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RESUME

L’infection par le VIH-1 est caractérisée par une déplétion progressive des cellules
T CD4" ainsi que par un dysfonctionnement des cellules T qui, en I’absence de
traitements anti-rétroviraux, conduit inéluctablement a la progression de la maladie
vers le stade SIDA. Certains des mécanismes impliqués dans ce dysfonctionnement
de la réponse cellulaire T ont été élucidés et ont révélé un role important de la
molécule PD-1 dans ’exhaustion des cellules T en phase chronique de I’infection.
En effet, des niveaux élevés de PD-1 ont été associés a une charge virale élevée ainsi
qu’a une diminution de la production de cytokines et de la capacité de proliférer
des cellules T spécifiques du virus. De plus, bloquer in vitro ’interaction de PD-1
avec son ligand PD-L1 en utilisant un anticorps bloquant rétabli la fonction de ces
cellules.

De fagon intéressante, notre groupe ainsi que d’autres équipes, ont montré que
I’expression de PD-1 était non seulement augmentée sur les cellules spécifiques de
I’antigéne mais aussi sur les cellules T totales. Cependant, peu de choses sont
connues quant a I'impact de I’expression de PD-1 sur le renouvellement et la
différenciation des cellules T qui expriment PD-1, et ce au cours de I’infection.
L’expression de PD-1 n’a notamment pas ¢été étudiée en phase aigue de I’infection.
Nous montrons clairement que, aussi bien chez les individus en phase aigue qu’en
phase chronique de I’infection, I’expression de PD-1 est augmentée sur toutes les
sous-populations T, y compris les cellules naives. Nous avons également mis en
relief une distribution anormale des sous-populations T, ces cellules ayant un
phénotype plus différencié, et ce a tous les stades de la maladie. Dans cette these,
nous discutons le role possible de PD-1 dans ’homéostasie des cellules T chez les
individus infectés par le VIH-1. En étudiant la transition de la phase aigue a la
phase chronique de I’infection, nous avons trouvé que les sous-populations T
CD8" des individus récemment infectés exprimaient moins de PD-1 que celles des

individus a un stade plus avancé de la maladie. Ces niveaux plus élevés de PD-1
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sur les cellules T CD8" en phase chronique sont associés a des niveaux réduits de
prolifération in vivo — comme mesuré par I’expression de Ki67 — suggérant que
I’expression de PD-1 est partiellement impliquée dans cette perte de fonction des
cellules T CDS8". De plus, les cellules naives s’accumulent en fréquence lors de la
transition de la phase aigue a la phase chronique de I’infection. Considérant que les
cellules naives expriment déja des hauts niveaux de PD-1, nous avons émis
I’hypothése que [Dactivation initiale des cellules T chez les individus
chroniquement infectés est affectée. En résumé, nous proposons un modele ou des
hauts niveaux d’expression de PD-1 sont associés a (1) un dysfonctionnement de la
réponse cellulaire T CD8" et (2) un défaut d’activation des cellules naives ce qui
contribue non seulement a la progression de la maladie mais aussi ce qui va limiter
I’efficacité de potentiels vaccins dans I’infection par le VIH-1 en empéchant toute
nouvelle réponse d’étre initiée.

Afin de mieux disséquer la réponse immunitaire mise en place lors d’une infection
comme celle du VIH-1, nous avons développé un outil qui permet de détecter les
cellules T CD4" i.e. des tétraméres de CMH de classe II. Ces réactifs ont pour but
d’augmenter I’avidité du CMH de classe II pour son ligand et donc de détecter des
TCR de faible affinité. Dans cette thése, nous décrivons une méthode originale et
efficace pour produire diverses molécules de HLA-DR liant de fagon covalente le
peptide antigénique.

Mieux déterminer les mécanismes responsables de 1’exhaustion des cellules T dans
I’infection par le VIH-1 et de la progression de la maladie, ainsi que développer des
outils de pointe pour suivre ces réponses T, est central a une meilleure
compréhension de I’interaction entre le virus et le systéme immunitaire de I’hote, et
permettra ainsi le développement de stratégies pertinentes pour lutter contre

I’infection par le VIH-1.

Mots clés: VIH-1, PD-1, cellules T CD8" et T CD4", infection aigué et chronique,

tétraméres de CMH de classe 11
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ABSTRACT

HIV-1 infection leads to a progressive CD4" T cell depletion and T cell
dysfunction, which in the absence of successful anti-retroviral therapy, results in
individuals progressing to AIDS. Some of the underlying mechanisms for this T
cell dysfunction have been elucidated and reveal an important role for the
inhibitory receptor program death-1 (PD-1) in T cell exhaustion during chronic
HIV-1 infection. Indeed, PD-1 up regulation correlates with increased viral load as
well as decreased cytokine production and proliferative capacity of HIV-1 specific
T cells. Moreover, blocking in vitro the interaction of PD-1 with its counter-
receptor PD-L1 using antibodies restores HIV-1 specific T cell effector functions.

Interestingly, our group and others have shown that levels of PD-1 during chronic
HIV-1 infection are not only up regulated on virus-specific T cells but also on the
total pool of CD4" and CD8" T cells. However, little is known about the impact of
PD-1 expression on the turnover and maturation status of the PD-1 expressing
cells during the course of the disease. Of note, PD-1 expression has never been
investigated in acute HIV-1 infection. In this thesis, we clearly show that, in both
acutely and chronically HIV-1 infected individuals, PD-1 is up regulated on all T
cell subsets, including naive T cells. We also uncovered an abnormal distribution
of T cell subsets toward a more differentiated phenotype at all stages of the
disease. In this thesis, we discuss the possible role of PD-1 in the homeostasis
breakdown observed in HIV-1 infected individuals. More interestingly, if we focus
on the transition from the acute to the chronic phase of the infection, we found that
PD-1 is expressed at much lower levels on total CD8" T cell subsets from acutely
infected individuals than chronically infected individuals. These augmented PD-1
expression levels on CD8" T cell in chronic infection are associated with reduced
levels of in vivo cell proliferation - as monitored by Ki67 expression - suggesting
that PD-1 expression may be partially responsible for the loss of CD8" T cell
function. In addition, naive T cells accumulate in frequency during the transition
from the acute to the chronic phase of the infection. Considering that naive T cells

already express high levels of PD-1, we hypothesize that priming of T cell might



be impaired in chronically infected individuals. Altogether, we propose a model
where high PD-1 expression is associated with (1) impaired CD8" T cell function
in chronic HIV-1 infection and suggest that lower levels of PD-1 may partially
preserve the CD8" T cell function and (2) impaired priming of T cells contributing
to the progressive immunodeficiency in HIV-1 infection but also limiting the
effectiveness of vaccine strategies by preventing any new responses to be
triggered.

To better understand immune responses in infection such as HIV-1 disease, we
next developed multimeric reagents for the detection of CD4" T cells, namely
tetramers of HLA-DR molecules. These reagents aim at increasing the overall
avidity of peptide-MHC class II complexes to detect low affinity TCRs. In this
thesis, we describe a versatile and efficient method to produce different soluble
HLA-DR molecules covalently linked to antigenic peptides.

Gaining further insights into mechanisms underlying T cell exhaustion and disease
progression, in addition to the development of state-of-the-art immune monitoring
tools, will be crucial in better understanding of the interplay between the virus and
the host immune system, leading to rational strategies in the fight against the AIDS

epidemic.

Keywords: HIV-1, PD-1, CD8" and CD4" T cell, acute and chronic infection,

MHC class II tetramers
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1. Introduction



PATHOGENESE DU VIH-1: PARADOXE ENTRE DEFICIENCE IMMUNITAIRE ET

HYPERACTIVATION IMMUNITAIRE.

L’infection par le virus de I'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)
est caractérisée par une diminution progressive du taux de lymphocytes T CD4"
ainsi que par une activation chronique du systéme immunitaire. La déplétion des
lymphocytes T CD4" par le virus n’explique pas a elle seule le dysfonctionnement
du systéme immunitaire et 1’incapacité¢ a controler I’infection (Pandrea et al,
2007). En effet, I’activation chronique des cellules, causée par la persistance du
virus mais aussi par la réaction inflammatoire due a I’infection, semble étre le
mécanisme le plus important par lequel le VIH-1 conduit a la déficience du
systtme immunitaire. Ainsi, le degré d’hyperactivation constitue un meilleur
indice de progression de la maladie que le niveau de la charge virale (Giorgi et al,
1999; Leng et al, 2001; Sousa et al, 2002; Hazenberg et al, 2003; Koning et al,
2005). Comprendre le lien entre déficience immunitaire et hyperactivation
immunitaire au cours de 1’infection semble étre primordial pour prédire 1’évolution

de la maladie et établir de nouvelles thérapies visant a en ralentir la progression.

1.1. Histoire naturelle de I’infection par le VIH-1

L’infection par le VIH-1 évolue généralement en trois phases : une phase
de primo infection, suivie d’une phase de latence puis de la phase clinique ou
SIDA (syndrome d’immunodéficience acquise) (Pantaleo et Fauci, 1996) (Figure
1). Chez un individu présentant une progression typique (70 a 80% des patients),
I’intervalle entre [D’infection initiale et 1’apparition des symptomes est

habituellement compris entre huit et dix ans.



L’infection initiale ou primo infection est associée a une production de
virions élevée, la quantité de virus dans le sang pouvant atteindre 10° copies par
millilitre. Le pic de virémie est observé trois a six semaines apres 1’infection, la
charge virale diminuant ensuite pour atteindre un niveau relativement stable,
propre a chaque patient, qui subira peu de variations majeures au cours de la phase
chronique (Kaufmann et al, 1998). La valeur atteinte a ce stade permet de prédire
la vitesse a laquelle I’infection progressera (Buchbinder et al, 1994; Mellors et al,
1996). En paralléle, une chute du nombre des cellules T CD4" dans le sang est
observée (Cooper et al, 1988). La réponse des cellules T cytotoxiques (CTL),
quant a elle, augmente, permettant ainsi de diminuer la charge virale et de la
controler; elle est cependant insuffisante pour éradiquer le virus (Borrow et al,
1994; Koup et al, 1994). La réaction du systéme immunitaire va également mener
a ’apparition d’anticorps dirigés contre les protéines virales détectables dans le
sérum : c’est la séroconversion.

