a
médiation anticorps. Une étude chez les PNH a montré qu’ils offraient une protection contre

le SHIV [98]. Les bNAbs peuvent se lier aux cellules infectées et médier I'activité antivirale
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par le biais d'interactions Fc-FCR qui engagent les cellules NK pour I'ADCC ou les
macrophages pour la phagocytose et la destruction cellulaire. De plus, les complexes
immunitaires formés par les bNAbs liés a I'antigéne viral peuvent étre absorbés par les
cellules dendritiques et stimuler les réponses immunitaires adaptatives de I'hote, lymphocytes
T cytotoxiques antiviraux et maturation des cellules B [99]. En utilisant des vecteurs de virus
adéno-associés (AAV) porteurs de transgenes codant pour les bNAbs, ces anticorps peuvent
étre produits directement a partir du tissu musculaire ou les AAV ont été délivrés. Cette
nouvelle stratégie, également appelée immunoprophylaxie vectorisée, a montré dans des
études précliniques une production et un maintien des titres d’Ac anti-VIH/SHIV qui

conférent une protection contre I’infection par le VIH/SHIV [100].

Parmi les stratégies utilisant les cytokines. IL-7 contribue a la survie et a la prolifération des
lymphocytes T et au maintien de la longévité des LT CD8+ mémoires. Les essais cliniques
utilisant I'IL-7 ont montré une augmentation des taux de lymphocytes T circulants, mais
aucune réduction du réservoir viral n'a été observée [69]. L'IL-15 est essentielle au
développement, au maintien et a I'expansion des cellules T CD8+ mémoires et améliore le
maintien et la survie des cellules NK. Le traitement par I'IlL-15 a donné des résultats
prometteurs dans le modele de PNH, car ces études ont montré une augmentation de la
prolifération et de la cytotoxicité des LT CD8+ spécifiques du SIV et du trafic vers les
follicules des lymphocytes B dans les ganglions lymphatiques, tout en limitant également les
titres d'ARN SIV et d’ADN SIV [101]. Ce traitement induit également la prolifération des
cellules NK. Les études précliniques utilisant des PNH seront primordiales pour tester

I'innocuité et I'efficacité des nouvelles thérapies combinées pour la rémission au VIH.

Une autre stratégie en cours de développement consiste a restaurer une réponse des
lymphocytes T cytotoxiques spécifiques anti-VIH par blocage des récepteurs inhibiteurs tels
que le PD-1 et CTLA-4. Ces récepteurs se trouvent a la surface des lymphocytes T et leur réle
est d’inhiber 1’activation des lymphocytes T. Lors de I’infection par le VIH, ils sont fortement
exprimés a la surface des lymphocytes T. En les bloquant grace a des anti PD-1 les
lymphocytes T sont capables de proliférer et de sécréter des molécules effectrices [102]. Dans
une autre étude menée chez un patient séropositif VIH atteint d’un cancer du poumon, le
traitement par nivolumab, anti PD-1, a rétabli la fonction des lymphocytes T CD8 spécifiques
du VIH et réduit 'ADN VIH et donc les réservoirs viraux [103]. Le blocage de CTLA-4 avec
I'ipilimumab chez une personne séropositive au VIH sous ART a permis une augmentation du
taux d'activation des lymphocytes T CD4+ et induit une diminution de I'ARN du VIH
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plasmatique [104]. Bloquer les points de contr6le immunitaires pourrait activer les cellules

infectées de fagon latente.