La phase chronique, ou phase de latence clinique, est une phase
asymptomatique s’étendant généralement de huit a dix ans. Durant cette phase, la
concentration de virus plasmatique reste relativement stable : le virus se réplique
alors a la méme vitesse que celle a laquelle il est éliminé par la réponse
immunitaire. Le site majeur de production du virus se trouve au niveau des
organes lymphoides secondaires (organes lymphoides associés au tractus gastro-
intestinal ou GALT - gut associated lymphoid tissue -, ganglions lymphatiques et
rate). Des réponses dirigées contre les différentes protéines du virus sont
observées, mais restent cependant insuffisantes pour éliminer le virus. Le taux de
lymphocytes T CD4" va alors lentement diminuer jusqu’a étre inférieur a 200
cellules par millilitre, seuil généralement associ¢ au développement des premiers
symptomes liés a une immunodépression.

La phase clinique ou SIDA est caractérisée par un effondrement du nombre
de cellules T CD4" associé a une augmentation rapide et importante de la charge
virale. Cet ¢état d’immunodépression est associ¢ au développement d’infections

opportunistes et a I’apparition de cancers (e.g. Sarcome de Kaposi).



Dans certains cas cependant, la progression de la maladie suit un schéma
différent. En effet, alors que les signes cliniques de déficit immunitaire
apparaissent en général huit a dix ans apres la séroconversion, certains patients
connaissent une période de latence raccourcie (progresseurs rapides) ou, au
contraire, allongée (non progresseurs a long terme ou LTNP). Chez les
progresseurs rapides (10 a 15% des cas), la phase chronique peut-étre
singulierement réduite et les patients développent alors un SIDA en moins de 5
ans. La phase clinique peut toutefois, chez certains de ces patients, étre plus longue
qu’a I’ordinaire. A ’opposé, les non progresseurs a long terme (5% des cas)
parviennent & contrdler leur virémie et garder un taux de cellules T CD4" normal

pendant plus de 10 ans.

Primo infection Phase chronique Phase clinique
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Figure 1 Représentation schematique de 1’évolution naturelle du taux de cellules
T CD4" et de la charge virale au cours de l'infection par le VIH-1 chez un
progresseur typique. En primo infection, la réplication massive du virus permet
d’observer un pic de virémie trois a six semaines apres I’infection initiale, causant
une chute importante du taux de cellules T CD4  sanguin. La réponse de
I’organisme permet cependant d’éliminer la majeure partie du virus. Le taux de T
CD4" remonte alors. Pendant la phase chronique, le virus se réplique dans les
organes lymphoides secondaires mais est ¢liminé par la réponse des cellules T a la

méme vitesse, permettant ainsi de conserver de fagcon stable une charge virale



basse. La phase clinique se déclare lorsque le systéme immunitaire n’est plus
capable de contenir I’infection. Le taux de cellules T CD4" s’effondre alors et la
charge virale explose. D’apres Panteleo, G. et Fauci, A.S. 1996.
Immunopathogenesis of HIV infection. Annu.Rev. Microbiol. 50 :825-854.

1.2. Déficience quantitative et qualitative de la réponse T lors de I’infection
par le VIH-1

L’infection par le VIH-1 est caractérisée par une altération quantitative et
qualitative de la réponse a médiation cellulaire, et notamment de la réponse des
cellules T CD4" et CD8" spécifiques du virus. Ce dysfonctionnement des cellules

T spécifiques du VIH-1 est, pour le virus, un moyen de persister dans 1’organisme.

1.2.1. Déficience quantitative : la déplétion massive des cellules T CD4"

Dans un contexte non pathologique, la taille du compartiment CD4 est
régulée par un équilibre entre la production de nouvelles cellules par le thymus et
la prolifération et la mort de ces cellules en périphérie. Lors de I’infection par le
VIH-1, cet équilibre est rompu et les mécanismes conduisant a la déplétion des
cellules T CD4" sont multiples. La destruction accrue des cellules T CD4" peut
étre due soit (1) a une lyse directe des cellules infectées par effet cytopathique du
virus ou par effet cytotoxique des cellules T CD8" soit (2) & la mort indirecte des
cellules T CD4" non infectées par AICD (Activated Induced Cell Death) ou par
apoptose induite par des protéines virales (Alimonti et al, 2003; Varbanov et al,
2006). En plus de la destruction massive des cellules T CD4", la production de
cellules T par le thymus est diminuée chez les individus infectés par le VIH-1

(Voir revue McCune, 1997).



Lyse des cellules T CD4"

Le VIH-1 peut infecter directement les cellules T CD4" et les détruire par
effet cytopathique. En effet, le VIH-1 infecte les cellules qui expriment le
récepteur CD4 comme les lymphocytes T CD4" mais aussi, les macrophages (M®)
et les cellules dendritiques (DC) (Maddon et al, 1986). Un co-récepteur est
¢galement nécessaire pour I’infection par le VIH-1 : bien que plusieurs récepteurs
de chimiokines puissent remplir cette fonction, le VIH-1 utilise majoritairement
CCRS5 (Deng et al, 1996) et/ou CXCR4 (Feng et al, 1996). Indépendamment de la
route de transmission du virus (c’est-a-dire transmission par voie mucosale ou voie
systémique), la plupart des nouvelles infections se font par les souches du virus
utilisant CCRS. Les souches a tropisme CXCR4 apparaissent plus tard dans
I’infection; elles sont associées a la progression de la maladie et ont un potentiel
pathogénique plus grand (Schuitemaker et al, 1992). Dans les premicres heures
d’une infection par voie vaginale, les souches CCRS5 du virus traversent
I’épithélium vaginal par transcytose ou par I’intermédiaire de cellules comme les
cellules épithéliales ou les DC. Ces cellules sont capables de capturer et transférer
le virus aux cellules cibles sous épithéliales, exprimant le co-récepteur CCRS, que
sont les lymphocytes T CD4", les M® et les DC. Les cellules infectées ainsi que
les virions nouvellement produits, en gagnant le ganglion lymphatique drainant,
permettent la dissémination du virus par la circulation sanguine vers notamment la
rate, les ganglions lymphatiques et le GALT, ce qui résulte en une infection

massive de nombreuses cellules permissives (Pope et Haase, 2003).

Le GALT — et non la rate ou les ganglions lymphatiques — constitue le plus
grand réservoir de cellules T CD4" (environ 80% de tous les T CD4"). De plus, le
GALT, étant un environnement expos¢ a de nombreux antigénes, est enrichi en
cellules effectrices mémoires exprimant le co-récepteur CCR5 (Veazey et al, 1998,
2003; Kunkel et al, 2002) et constitue donc un site anatomique privilégié pour la
réplication virale. Des études montrent qu’il y a une déplétion massive des T CD4"

au niveau du GALT lors de I’infection initiale par le VIH-1 (Guadalupe et al,



2003; Brenchley et al, 2004; Mehandru et al, 2004; Li et al, 2005; Mattapallil et al,
2005). En utilisant des techniques de PCR quantitative réalisée sur une cellule et
en déterminant le nombre de copies d’ADN par cellule, Mattapallil et a/ ont
montré que 60% des cellules mémoires du GALT, dans le mod¢ele SIV, sont
infectées 10 jours apres la contamination; 80% de ces cellules infectées ont disparu
4 jours plus tard (Mattapallil et al, 2005). Ces observations suggerent que, vu le
trés grand nombre de cellules infectées, la lyse des cellules par effet cytopathique
du virus ou par effet cytotoxique des T CD8" suffit a expliquer la déplétion des T
CD4"; la mort par AICD ou apoptose des cellules non infectées semble
minoritaire. Bien que les cellules effectrices mémoires constituent la moitié¢ des
cellules T de 1’organisme, seulement 15% se trouvent dans le sang ou les
ganglions lymphatiques. Cela explique pourquoi la déplétion observée dans le
sang lors de la primo infection ne refléte pas celle mesurée au niveau de la

mugqueuse intestinale.

La déplétion massive des cellules T CD4" dans le GALT est une caractéristique de
la primo infection, mais elle persiste pendant la phase chronique de I’infection par
le VIH-1. Chez le macaque infecté¢ par le SIV, cinq mois aprés l’infection, la
déplétion des lymphocytes T CD4" dans le GALT est toujours visible (Veazey et
al, 1998), et il n’y a qu’une restauration partielle lors de la phase chronique de
I’infection (Smit-McBride et al, 1998). D’ailleurs, la muqueuse intestinale est
toujours le site d’une intense réponse T CDS8" spécifique du VIH-1 aprés la primo
infection (Ibarrondo et al, 2005; Shacklett et al, 2003). Mais, contrairement a la
phase de primo infection, la lyse directe des lymphocytes T CD4" par le virus ou
par les cellules T cytotoxiques n’expliquent qu’en partie la déplétion du
compartiment CD4, et notamment des cellules T CD4" mémoires, en phase
chronique de I’infection (Yates et al, 2007). En effet, une hyperactivation du
systéme immunitaire est observée a cause, notamment, du virus lui-méme mais
aussi de la perte d’intégrit¢é de la barriere mucosale et donc d’infections
secondaires dues a une translocation microbienne (Brenchley et al, 2006). Cette

hyperactivation immunitaire entraine (1) la différenciation d’une grande quantité



de cellules qui deviennent activées, constituant une cible potentielle pour le virus
mais aussi (2) un taux de renouvellement des cellules T plus rapide et donc une

durée de vie des cellules plus courte (Yates et al, 2007).

La relocalisation des lymphocytes T CD4" périphériques

Afin de suivre 1’évolution de la maladie chez les personnes infectées par le
VIH-1, nous mesurons le taux de lymphocytes T CD4" dans le sang. En phase
chronique, le nombre de cellules infectées dans le sang est tres faible (de 0.01 a
1%) et donc la déplétion des cellules T CD4" observée dans le sang ne peut-étre
expliquée que par la lyse par le virus de ces cellules (Douek et al, 2002). Une
autre hypothése pour expliquer la dépletion des lymphocytes T CD4 " en périphérie
est la relocalisation de ces cellules vers les tissus lymphoides (Chen et al, 2002).
Sachant que la dépletion des lymphocytes T CD4" au niveau du GALT et/ou des
ganglions est massive, un phénomene de relocalisation des lymphocytes T CD4*

periphériques vers ces sites pourrait palier a cette déplétion massive.

Altération de la fonction thymique

Comment expliquer la diminution du nombre de cellules naives T CD4" en
périphérie chez les individus infectés par le VIH-1 (Roederer et al, 1995)? La
source la plus importante de cellules naives est le thymus, méme si il existe des
mécanismes extra-thymiques tels que la prolifération homéostatique en périphérie
des cellules naives médiée entre autre par I’IL-7. L’infection par le VIH-1 du
thymus in vivo a été montré chez ’humain mais aussi chez les primates (Joshi et
al, 1986; Baskin et al, 1991). La dissémination du VIH-1 au niveau du thymus est
possible car les co-récepteurs du virus CCR5 et CXCR4 sont exprimés a différents
stades de développement des thymocytes (Gurney et al, 2006). Les individus
infectés par le VIH-1 ont un thymus dont la structure est altérée, dans lequel il est
observé une diminution du nombre de thymocytes et une infiltration de cellules T

activées (Haynes et al, 1999).



Il est tres difficile de mesurer la production de cellules naives par le
thymus. La meilleure méthode actuellement disponible est la mesure des TREC (T
cell receptor excision circles) qui sont produits lors du réarrangement des chaines
o et B du TCR par les thymocytes (Poulin et al, 1999). Il a ét¢ montré que le
nombre de TREC dans le compartiment CD4 est diminué chez les patients infectés
par le VIH-1 (Douek et al, 1998; Douek et al, 2001; Zhang et al, 1999). La
dysfonction thymique est observé trés tot dans le développement de la maladie :
Dion et al. ont montré que I’infection par le VIH-1 affecte la fonction thymique en
réduisant la capacité de prolifération intra-thymique des thymocytes des la primo
infection (Dion et al, 2004). Ce défaut de production de cellules naives par le
thymus affecte la reconstitution des compartiments T CD4" et a donc des
conséquences sur le remplacement des cellules épuisées et des cellules lysées par

le virus.

Perturbation de 1’homéostasie des cellules T CD4"

L’infection par le VIH-1 est non seulement caractérisée par une diminution
du nombre de cellules T CD4", mais aussi par un déséquilibre dans la répartition

des sous-populations naive/mémoire.

Un élément clé dans I’homéostasie des cellules T CD4" est la voie de
signalisation IL-7R/IL-7. En effet, I’'IL-7R et I’'IL-7 jouent un rdle important dans
la génération/survie des cellules mémoires ainsi que dans la prolifération extra-
thymique des cellules naives (voir revue Beq et al, 2004). Chez les individus
infectés par le VIH-1, les cellules T CD4" ont des niveaux d’IL-7R diminué par
rapport aux individus sains (Rethi et al, 2005; Koesters et al, 2006; Dunham et al,
2008; Mercier et al, 2008). Ces niveaux peu ¢élevés d’IL-7R limite la capacité des
cellules T CD4" a répondre a I’IL-7. Par conséquent, ces cellules T CD4" ayant un
niveau IL-7R faible sont plus sensibles a I’apoptose; elles ont notamment des
niveaux d’expression de bcl-2 faibles (Koesters et al, 2006). Ces niveaux d’IL-7R

faibles corré¢lent d’ailleurs avec une progression de la maladie (Rethi et al, 2005;
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Koesters et al, 2006; Dunham et al, 2008; Mercier et al, 2008). L’expression de
I’IL-7R peut-étre modulée par le TCR et I’IL-7 elle-méme : mais aucun de ces
parametres ne correle avec la diminution de I’expression de I’IL-7R dans
I’infection par le VIH-1. Cependant, la perte d’expression de 1’IL-7R corréle avec
le niveau d’activation des cellules T CD4" comme montré par ’expression de
CD38 et HLA-DR (Koesters et al, 2006; Dunham et al, 2008; Mercier et al, 2008).
Donc, la perte d’expression de I’IL-7R serait le reflet du niveau d’activation

immunitaire observé chez les individus infectés.

La perte d’expression de I’IL-7R a notamment des conséquences
importantes sur les cellules Ty Ces cellules sont essentielles pour la régénération
du compartiment T et pour le maintien de la mémoire immunitaire (Lanzavecchia
et al, 2005). Une fréquence plus élevée et une fonctionnalité intacte des cellules
Tewm est observée chez les individus qui contrdlent 1’infection par le VIH-1 (Potter
et al, 2007; Younes et al, 2003). Dans le modéle SIV, la fréquence des cellules
Tcwm corréle avec la progression de la maladie chez le macaque Rhesus (Okoye et
al, 2007) et avec la protection observée chez des animaux vaccinés puis infectés
par le virus (Letvin et al, 2006). En conclusion, la diminution de Ia
génération/survie des cellules Ty suite a la diminution d’expression de 1’IL-7R
pourrait trés fortement compromettre la mise en place d’une réponse immunitaire

efficace dans I’infection par le VIH-1.

1.2.2. Déficience qualitative de la réponse T spécifique du VIH-1 au

cours de I’infection

Bien que les patients infectés par le VIH-1 et non traités - a ’exception des
LTNP - progressent inéluctablement vers le développement de la maladie, de

nombreuses évidences montrent que les réponses cellulaires T dirigées contre le
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VIH-1 sont mises en place dés la primo infection et qu’elles sont essentielles pour

controler la charge virale et ralentir la progression de la maladie.

Roéle protecteur des réponses T spécifiques du VIH-1

Il est clairement établi que la réponse T CD4" est essentielle pour induire
une réponse T CD8" efficace (Matloubian et al, 1994). Plusieurs études soulignent
le role important de la réponse T CD4" dans le controle de I’infection par le VIH-
1. Une réponse proliférative T CD4 " efficace corréle avec une charge virale faible
et un controle de la réplication virale (Rosenberg et al, 1997). De plus, les patients
LTNP ont des réponses T CD4 " robustes qui permettent le contréle de la charge

virale (Iyasere et al, 2003; Harari et al, 2004; Tilton et al, 2007).

De nombreuses études mettent en avant le role protecteur des réponses T
CD8" spécifiques du VIH-1. La déplétion des lymphocytes T CDS" dans le
macaque Rhésus infecté par le SIV est associée a une perte de contrdle de la
charge virale et a une progression fulgurante de la maladie (Schmitz et al, 1999).
Les patients LTNP ont une réponse T CD8" composée de cellules cytotoxiques qui
ont une grande capacité de prolifération et qui sécrétent de I’interleukine 2 (IL-2)
(Zimmerli et al, 2005). Des réponses T CD8" ont été détectées chez des individus
exposés fréquemment au virus, mais qui restent non infectés (Kaul et al, 2004;
Makedonas et al, 2005; Alimonti et al, 2006). De plus, I’apparition de nombreuses
mutations virales dans des épitopes CD8 démontre I’existence d’une pression de
sélection exercée par la réponse T CDS8" sur le virus (Goulder et al, 1997; Price et

al, 1997).

Réponse T CD4" spécifique du VIH-1

Pendant la phase initiale de I’infection, les cellules T CD4" spécifiques du

VIH-1 sont caractéristiques d’une réponse effectrice (i.e. cellules sécrétant de
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I’IFN-y et ayant une capacité de prolifération limitée) (Harari et al, 2002, 2005a).
Lors de la phase chronique de I’infection et en absence de traitement, la réponse T
CD4" spécifique du virus reste inchangée : les cellules T CD4" (identifiées dans
cette étude avec des tétrameres de CMH de classe II) produisent de ’IFN-y et ont
un phénotype effecteur (Scriba et al, 2005). De plus, plusieurs études montrent que
les cellules T CD4" spécifiques du virus ont perdu leur capacité de sécréter de
I’IL-2 (Iyasere et al, 2003; Younes et al, 2003; Harari et al, 2004). La persistance
du virus induit un biais dans la réponse T CD4" avec la sur-représentation de
cellules qui produisent de I’'IFN-y et qui ne sont pas associées au controle de
I’infection. Dans le cas des patients sous traitement antirétroviral ou des patients
LTNP qui contrdlent naturellement ’infection, la réponse T CD4" spécifique du
virus devient polyfonctionnelle avec des cellules sécrétant de 1’'IL-2 ou de I’IL-
2/TFN-y et ayant une grande capacité de prolifération (Imami et al, 2002; Harari et
al, 2005a; Tilton et al, 2007). Finalement, ’infection par le VIH-2, dont la
progression est plus lente, est caractérisée par une forte réponse T CD4"
produisant de I'IL-2.

En phase initiale de I’infection, les réponses T CD4" sont dirigées contre plusieurs
¢épitopes (Gag, Nef, Pol, Env) alors qu’en phase chronique elles sont
majoritairement dirigées contre les protéines Gag et Nef (Scriba et al, 2005;

Kaufmann et al, 2004).