Plusieurs stratégies vaccinales sont en cours pour stimuler I'immunité protectrice contre le
VIH, y compris celles qui combinent I'induction de réponses cellulaires et humorales. Le VIH
est classé en 3 groupes selon sa sensibilité a la neutralisation par des Ac: ceux qui sont
facilement neutralisables sont classés Tierl, et les plus difficiles a neutraliser sont classés
Tier3. La plupart sont du groupe Tier2. Depuis le début de 1’épidémie de nombreux essais sur
des vaccins prophylactiques ont ét¢ menés mais n’ont pas été concluants, hormis 1’essai Thai
ou une protection de 32,1% de la population vaccinée a été observée. Depuis cet essai, de
nouveaux vaccins sont en cours de développement et utilisent la stratégie « prime-boost ».
Notamment 1’essai HVTN702, nouvelle version du vaccin Thai, comprend 2 injections.
D’abord, le « prime » qui contient I’ADN codant pour les protéines du VIH puis le « boost »
qui lui contient les protéines déja constituées. Un autre essai, I’essai Approach dont le but est
de développer un vaccin mosaique visant plusieurs souches du VIH, a eu des résultats
encourageants. Le prime est composé d’ARN codant les protéines gag, pol et env du VIH
encapsidées dans des vecteurs viraux comme 1’adénovirus sérotype 26 (Ad26), qui va stimuler
les réponses immunitaires, et le boost est constitué de la gp140 qui va renforcer la réponse
immunitaire spécifique anti-VIH induite. Plusieurs combinaisons « prime-boost » ont été
testées dans cet essai afin de trouver celle qui provoquera la meilleure réponse. En parallele
aux essais chez I’homme pour évaluer la sureté et I’immunogénicité du vaccin, des essais chez
le macaque ont été réalisés dans le but d’évaluer 1’efficacité. Les résultats chez ’homme ont
révélé une innocuité et une tolérabilité favorables. Le vaccin mosaique constitué de 2 primes
Ad26 et de 2 boosts gpl40 a dose élevée est le plus immunogene chez I'humain ; il a
provoqué une réponse humorale chez 100 % des participants a la semaine 52 post vaccination,
et des réponses cellulaires a la semaine 50 post vaccination chez 83 % des participants. Ce
régime de vaccination a induit une réponse immunitaire chez le singe similaire a celle de
I'nomme et une efficacité de protection de 67 % a été observée contre le virus de

I’immunodéficience simienne-humaine chez les singes rhésus [85].

Enfin I’essai Imbokodo, qui fait suite a ces résultats et inclut 2 600 jeunes femmes

séronégatives apportera ses résultats pour 2021.

La récente découverte du rdle de I’activité métabolique des lymphocytes T CD4+ dans leur

infection par le VIH ouvre la voie de nouvelles stratégies thérapeutiques. En effet, il a été
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montré qu’une inhibition particlle de la glycolyse par le 2 desoxy glucose (2-DG), inhibiteur
compétitif de la glycolyse, a bloqué la réplication du VIH-1 in vitro dans tous les sous-
ensembles de lymphocytes T CD4+, a éliminé les cellules infectées et a empéché
I'amplification du VIH-1 a partir des réservoirs [18]. D’autres inhibiteurs métaboliques
comme I’etomoxir, inhibiteur de I’oxydation des acides gras, a un effet limité sur la
réplication du VIH dans des conditions sous-optimales, surtout dans les cellules TEM
(CCR7—; CD45RO+), mais inhibe fortement l'infection a des concentrations plus élevées. Le
6-diazo-5-oxo-I-norleucine (DON), antagoniste de la glutamine bloque la réplication virale.
L'inhibition du transport du pyruvate vers les mitochondries bloquée par UK5099 bloque
¢galement I’infection par le VIH et montre que l'oxydation du glucose est importante pour

I'infection a VIH-1.

L’intégrine 04p7, exprimée par les lymphocytes T CD4+, T CD8+, les lymphocytes B, les
cellules NK et les macrophages, joue un role dans le homing des lymphocytes, notamment des
lymphocytes T CD4+ Th17 au niveau du tissu lymphoide associé au tube digestif. En effet,
elle permet la migration des lymphocytes Th17 vers ’intestin. Ce mécanisme implique une
interaction spécifique avec la mucosal addressin celladhesion molecule-1 (MAJCAM),
molécule d'adhésion principalement exprimée a la surface des cellules endothéliales, et
entraine le roulement du lymphocyte le long de la paroi vasculaire. Le trafic de lymphocytes a
I'entrée et a la sortie du GALT, en particulier pendant la phase aigué de I'infection, joue tres
probablement un réle central dans la réplication virale, la réponse immunitaire contre les
antigénes viraux et la persistance des réservoirs viraux [105]. La majorité des lymphocytes T
CD4+ naifs et une partie des lymphocytes T CD4+ mémoires expriment cette intégrine et ces
cellules circulent dans les tissus lymphoides secondaires. Le VIH interagit avec 1’intégrine

hight circulants est corrélée a la

04p7 via la gp120. La fréquence des lymphocytes T CD4+ o437
fois au risque d'acquisition du VIH et au déclin des lymphocytes T CD4+ dans le sang [106].
L’utilisation d’un antagoniste de 1’intégrine a4f7 pourrait bloquer I’interaction du VIH au