Réponse T CDS" spécifique du VIH-1

Durant la phase initiale de I’infection, il y a induction d’une forte réponse T
CD8" cytotoxique produisant de I'IFN- y et qui est associée a la diminution rapide
et drastique de la virémie (Borrow et al, 1994; Koup et al, 1994; Pantaleo et al,
1994). En I’absence de traitement et de contrdle de la virémie, la réponse T CD8"
initiale tend a disparaitre : ce phénomene est en partie di a I’apparition de virus
mutants qui induisent de nouvelles réponses qui sont toutefois moins efficaces a
réduire la charge virale (Dalod et al, 1999). Cette réponse T CD8" est typiquement

une réponse de type effecteur avec sécrétion d’IFN-y (Zimmerli et al, 2005). 11 a
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cependant été montré que les LTNP présentent une réponse T CD8" sécrétant de
I’IL-2 et de 'IFN-y (Zimmerli et al, 2005). Une étude plus compléte a confirmé
que chez les patients qui contrdlent naturellement la virémie, les cellules T CD8"
sont polyfonctionnelles (IFN-y/TNF-o/IL-2/MIP-13) et sont cytotoxiques
(CD107a) (Betts et al, 2006).

Les réponses T CD8" induites en primo infection sont dirigées contre de multiples
épitopes (Gag, Nef, Tat et Env) (Altfeld et al, 2001; Cao et al, 2003). Ce sont des
réponses oligoclonales, de forte affinité et qui imposent une forte pression sur le
virus, conduisant ainsi a I’apparition de nouveaux virus mutants. En phase
chronique de I’infection, les personnes infectées ont un profil de réponses T CD8"
polyclonales mais de moindre affinit¢ par rapport a la réponse primaire
(Lichterfeld et al, 2007). De plus, il a été montré qu’une réponse spécifique de Gag
corrélait avec une charge virale faible alors que des réponses dirigées contre Env
et les protéines accessoires/régulatrices étaient associées a une forte charge virale

(Kiepiela et al, 2007).

Réponses T polyfonctionnelles et immunité antivirale

Toutes ces données sur les réponses cellulaires spécifiques du VIH-1 nous
indiquent que, que ce soit pour les cellules T CD4" ou les cellules T CDS’, des
réponses polyfonctionnelles sont associées a un controle plus efficace de la charge
virale dans Dinfection par le VIH-1. Des réponses polyfonctionnelles sont
observées dans d’autres infections virales, chroniques ou non, qui sont controlées.
C’est le cas des réponses T CD8" dans les infections dues aux virus Influenza,
CMV (cytomégalovirus), EBV (Epstein Barr virus) et VV (Vaccinia virus) (Harari
et al, 2007; Precopio et al, 2007). Pour les réponses T CD4", les infections causées
par CMV, EBV, HSV (herpes simplex virus) et HCV (hepatitis C virus) sont
associées a des réponses polyfonctionnelles (Casazza et al, 2006; Harari et al,

2005a; Tilton et al, 2007).
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Comprendre les facteurs qui influencent le développement d’une réponse
polyfonctionnelle chez les patients infectés par le VIH-1 est donc important. Une
¢tude, réalisée sur des individus qui contrdlent 1’infection naturellement et qui ont
une charge virale trés faible, montre que le controle de la charge virale est associé
a la présence fréquente de cellules T CD4" sécrétant a la fois de I'TFN-y et de I'IL-
2 mais aussi a un niveau d’activation faible des cellules (Emu et al, 2005). De plus,
un niveau d’activation immunitaire faible est associé a une faible susceptibilité a
I’infection par le VIH-1 dans un groupe d’individus séronégatifs et exposés au

virus (Koning et al, 2005).

La déplétion des lymphocytes T CD4" par le virus - cellules qui sont aussi
nécessaires pour développer une réponse T CD8" fonctionnelle - ne semble donc
pas expliquer a elle seule le dysfonctionnement du syst¢tme immunitaire et
I’incapacité a controler I’infection. Pandrea et a/ ont montré que la progression de
la maladie ne dépend pas du niveau de déplétion des cellules T CD4" dans le
GALT mais plutot de la capacité a restaurer le compartiment CD4 au niveau du
GALT (Pandrea et al, 2007). Ce potentiel de reconstituer le compartiment CD4
dépend, selon les auteurs, de I’état d’hyperactivation du systéme immunitaire chez

les individus infectés par le VIH-1.

1.3. Hyperactivation immunitaire et pathogéneése du VIH-1

L’activation chronique des cellules est une caractéristique de 1’infection par
le VIH-1 et joue un role important dans la progression de la maladie. Le degré
d’hyperactivation constitue méme un meilleur indice de progression de la maladie
que le niveau de la charge virale (Giorgi et al, 1999; Leng et al, 2001; Sousa et al,
2002; Hazenberg et al, 2003; Koning et al, 2005). Ceci est corroboré par des
¢tudes menées chez les primates. Malgré la persistance d’une charge virale ¢élevée

et la destruction massive des cellules T CD4" au niveau de la muqueuse
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intestinale, I’infection par le SIV des singes Sooty Mangabey et African Green est
caractérisée par une activation immunitaire faible et ne conduit pas au
développement de la maladie. A I’opposé, chez les macaques Rhésus infectés par
le SIV, I’absence de contrdle de la charge virale est associée a une hyperactivation
des cellules du systeme immunitaire et a la progression de la maladie (Kaur et al,
1998; Broussard et al, 2001; Silvestri et al, 2003; Gordon et al, 2007). De plus,
I’infection par le VIH-2, caractérisée par une charge virale faible et une
progression vers la maladie lente, n’est pas associée a une activation immunitaire

aussi forte que dans le cas de I’infection par le VIH-1 (Sousa et al, 2002).

1.3.1. Les signes d’une hyperactivation immunitaire

La stimulation chronique du systéme immunitaire lors de 1’infection par le VIH-1
crée un état d’hyperactivation des cellules qui se manifeste par :

- la présence d’un grand nombre de cellules T CD4" et T CD8" exprimant
des marqueurs d’activation typiques comme CD38, HLA-DR et I’antigéne
nucléaire Ki67 (Giorgi et al, 1993; Liu et al, 1997; Cohen Stuart et al,
2000; Hazenberg et al, 2000; Sousa et al, 2002).

- des niveaux plasmatiques accrus de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires. C’est par exemple le cas du TNF-a (Tumor Necrosis
Factor alpha), de I’'IL-6 (Interleukine 6) et de I’'Il-18 (Interleukine 1 béta)
dont les concentrations sont élevées dans le plasma et dans les ganglions
lymphatiques d’individus séropositifs (Weiss et al, 1989; Molina et al,
1989; Lafeuillade et al, 1991). La sécrétion de chimiokines telles que MIP-
lo (Macrophage Inflammatory Protein-1 alpha), MIP-1f3 (Macrophage
Inflammatory Protein-1 béta) et RANTES (Regulated upon Activation,
Normal T Cell Expressed and Secreted) est également augmentée chez les

patients infectés par le VIH-1 (Canque et al, 1996).
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- une susceptibilité accrue des cellules a I’AICD (Gougeon, 2005). Plusieurs
¢tudes démontrent que la voie FAS/FASL est augmentée pendant la phase
chronique de I’infection et que le taux de FAS soluble plasmatique est un
marqueur de progression de la maladie (Badley et al, 1996; Medrano et al,
1998; Silvestris et al, 1998).

- DP’hypergammaglobulinémie  résultant d’une  hyperactivation  des
lymphocytes B (De Milito et al, 2004).

- la sur-représentation de monocytes dans le sang présentant un phénotype

pro-inflammatoire (Ancuta et al, 2008).

1.3.2. Les causes de ’hyperactivation immunitaire

L’activation chronique du systéme immunitaire est tout d’abord attribuée
au virus lui-méme : la persistance virale et I’émergence constante de nouveaux
variants du VIH-1 produisent un état de stimulation antigénique permanent. En
phase chronique de I’infection par le VIH-1, il y a jusqu’a 20% des cellules T
CD8" du sang qui sont spécifiques du virus (Betts et al, 2001; Papagno et al,
2002). Dans le cas des cellules T CD4", c’est un peu moins de 3% des cellules du
sang qui sont spécifiques du VIH-1 (Papagno et al, 2002), et ce, parce que les
cellules spécifiques du VIH-1 sont préférentiellement infectées et donc lysées par
le virus (Douek et al, 2002). Un autre mécanisme conduisant a I’activation des
cellules par le virus est proposé : les protéines virales comme la gpl120 ou Nef
peuvent induire la production de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires
ainsi que 1’activation des cellules T et des macrophages (Rieckmann et al, 1991;

Swingler et al, 1999, 2008; Wang et al, 2000).

Cependant, I’hyperactivation immunitaire peut-étre due a des effets
indirects de I’infection par le VIH-1. En effet, certains virus latents comme les

virus CMV et EBV sont réactivés a cause du statut immunodéprimé des patients et
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de la réaction inflammatoire environnante. Plusieurs études ont montré que des
cellules T CD8" spécifiques de CMV et EBV avaient un profil de cellules activées
dans I’infection par le VIH-1 (Papagno et al, 2004; Doisne et al, 2004).

Douek et Brenchley ont récemment proposé un autre mécanisme qui serait
impliqué dans 1’activation chronique du systéme immunitaire (Brenchley et al,
2006). Les auteurs suggérent que la déplétion massive des lymphocytes T CD4"
dans le tractus gastro-intestinal a pour conséquence la perte d’intégrit¢ de la
barriére mucosale et favorise donc le relargage de bactéries commensales dans le
la circulation sanguine. Ils ont montré que les niveaux plasmatiques de LPS
(Lipopolysaccharide) étaient augmentés chez les patients en phase chronique de
I’infection par le VIH-1 et chez les macaques infectés par le SIV. Le taux de LPS
plasmatique diminue avec le traitement antirétroviral. De plus, les singes Sooty
Mangabeys infectés par le SIV (modele ou l’infection par le SIV est non
pathogénique) ont des niveaux de LPS plasmatiques trés faibles. Et finalement les
monocytes des patients infectés par le VIH-1 ne répondent plus a une stimulation
ex-vivo par le LPS, suggérant que ces monocytes ont été stimulés in vivo de facon
chronique par le LPS. La perte d’intégrité de la barriére mucosale est en partie due
a la déplétion des cellules Th17. Les cellules Th17, qui sécrétent de I’IL-17,
assurent le maintien de I’intégrité de la barriere mucosale. En 1’absence d’une
réponse Th17 fonctionnelle et forte, il y a translocation de bactéries du GALT vers

la périphérie (Rafatellu et al, 2008).

1.4. Lien entre hyperactivation et déficience du systéeme immunitaire dans

Pinfection par le VIH-1

Intuitivement, observer un grand nombre de cellules T activées lors d’une
infection virale, laisse supposer qu’il y a une réponse antivirale efficace qui s’est

mise en place. De fagon paradoxale, lors de I’infection par le VIH-1, I’activation
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chronique des cellules a, au contraire, des conséquences néfastes sur la réponse T
anti-VIH-1. Voici une liste non exhaustive expliquant comment I’hyperactivation
immunitaire peut conduire a la déficience immunitaire chez les individus infectés

par le VIH-1.

Taux de renouvellement des cellules plus élevé

Le taux de renouvellement des cellules T CD4" et T CD8" dans I’infection
par le VIH-1 est nettement augmenté. Plusieurs techniques permettent d’évaluer le
taux de prolifération des cellules T CD4" et T CDS8": ce sont la détection ex-vivo
de I’antigéne nucléaire Ki67 ou encore 1’incorporation in vivo de BrdU (5-bromo-
2’-deoxyuridine) ou de *H-glucose dans I’ADN. Dans le compartiment CD4, le
nombre de cellules qui viennent de se diviser est de 3 a 5 fois plus élevé chez les
patients infectés par le VIH-1 que chez les donneurs sains, alors que pour le
compartiment CD8, le nombre de cellules qui proliférent est de 5 a 8 fois plus
¢levé (Sachsenberg et al, 1998; Hellerstein et al, 1999; Lempicki et al, 2000;
Douek et al, 2001). Toutes ces cellules qui proliférent ne sont pas uniquement des
cellules spécifiques du virus. L’augmentation du taux de renouvellement des
cellules T CD4" lors de I’infection par le VIH-1 pourrait s’expliquer par la mise en
place d’un mécanisme homéostatique permettant de compenser la déplétion de ces
cellules. Mais, en phase chronique, le nombre de cellules infectées dans le sang est
trés faible (de 0.01 a 1%) et donc leur déplétion ne peut pas suffire a expliquer le
grand nombre de cellules qui prolifeérent et qui meurent (Douek et al, 2002). De
plus, I’augmentation de la prolifération des cellules touche aussi bien les cellules T
CD8" que les cellules T CD4", alors que seules les cellules T CD4" sont
massivement déplétées. Il doit donc y avoir un autre phénomene pour expliquer le

taux de renouvellement plus élevé des cellules T dans I’infection par le VIH-1.

Dans les derniéres années, des données ont mis en relief le rdle de

I’hyperactivation immunitaire dans cette prolifération accrue des cellules chez les
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patients infectés par le VIH-1. En fait, la persistance de I’infection crée un état ou
les cellules, constamment activées, proliféerent et meurent rapidement par AICD.
Hellerstein et al ont montré que I’augmentation du taux de renouvellement des
cellules T CD4" et T CD8" touche préférentiellement une certaine catégorie de
cellules; les cellules Tegm ont un taux de renouvellement élevé alors que c’est
moins le cas pour les cellules Ty et Tem (Hellerstein et al, 2003). Le taux de
prolifération ¢élevé des cellules Tpv a notamment des conséquences sur la
perpétuation de I’infection : (1) ces cellules, produisant de grandes quantités de
cytokines pro-inflammatoires et pro-apoptotiques, continuent a alimenter 1’état
d’hyperactivation du systéme immunitaire et (2) les cellules CD4 " Tgy activées et
exprimant CCRS5 constituent de nouvelles cibles pour le virus et entretiennent donc

le potentiel du virus a se répliquer (Biancotto et al, 2008).

Mais de fagon plus intéressante, le taux de renouvellement plus élevé des
cellules Tepm a des conséquences trés importantes sur la dynamique des deux
populations constituant le pool de cellules T mémoires [i.e. les Tem qui ont une
durée de vie longue et les Tpm qui ont une durée de vie courte (Sallusto et al,
2004)]. Okoye et al ont montré, dans le modéle d’infection par le SIV, que les
cellules CD4" Tgy dont le taux de prolifération est élevé, assurent leur
renouvellement a partir des cellules CD4" Tcy. Dans le contexte de 1’infection par
le VIH-1, les Tcum, tout comme les Tgy, ont une capacité de régénérescence qui est
limitée et ce notamment a cause de 1’état d’hyperactivation immunitaire mais aussi
de I’altération de la fonction thymique. Donc, afin de renouveler le pool de
cellules Ty, il y a un épuisement de la mémoire centrale, ce qui va conduire a la

progression de la maladie (Okoye et al, 2007).
Seénescence des cellules T spécifiques du VIH-1
Chez les individus agés, la fonction immunitaire est diminuée, ce qui

conduit a une susceptibilit¢ accrue aux infections virales mais aussi

potentiellement aux maladies autoimmunes et au cancer. Ce phénomene est
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associ¢ a un changement phénotypique des cellules T - notamment des cellules T
CD8" - et consiste en la perte d’expression du co-récepteur CD28 et
I’augmentation de 1’expression de CD57. De telles cellules sont dites sénescentes.
La perte d’expression de CD28 et I’accumulation de molécules CD57 a la surface
des cellules T est le résultat d’un engagement répété du TCR. Des études ont
montré que la perte d’expression de CD28 était associée, entre autres, a une
diminution de la capacité a sécréter de I’IL-2 (Topp et al, 2003), une diminution de
I’activité télomérase (Valenzuela et al, 2002) et une sensibilité accrue a ’AICD
(Borthwick et al, 2000). L’expression de CD57 sur les cellules T CD8" est, quant a
elle, également associée a une incapacité a proliférer (Brenchley et al, 2003) et une

susceptibilité accrue a 1’apoptose (Papagno et al, 2004).

Ce phénomene de sénescence peut aussi s’observer chez des individus
relativement jeunes et infectés par le VIH-1. L accumulation de cellules T CD4" et
T CD8" hautement différenciées, qui ont perdu I’expression de CD28 et qui ont
gagné I’expression de CD57, est importante chez les individus en phase chronique
de l’infection par le VIH-1 (Appay et al, 2002a, 2002b; Brenchley et al, 2003;
Papagno et al, 2004; Palmer et al, 2005). En effet, les cellules spécifiques du VIH-
1, étant stimulées de facon répétée par le virus, deviennent sénescentes de fagon
prématurée. Les cellules de haute affinité semblent étre particulierement sensibles
a ce phénomene et la perte de telles cellules pourrait jouer un rdle important dans

la progression de la maladie (Almeida et al, 2007).
Exhaustion des cellules T spécifiques du VIH-1
Dans les trois derniéres années, un certain nombre de voies de signalisation

ont ét¢ impliquées dans 1’exhaustion des cellules T spécifiques de I’antigéne dans

un contexte d’infection virale persistante.
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Exhaustion et PD-1

Dans une cellule T, I’interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide
est modulée par des co-récepteurs appartenant notamment a la famille B7/CD28.
La balance entre 1’expression relative de molécules stimulatrices et de molécules
inhibitrices va déterminer le type de réponse induite. L’exemple classique de
molécule stimulatrice est le co-récepteur CD28 qui s’associe avec les molécules
B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) et induit par la suite la prolifération et la production
de cytokines (comme I’IL-2) par la cellule activée (Bretscher, 1999). Les
molécules inhibitrices comprennent entre autres les récepteurs CTLA-4 (Cytotoxic
T Lymphocyte Antigen-4) et PD-1 (Programmed Death-1) (Greenwald et al,
2005).

L’expression de PD-1 est induite sur les lymphocytes T CD4" et T CDS",
les lymphocytes B et les monocytes. PD-1 a deux ligands :

- PD-L1 dont I’expression est constitutive sur les lymphocytes B, les DC, les
M® et les cellules T. Son expression sur ces cellules est augmentée apres
activation. PD-L1 est aussi exprimé sur des cellules non-hématopoiétiques
comme, notamment, les cellules endothéliales vasculaires, les cellules
gliales, les kératinocytes (Greenwald et al, 2005). Lors de réactions
inflammatoires dues a une infection ou un rejet de greffe, PD-L1 est trés
fortement surexprimé (Koga et al, 2004; Miihlbauer et al, 2006).

- PD-L2 dont I’expression est inductible uniquement sur les DC et les M®

(Greenwald et al, 2005).

L’engagement de PD-1 avec son ligand PD-L1, suite a I’activation du
TCR, a pour conséquence le recrutement des phosphatases SHP-1 et SHP-2. Ces
phosphatases déphosphorylent les molécules impliquées dans la voie proximale de
signalisation du TCR (ZAP-70, PKCO et CD3C ) et atténuent ainsi le signal du
TCR et de CD28 (Greenwald et al, 2005) .
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De facon intéressante, PD-L1 et PD-L2 sont exprimés par des tumeurs et
favoriseraient ainsi 1’échappement de la tumeur a la réponse immunitaire
(Thompson et al, 2004). L’importance de cette voie dans la tolérance est
démontrée par le fait que les souris knock-out pour la protéine PD-1 développent

des maladies autoimmunes (Nishimura et al, 1999).