nght &taient les

lymphocyte. 1l a été montré que les lymphocytes T CD4+ mémoires a4p7
premicéres cibles de I’infection par le VIH. Parmi les cellules portant ce phénotype figurent les
lymphocytes Th17, qui sont également des cibles précoces de l'infection. L’utilisation d’un
anticorps monoclonal anti-intégrine a4p7, administré chez des macaques rhésus en primo-
infection, a permis de diminuer les charges virales plasmatique et intestinale tissulaire [107].
De plus, il a été observé une augmentation des lymphocytes T CD4+ naifs et mémoires dans

le sang. Il a récemment été décrit que le vedolizumab, anticorps monoclonal anti-intégrine
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04p7, prévient la transmission du SIV, et combiné avec la thérapie antirétrovirale cet
anticorps facilite le contréle virologique durable aprés l'interruption du traitement [108]. Une
autre étude chez le macaque rhesus infecté par le SIV et traité par ART et par un Ac anti-
intégrine 04P7 a montré des charges virales indétectables et une numération normale des
lymphocytes T CD4+ dans le plasma et les tissus gastro-intestinaux pendant plus de 9 mois,
méme apres l'arrét de cette combinaison de traitement [109]. Toutes ces études ont montré
que l'administration de vedolizumab réduisait significativement I'ADN proviral intestinal.
Ceci permet d’envisager ces molécules dans un but préventif et curatif. Le traitement des
patients infectés par le VIH traités par ART et vedolizumab est bien toléré et réduit dans le
GALT Ila taille et le nombre d'agrégats lymphoides qui sont des sites inductifs pouvant

favoriser la réplication virale et contribuer aux réservoirs viraux [110].

De nouvelles thérapies spécifiques ciblant les LTh17 sont nécessaires pour la rémission de
l'infection VIH. Outre I’utilisation de 1’IL-21 et du vedolizumab dont les effets ont été décrits
précédemment [111], des études ont révélé que l'initiation précoce du traitement antirétroviral
est bénéfique pour préserver la fréquence et poly-fonctionnalité des LTh17 intestinaux [112].
Or, l'initiation précoce du traitement antirétroviral dépend d'un diagnostic précoce VIH qui

reste rare et un défi méme dans les pays développés.

Une nouvelle stratégie consiste a diminuer la réplication virale dans les cellules réservoirs du
tractus gastro-intestinal. Des chercheurs ont découvert une molécule qui stimule la réplication
virale dans les LT CD4+ intestinaux [113]. lls ont montré que les LTh17 qui expriment
CCR6+ sont trés permissifs a I'infection et que chez des patients infectés par le VIH et traités
par ART ces cellules contiennent une grande quantité d’une molécule, mMTOR. mTOR est
responsable de la forte vulnérabilité au VIH des LTCD4+ exprimant CCR6 et résidant dans
l'intestin. La molécule CCR6 est responsable de 1’adressage des LT CD4+ vers I’intestin. In
vitro les études montrent une réduction considerable de la réplication du VIH en utilisant un
inhibiteur de mTOR, sur des cellules de patients infectés par le VIH et dont la charge virale
était indétectable. Cette découverte ouvre de nouvelles pistes vers une rémission VIH.
L'utilisation d'inhibiteurs mTOR couplée au traitement antirétroviral permettrait de restaurer

et protéger les LTh17 intestinaux contre l'infection et de diminuer les réservoirs du VIH.

Une autre approche est de purger les réservoirs viraux et plus particulierement les ganglions.
Il a été décrit que I’utilisation d’Ac anti-CD21 permettait de réduire la quantité de virus dans

les ganglions [114]. Le traitement des FDC par le récepteur CD21 soluble (CD21s) a permis
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de diminuer la quantité de virus présent dans les FDC et donc de réduire leur transmission du
virus aux lymphocytes. De plus, le CD21s €limine le virus a la surface des LB. L’utilisation
combinée du CD21s et d’un traitement antirétroviral permettrait d’éliminer le virus des
cellules réservoirs des ganglions, de limiter la transmission aux cellules cibles (LTh, LB) et

donc d’éviter les rebonds virologiques a I’arrét du traitement [115].