L’importance de la voie de signalisation PD-1/PD-L1 dans les infections
chroniques a ét¢ démontrée par I’équipe de Rafi Ahmed qui a observé que les
cellules T CD8" dans le modéle d’infection chronique LCMV (lymphocytic
choriomeningitis virus) surexpriment la protéine PD-1 (Barber et al, 2006). Cette
surexpression de PD-1 est due a une stimulation chronique des cellules T par les
antigeénes viraux (Mueller et al, 2009). Finalement, bloquer I’interaction de PD-1
avec son ligand PD-L1 restaure la fonction des cellules T CD8" et permet le

contrdle de la charge virale (Barber et al, 2006).

Plusieurs études, dont une réalisée au laboratoire, ont mis en évidence le
role de PD-1 dans 1’exhaustion des cellules T CDS" spécifiques du VIH-1 (Day et
al, 2006; Petrovas et al, 2006; Trautmann et al, 2006). Les cellules T CD8"
spécifiques du VIH-1 surexpriment la protéine PD-1. Cette surexpression de PD-1
correle avec la charge virale. Les cellules qui ont des forts niveaux d’expression de
PD-1 ont un défaut de prolifération et de sécrétion de cytokines. De plus, elles ont
un phénotype effecteur/effecteur mémoire avec des faibles niveaux d’expression
de CD28, de perforine, de CCR7 et de CD127. Ce phénotype suggere que les
cellules sont trés peu fonctionnelles. Petrovas et al ont aussi montré que les
cellules T CD8" spécifiques du VIH-1 et exprimant PD-1 sont plus susceptibles a
I’apoptose. Par ailleurs, dans le contexte de I’infection résolue avec VV, les
cellules expriment peu ou pas de PD-1. Dans les infections chroniques avec CMV
et EBV, les cellules spécifiques de ces virus expriment des niveaux intermédiaires
de PD-1. Comme montré dans le modéle LCMV, ceci suggere que le niveau de
PD-1 exprimé par les cellules spécifiques du virus est li¢ au controle de la

réplication virale. Le fait que les patients sous traitement antirétroviral voient leur
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niveau de PD-1 sur les cellules T CDS8" spécifiques du virus diminuer va
¢galement dans le sens d’une expression de PD-1 liée au virus. Finalement, en
bloquant I’interaction de PD-1 avec PD-L1, les cellules T CD8" spécifiques du
VIH-1 récuperent leur capacité de proliférer et de produire de I’IFN-y, du TNF-a

et du granzyme B.

PD-1 est aussi impliqué dans la dysfonction des cellules T CD4"
spécifiques du VIH-1 (Day et al, 2006; D’Souza et al, 2007). Les cellules T CD4"
spécifiques du virus ont des niveaux plus ¢élevés de PD-1, et bloquer la voie de

signalisation PD-1/PD-L1 restaure leur capacité de proliférer.

Il est également intéressant de noter que I’expression de PD-L1 est
augmentée chez les patients infectés par le VIH-1 et que les niveaux de PD-L1

correlent avec la charge virale (Trabattoni et al, 2003).

Exhaustion et CTLA-4

CTLA-4 est un récepteur de la famille CD28 qui posséde un motif
inhibiteur. CTLA-4 interagit avec les mémes récepteurs que CD28, c’est-a-dire les
co-récepteurs CD80 et CDS86, ces derniers étant exprimés sur les cellules
présentatrices d’antigeénes. Par ailleurs, CTLA-4 a une affinité pour CD80 et CD86
qui est beaucoup plus grande que celle de CD28 pour ces deux mémes ligands.
CTLA-4 délivre donc un signal négatif a la cellule en entrant en compétition avec
le récepteur de co-stimulation CD28. CTLA-4 réduit ainsi 1’activation de la cellule
T en en diminuant la production d’IL-2 et la prolifération (Chen, 2004; Greenwald

et al, 2005).

Il a ét¢ montré que CTLA-4 jouait un role dans les réponses cellulaires T
anti-tumorales. Chez les patients atteints de cancer, une thérapie systémique avec
un anticorps bloquant CTLA-4, a été associée a une régression de la tumeur mais

aussi a des effets secondaires séveéres comme une inflammation systémique,
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incluant colite et une hypophysite autoimmune (Hodi et al, 2003; Phan et al,

2003).

Dans le modéle d’infection chronique par LCMYV, les cellules T CD8" ont
des niveaux élevés d’ARN messager codant pour CTLA-4. Toutefois, bloquer
CTLA-4 dans I’infection chronique par LCMV ne restaure pas significativement la
fonction des cellules T CD8" et ne permet pas la diminution de la charge virale
(Barber et al, 2006). Bloquer CTLA-4 en phase aigué de I’infection par LCMV n’a
pas plus d’impact (Homann et al, 2006).

Dans I’infection par le VIH-1, il a été montré que I’expression de CTLA-4
était augmentée sur les cellules T CD4" spécifiques du VIH-1 et ce aussi bien en
primo-infection qu’en phase chronique de I’infection (Kaufmann et al, 2007). Le
niveau d’expression de CTLA-4 corréle avec la progression de la maladie. De
plus, le blocage in vitro de CTLA-4 permet d’augmenter la production de
cytokines et la prolifération de ces cellules. CTLA-4 n’est pas augmenté sur les
cellules T CD8" spécifiques du VIH-1 (Kaufmann et al, 2007). Ceci souligne le
fait qu’il existe des différences significatives dans les mécanismes d’exhaustion
des cellules T CD4" et T CD8". Cependant, le blocage in vivo de CTLA-4 dans
I’infection chronique par le SIV augmente a la fois les réponses T CDS" et T CD4"

(Hryniewicz et al, 20006).

Exhaustion et CD27

CD27 est un membre de la famille TNF (Tumor Necrosis factor) qui
module les réponses lymphocytaire T et B quand il est engagé par son ligand, le
récepteur CD70. CD27 active la voie de signalisation NF-kB et induit la survie, la
prolifération et les fonctions effectrices des cellules T (Akiba et al, 1998; Hendriks
et al, 2000, 2003). L’expression de son récepteur CD70 est hautement régulée.
CD70 est exprimé de fagon transitoire sur les cellules T et B activées ainsi que sur

certaines DC, dépendamment de la fagon dont elles se différencient et dont elles
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maturent (Borst et al, 2005). La stimulation chronique de CD70, dans une souris
transgénique CD70, conduit & une exhaustion du pool de cellules naives et une

déplétion des cellules T dans les ganglions lymphatiques (Tesselaar et al, 2003).

Dans le modele d’infection chronique par LCMV, bloquer I’interaction de
CD27 avec CD70 — en utilisant un anticorps bloquant ou en infectant des souris
knock-out pour CD27 — permet de mettre en place une réponse avec des anticorps

neutralisants qui parvient a controler I’infection (Matter et al, 2006).

Dans I’infection par le VIH-1, il a ét¢ montré que CD70 est exprimé de
fagon prolongée sur les cellules T et B (Hazenberg et al, 2003; De Milito et al,
2004). Il serait donc intéressant de voir 1’effet, notamment sur la fonction des
cellules T, de bloquer I’interaction de CD27 avec son ligand sur le controle de la

charge virale et la progression de I’infection par le VIH-1.

Exhaustion et I1L-10

L’interleukine 10 (IL-10) est une cytokine qui est impliquée dans la
différenciation Th1/Th2 des cellules T. Les souris knock-out pour I’IL-10
développent des réponses majoritairement Th1l. L’IL-10 inhibe (1) la production
de cytokines pro-inflammatoires par les M®, (2) la présentation antigénique par
les DC en altérant leur maturation, (3) la production de cytokines Thl par les
cellules T, et finalement (4) la prolifération des cellules T spécifiques de I’antigene

(Fiorentino et al, 1991; Mosmann et Moore, 1991; McBride et al, 2002).

Deux études, réalisées dans le modele murin LCMV, mettent en relief le
role de I’'IL-10 dans les infections chroniques (Ejrnaes et al, 2006; Brooks et al,
2006). En utilisant un anticorps bloquant anti-IL-10R, I’infection persistante par le
LCMYV est résolue. De plus, bloquer I’IL-10 en complément de 1’administration
d’un vaccin thérapeutique, potentialise la réponse induite par le vaccin et permet

un meilleur contréle de I’infection par LCMV (Brooks et al, 2008a).
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Dans l’infection chronique par le VIH-1, il a été montré que les DC
infectées par le virus produisent de I'[L-10 (Granelli-Piperno et al, 2004). Ces
travaux suggerent qu’utiliser un anticorps anti-IL10-R dans I’infection par le VIH-

1 pourrait peut-&tre permettre de controler la charge virale.

1.5. Conclusion

Bien que les traitements antirétroviraux aient considérablement amélioré le
pronostic chez les individus infectés par le VIH-1, les tentatives de générer une
réponse immunitaire efficace chez ces patients ont jusqu’a aujourd’hui échoué. I1
est maintenant largement accepté que 1’hyperactivation du systéme immunitaire
conduit a la progression de I’infection par le VIH-1 méme si les mécanismes qui
lient hyperactivation avec déficience immunitaire sont loin d’étre complétement
¢lucidés. Des progres certains ont été faits dans la compréhension de 1’exhaustion
des cellules T lors de la persistance de 1’antigéne. Le fait que certaines molécules
comme PD-1 et CTLA-4 aient été clairement impliquées dans I’exhaustion des
cellules T spécifiques du VIH-1 permet d’entrevoir des thérapies qui permettront
de restaurer I’activation de ces cellules. Comprendre I’immunopathogénése de
I’infection par le VIH-1 est donc essentiel pour développer de nouvelles stratégies

thérapeutiques, améliorer les thérapies déja existantes et concevoir un vaccin.
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Chapitre3  PD-1, a marker for the breakdown of naive/memory T cell
subset homeostasis in HIV-1 infection.
Gaélle Breton, Nicolas Chomont, Catherine Riou, Mohamed-Rachid Boulassel,

Jean-Pierre Routy, Bader Yassine-Diab, Rafick-Pierre Sékaly.

Justification

L’infection par le VIH-1 est caractérisée par une déplétion progressive des cellules
T CD4" ainsi que par un dysfonctionnement des cellules T qui, en I’absence de
traitements anti-rétroviraux, conduit inéluctablement a la progression de la maladie
vers le stade SIDA. Certains des mécanismes impliqués dans ce dysfonctionnement
de la réponse cellulaire T ont été €lucidés et ont révélé un role important de la

molécule PD-1 dans 1’exhaustion des cellules T en phase chronique de I’infection.

Une découverte faite chez la souris

La premiere étude mettant en relief le role de PD-1 dans la dysfonction des
cellules T lors d’infections chroniques a ét¢ menée par I’équipe de Rafi Ahmed
(Barber et al, 2006). Rafi Ahmed, qui s’attache depuis toujours a définir les
réponses cellulaires T antivirales, a beaucoup travaillé sur le modéle murin
LCMV. C’est un modele particuliérement intéressant car il existe deux souches de
virus : la souche Armstrong qui provoque une infection aigue et la souche clone 13
qui elle conduit a la persistance du virus et donc a une infection chronique. Dans
une étude antérieure, Rafi Ahmed et son équipe avaient montré que la persistance
de I’infection LCMV était due a la dysfonction des cellules T CD8" et T CD4"
(Zajac et al, 1998). A 1’¢re de la génomique, c’est tout naturellement qu’ils ont
comparé le profil de génes exprimés par les cellules T CD8" lors d’une infection
LCMV résolue ou lors d’une infection chronique. La découverte la plus frappante
qu’ils ont fait est que les cellules dysfonctionnelles expriment des hauts niveaux de
PD-1. Ils ont par la suite bloqué I’interaction de PD-1 avec son ligand PD-L1 lors
de I'infection LCMV et ont montré qu’ils pouvaient restaurer la fonction de ces

cellules dysfonctionnelles et contrdler la charge virale.
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PD-1 et dysfonction des cellules T en phase chronique de l’infection par le VIH-1

Suite a la divulgation de ces résultats, des membres du laboratoire ainsi que les
équipes de Bruce Walker et Rick Koup ont évalué le role de PD-1 dans la
dysfonction des cellules spécifiques du VIH-1 chez des individus chroniquement
infectés (Day et al, 2006; Petrovas et al, 2006; Trautmann et al, 2006). Ils ont
montré, de fagon conjointe, que les cellules T CDS8" spécifiques du VIH-1
expriment de forts niveaux de PD-1. Cette surexpression de PD-1 correle avec les
marqueurs de progression de la maladie (i.e. charge virale et compte CD4) ainsi
qu’un défaut de prolifération et de sécrétion de cytokines des cellules T CDS"
spécifiques du VIH-1 (valable également pour les cellules T CD4"). En bloquant
I’interaction de PD-1 avec son ligand, ils ont pu rétablir in vitro la capacité de ces
cellules a proliférer et sécréter des cytokines. De facon intéressante, ces équipes

ont également montré que I’expression de PD-1 était non seulement augmentée sur

les cellules spécifiques du VIH-1 mais aussi sur les cellules T totales.

Hypothése et objectifs de recherche

Ces études, les premicres a mettre en évidence le role de PD-1 dans 1’exhaustion
des cellules T chez les patients chroniquement infectés par le VIH-1, n’ont
cependant pas adressé la question suivante : quels sont les niveaux de PD-1 en

phase aigué de I'infection par le VIH-1?

Hypothése : en phase aigué de ’infection par le VIH-1, des niveaux élevés de PD-

1 sur les cellules T CD4" et T CD8" ne reflétent pas une exhaustion fonctionnelle.

Notre objectif premier est d’examiner les niveaux d’expression de PD-1 sur les
cellules T CD4" et T CD8" au cours de I’infection par le VIH-1. Nous avons donc
conduit une étude cross-sectionnelle dans laquelle nous avons mesuré 1’expression
de PD-1 sur les cellules T CD4" et T CD8" de 4 types de patients : des patients en
primo-infection, des patients en phase chronique de I’infection, des individus sous

thérapie anti-rétrovirale et des donneurs sains.
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Afin d’avoir une compréhension plus exhaustive du réle de PD-1 dans
I’immunopathogénése du VIH-1, 1’étude présentée dans le chapitre 3 évalue plus
précisément :
- objectif 1 : quelles sont les sous-populations naive/mémoires T CD4" et T
CDS8" affectées par 1’expression de PD-1 au cours de I’infection
- objectif 2: quel est I’'impact de I’expression de PD-1 sur le niveau de
différenciation (mesuré par 1’expression de CD28 et CD57) et la fonction
(mesuré par I’expression de Ki67) des sous-populations T CD4" et T CD8"

qui expriment PD-1 au cours de I’infection.

Contributions des auteurs

G.B. a congut et fait toutes les expériences, analysé¢ et interprété les données,
préparé les figures et écrit le manuscript. N.C. a participé aux expériences et a la
préparation des figures et a fait toutes les analyses statistiques. B.Y.D. and C.R.
ont participé a I’analyse des données. M.R.B. and J.-P.R. ont fourni les

¢échantillons de patients. R.-P.S. a supervisé le projet.

Chapitre 4  Generation of a flexible expression system for human MHC
class IT tetrameric complexes and detection of antigen-specific CD4" T cells
Gaélle Breton, Bader Yassine-Diab, Souheil-Antoine Younes, Alain R. Dumont

and Rafick-Pierre Sékaly.

Justification

Afin de caractériser les cellules T CD4" spécifiques du VIH-1 au cours de
I’infection (i.e. infection initiale et infection chronique), et de plus
particulierement suivre les niveaux de PD-1 de clones spécifiques du virus, nous
avons besoin d’un outil permettant de détecter les cellules T CD4" spécifiques

d’un antigene donné.
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Une multitude d’essais est a notre disposition pour identifier les cellules T
spécifiques d’un antigéne. C’est par exemple la détection des cytokines sécrétées
par les cellules T spécifiques d’un antigéne suite a la stimulation ex-vivo par
I’antigéne d’intérét. Plusieurs méthodes permettent cette détection de cytokines
bien que comportant des inconvénients : c’est ’impossibilité de caractériser les
cellules qui répondent dans le cas de ’ELISA ou de ’ELISPOT, I’obligation de
fixer et perméabiliser les cellules dans le cas de la coloration intracellulaire ou
encore la sensibilité réduite des essais de capture des cytokines. Toutefois, toutes
ces techniques sont basées sur le fait que les cellules sont fonctionnelles et ne
permettent donc pas la détection des cellules spécifiques qui ne répondent pas a

I’antigene, ce qui est le cas des cellules exprimant des hauts niveaux de PD-1.

La détection directe des cellules T spécifiques d’un antigéne avec les tétrameres de
CMH a révolutionné notre fagon d’analyser les réponses cellulaires T et a permis
d’en réévaluer I’ampleur. La technique des tétrameéres est basée sur le fait qu’un
TCR reconnait un peptide dont il est spécifique dans le contexte d’une molécule de
CMH. Une molécule de CMH recombinante couplée a un fluorochrome peut alors
servir de sonde pour détecter une cellule spécifique d’un antigéne. Du fait de la
faible affinité et de la constante de dissociation (Kog) rapide du complexe
CMH/peptide pour le TCR, il s’est avéré impossible de détecter des cellules T en
utilisant un monomere soluble de CMH/peptide (Boniface et al, 1998; Davis et al,
1998; Cochran et al, 2000). Afin de contourner ce probléme, les monomeéres de
CMH/peptide ont ét¢ multimérisés — dans ce cas précis tétramérisés - afin d’en

accroitre 1’avidité pour le TCR.

Le protocole standard pour préparer des tétraméres de CMH/peptide est tout
d’abord la production de molécules solubles recombinantes de CMH de classe I ou
IT chargées avec un antigéne spécifique. Ces monomeres sont par la suite
biotinylés sur un site de biotinylation introduit sur une des chaines du CMH. Les
molécules biotinylées sont alors incubées avec de la streptavidine couplée a un

fluorochrome pour produire des tétrameres. Les tétrameres ainsi générés peuvent
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étre utilisés pour isoler des cellules spécifiques d’un antigéne ou bien incorporés
dans un cocktail d’anticorps afin de faire des analyses phénotypiques sophistiquées

et multiparamétriques sur des cellules spécifiques d’un antigéne donné.

Altman et al. ont été les premiers a générer des complexes tétramériques, en
I’occurrence des tétrameres de classe I (Altman et al, 1996). La production des
tétrameres de CMH de classe I se fait traditionnellement chez E. coli, systéme qui
permet de produire des grandes quantités de protéines pures. Les tétraméres de
classe I sont maintenant utilisés de fagon fréquente dans les études portant sur les

cellules T CD8" spécifiques d’un antigéne.

L’utilisation des tétrameres de CMH de classe II est beaucoup plus confidentielle
que celle des tétrameres de CMH de classe I et ce pour plusieurs raisons. Ce sont,
entre autres, (1) la difficulté de produire des molécules de CMH de classe 11, (2) le
grand polymorphisme du CMH de classe II ainsi que I’absence d’all¢les
prévalents, (3) la faible affinit¢ du complexe CMH/peptide pour le TCR et enfin
(4) la faible fréquence des cellules T CD4" spécifiques de I’antigéne.

Hypothése et objectifs de recherche

Afin de disséquer la réponse T CD4" spécifique du VIH-1 et d’en comprendre le
role dans la progression de la maladie, nous voulons détecter, quantifier et

caractériser phénotypiquement et fonctionnellement le répertoire T CD4".