Le manque d'efficacité de certains vaccins et thérapies immunitaires peut étre di a I'expansion
ou a la fonction accrue des cellules immunorégulatrices dont les MDSC. Elles jouent un rdle
important dans la diminution des niveaux d'activation immunitaire et d'inflammation
systémique, mais en méme temps, elles inhibent considérablement les effets des différentes
stratégies immunothérapeutiques. De plus, les réponses cytotoxiques des lymphocytes T étant
importantes pour tuer les cellules réactivées qui abritent les provirus VIH, I'atténuation des
effets immunosuppressifs des MDSC pourrait étre essentielle pour purger le réservoir du VIH.
Des études murines utilisant des inhibiteurs d'histone désacétylases afin d’activer les
réservoirs de VIH ont démontré qu'ils entrainaient une expansion des MDSC. Les MDSC
joueraient ainsi un réle dans le maintien du réservoir viral. L'identification de voies ou
d'interactions spécifiques entre ces cellules immunorégulatrices pourrait étre une piste
essentielle a la conception de stratégies immunitaires efficaces contre le VIH. Ainsi, les

MDSC pourraient étre une nouvelle cible.
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II. Conclusion

Il existe de multiples obstacles a I'éradication de I'infection par le VIH et, malgré quelques
avancées significatives récentes dans les modéles in vitro, de meilleurs modéles animaux et
I'identification de plusieurs composés capables de reactiver les réservoirs viraux latents,
d’autres recherches sont encore nécessaires. Il reste en autre a identifier un marqueur
phénotypique des cellules infectées latentes et un biomarqueur pour prédire la réponse apres
l'arrét du traitement. Une approche combinée de ces nouvelles stratégies sera tres

probablement nécessaire afin d’éradiquer le virus de 1’organisme.

Des stratégies in vitro prometteuses doivent étre mises a I'essai dans le cadre d'essais cliniques
bien concus et bien tolérés afin de démontrer leur validité. De multiples approches combinées
seront nécessaires pour éradiquer le VIH étant donné que le VIH peut persister dans diverses
populations cellulaires chez les patients sous traitement antirétroviral. L'une des plus grandes
préoccupations concernant tout traitement du VIH est la capacité du virus a muter rapidement
et a développer une résistance, et pour plusieurs de ces nouvelles approches, il n'existe

toujours pas de données sur la capacité du virus a devenir résistant.

L’apport des modéles primates non humains, modéles de choix dans I’infection par le VIH,
sont nécessaires afin de mieux comprendre la physiopathologie du VIH et les mécanismes qui

concourent & une rémission, et d’initier de nouvelles pistes thérapeutiques et préventives.
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RESUME

Malgré les avancées tres importantes au cours des 20 dernieres années, les traitements
antirétroviraux ne permettent pas d’éradiquer le virus de I’immunodéficience humaine (VIH)
de I’organisme. En effet, ce rétrovirus établit des réservoirs de cellules infectées qui ne sont

pas éliminés dans le temps.

Le VIH entraine une I’inflammation chronique et une activation du systéme immunitaire qui
participent au développement de morbidités telles que les maladies cardio-vasculaires ou
I’ostéoporose. L'investigation de cas de contrdle virologique spontané et I'étude des
mécanismes impliqués dans 1’activation immunitaire et I’inflammation et I’établissement des
réservoirs viraux sont des axes de recherche visant au développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

Le projet p-VISCONTI a pour objectif de comprendre comment une mise sous traitement
anti-VIH précoce influe sur 1’équilibre entre la réponse immunitaire et les réservoirs viraux,
dans le but d'obtenir une rémission a long terme. Ce projet utilise un modele simien
d’infection de macaques par la souche de virus de I'immunodéficience simienne (SIVmac251)
qui permet I’étude de phases treés précoces de l’infection et aprés mise sous traitement

antirétroviral, ainsi que I’analyse de tissus non accessibles chez I’homme.

Mon travail dans ce projet a été d’analyser une population cellulaire encore mal caractérisée
dans I’infection par le SIV chez le macaque, les cellules myéloides suppressives (MDSC). Ces
MDSC sont une population hétérogéne de progéniteurs myéloides dérivés de la moelle
osseuse et de cellules myéloides immatures observée lors de certaines situations
pathologiques, d’abord identifiée dans le cancer et ensuite lors de maladie inflammatoire,
auto-immune, et lors de I’infection au VIH. Chez les personnes infectées par le VIH, il a été
décrit qu'une augmentation des MDSC était associée a la progression de la maladie, et qu'une

diminution survenait sous traitement antirétroviral.

Dans le travail présenté ici, les résultats préliminaires de I’analyse de la dynamique des
MDSC suite a I’infection par le SIV chez le macaque montrent une augmentation dans la
moelle osseuse et le sang des MDSC d’origine my¢loide 4 semaines apres 1’infection. De
plus, I’absence de traitement antirétroviral montre un épuisement des polynucléaires (PMN)
MDSC dans la moelle osseuse. La poursuite de cette étude pourrait contribuer a mieux

comprendre les mécanismes immunologiques au cours de I'infection VIH.
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