Hypothése : en phase aigué de D’infection par le VIH-1, les cellules T CD4"
spécifiques du virus expriment des hauts niveaux de PD-1 et sont fonctionnelles;
en phase chronique de I’infection par le VIH-1, les cellules T CD4" spécifiques du

virus ont des niveaux élevés de PD-1 et sont non fonctionnelles.

Notre objectif premier est donc de générer des tétrameres de CMH de classe II afin

de détecter, quantifier et caractériser les cellules T CD4" spécifiques du VIH-1 au
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cours de I’infection. Dans le chapitre 4, nous présentons une méthode originale,

dont chaque étape est controlée par un test de qualité, pour produire de telles

protéines solubles:

Nous produisons des molécules de CMH de classe II liant de facon
covalente le peptide antigénique - méthode optimisée par le groupe de John
Kappler (Kozono et al, 1994)- ce qui nous permet de produire avec un bon
rendement des molécules correctement structurée et contenant le peptide
d’intérét.

Nous avons choisi de produire nos tétrameres dans des cellules d’insectes
S2, un systeme qui s’est montré efficace pour la synthése de monomeres de
CMH de classe II.

Nous avons jusqu’a présent produit les molécules HLA-DRB1*0101,
HLA-DRB1*0401 et HLA-DRB1*0701. Ces 3 all¢les nous permettent de
couvrir environ 20% des individus de la population canadienne et surtout
sont particuliérement relevants dans un certain nombre de pathologie dont
les antigénes sont décrits (Mallone et Nepom, 2004). Cependant, nous
avons généré un plasmide extrémement versatile et nous pouvons donc
produire tout nouvel alléle en combinaison avec n’importe quel peptide en
une simple digestion.

Nous avons testé Iefficacité et la spécificit¢ du tétramére HLA-
DRB1*0101 liant le peptide HA3p6.313 sur une lignée générée a partir de
PBMC d’un individu HLA-DRI1.
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Abstract

Chronic activation of T cells is a hallmark of HIV-1 infection and plays an
important role in disease progression. Recent studies have demonstrated that the
up regulation of the inhibitory receptor PD-1 on virus-specific CD4" and CD8" T
cells and its interaction with its ligands provides a mechanism that leads to their
functional exhaustion. PD-1 is also up regulated on total T cells. Little is known
about the impact of PD-1 expression on the turnover and maturation status of the
PD-1 expressing cells during the course of the disease. In this manuscript, we
clearly show that, in HIV-1 infected individuals, PD-1 is up regulated on all T cell
subsets including naive, central memory and transitional memory T cells. During
the acute phase of the disease, levels of PD-1 on total CD4" T cell subsets are
comparable to those observed during chronic infection. In contrast, PD-1 is
expressed at significantly lower levels on total CD8" T cell subsets from acutely
infected subjects when compared to chronically infected individuals. Moreover,
this PD-1 expression is associated to perturbations in the distribution of naive and
memory T cells subsets during the course of the disease. Most PD-1" cells also
express Ki67, a marker that identifies cells undergoing high levels of turnover. The
augmented PD-1 expression levels on CD8" T cells observed during the transition
from the acute to the chronic phase of the infection are associated with reduced
levels of in vivo cell proliferation suggesting that PD-1 may be responsible for the
loss of CD8" T cell in vivo clonal expansion. In contrast PD-1" CD4" T cells
encompass a significant proportion of Ki67" cells confirming the high turnover of
this subset. Altogether, our data clearly show that expression of PD-1 depicts the T
cell subsets, which are the most affected by hyperimmune activation and suggest a

role for PD-1 in this defect.
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Introduction

HIV-1 infection leads to the progressive depletion of CD4" T cells and to
the dysfunction of the cellular arm of the immune response. A number of
mechanisms have been put forward to explain the depletion of the CD4
compartment including cytopathic effect of the virus, reduced de novo production
of T cells and killing of infected cells by HIV-1 specific CD8" T cells (1, 2). The
impairment of the cellular immune response has been attributed, not only to the
lack of CD4 help, but also to viral persistence; the constant emergence of new
HIV-1 variants leads to a state of chronic activation that results in increased
cellular turnover and immune dysfunction (3, 4). An alternative model to viral
persistence has recently been proposed and shows that the massive depletion of
CD4" T cells by HIV-1 in mucosal lymphoid tissue can result in the disruption of
the mucosal barrier in the gut leading to the release of commensal bacteria in the
systemic immune system and, consequently to the chronic stimulation of immune
cells by microbial products (5).

This persistent mobilization of the immune system creates a state of
hyperactivation which is characterized by (i) high level of activated CD4" and
CD8" T cells that over express markers including HLA-DR, CD38 and the nuclear
antigen Ki67 (6-10) (ii) increased susceptibility to activation induced cell death
(11) (iii) increased levels of inflammatory cytokines (12) (iv) accumulation of
highly differentiated CD4 " and CD8" T cells as shown by the loss of expression of
the CD28 costimulatory molecule and the increased levels of CD57 expression
(13-15). Hyperimmune activation is now widely accepted as an important factor in
the pathogenesis of HIV-1 and is even a better predictor of HIV-1 disease
progression than viral replication (10, 16-18). Studies carried out in African Green
monkeys and Sooty Mangabeys, the natural hosts of SIV, which survive SIV
infection despite high levels of virus, support this hypothesis; indeed these
monkeys are characterized by low immune activation. In striking contrast, Rhesus
macaques show persistent SIV replication and resultant high viral loads that is

associated with high levels of immune activation and progression to AIDS (19-22).
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T cell homeostasis is also affected during HIV-1 infection (For review see
4, 23, 24). Excluding the depletion of mature CD4" T cells by direct cytopathic
effect of the virus or killing of the infected cells, several mechanisms have been
proposed to explain HIV-1 induced perturbation of the T cell compartment. A
reduced de novo production of naive T cells is observed due to decreased
proliferation capacity of thymocytes (25, 26) and disruption of lymph node
architecture (27). Chronic immune activation results in a constant recruitment of T
cells from the naive and central memory pools into the effector pool (28) as well
as a reduced expression of CD127, particularly within the central memory subset,
that affects their self-renewing capacity (29, 30). Survival of memory T cells in
HIV-1 infection is also impaired, those cells having decreased phosphorylation of
FOXO3a which make them more susceptible to apoptosis (31). All these
perturbations result in the disruption of T cell homeostasis leading to disease
progression.

Recently, the increased levels of expression of Programmed death-1 (PD-1)
molecules on antigen-specific T cells, including HIV-1 specific T cells, has been
described to provide a signature of functional T cell exhaustion. Indeed, the PD-
1/PD-L1 pathway plays a significant role in the regulation of the immune response
(32). PD-1, a T cell activation marker, is up regulated upon TCR triggering and
accumulates at the immunological synapse (33). Upon engagement by its ligand
PD-L1, PD-1 delivers an inhibitory signal that blocks further TCR-induced T cell
proliferation and cytokine production (34, 35). In a typical acute viral infection,
this mechanism constitutes a feedback loop that limits the increase in absolute
numbers of effector cells during the expansion phase of the immune response.
However, under conditions of chronic antigen exposure, this pathway impairs the
responsiveness of T cells, ultimately leading to the exhaustion of these cells. Some
studies, based on early findings in LCMV chronically infected mice (36), have
shown that, during chronic HIV-1 infection, PD-1 expression on HIV-1 specific T
cells correlates with viral load and that blocking PD-1 signaling using antibodies

restore T-cell effector functions in vitro (37-41). In addition, in vivo PD-1
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blockade in chronic SIV infection restored CD8" T cell function, which resulted in
reduced viral load levels and enhanced survival of SIV-infected macaques (42).

Interestingly, our group and others have shown that levels of PD-1 during
chronic HIV-1 infection are not only up regulated on virus-specific T cells but also
on the total pool of CD4" and CD8" T cells. However, little is known as to whether
levels of expression of PD-1 are selectively increased on specific subsets of CD4"
or CD8" T cells and whether this occurs only at a specific stage of the disease. To
gain further insights into mechanisms underlying T cell exhaustion and disease
progression, we have studied the interplay between PD-1 expression, T cell
differentiation and T cell activation - as monitored by Ki67, CD28 and CD57
expression - during HIV-1 infection, focusing particularly on the transition from
acute to chronic infection. A cross-sectional analysis of PD-1 expression in total
ex-vivo CD4" and CD8" T cell subsets from 51 individuals was performed in
healthy subjects and in subjects at all stage of disease including subjects
undergoing HAART: we found that PD-1 was up regulated on all subsets of CD4"
and CD8" T cells, including naive T cells, and at all stages of HIV-1 infection.
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Materials and methods

Study population

Thirteen chronically HIV-1 infected patients, 8 patients with acute HIV-1
infection, 15 HAART treated HIV-1 positive patients and 15 HIV-1 seronegative
control individuals were enrolled in this cross-sectional study. A summary of the
patient clinical data is shown in Table 1 (Supplementary data 1). None of the HIV-
1 chronically and acutely infected patients were on antiretroviral therapy at the
time of this study. The following guidelines proposed by the Acute HIV Infection
and Early Disease Research Program sponsored by the National Institutes of
Allergy and Infectious Disease Division of AIDS (Bethesda, Maryland) were used
to estimate the date of infection: 1) the date of the first positive HIV RNA test or
p24 Ag assay available on the same day as a negative standard HIV enzyme
immunoassay test minus 14 days; 2) the date of onset of symptoms of an acute
retroviral syndrome minus 14 days; 3) the date of the first indeterminate Western
blot minus 35 days; 4) the detuned assay (as already described in reference 43).
All patients signed informed consent approved by the Royal Victoria Hospital and
CR-CHUM review boards.

Preparation of PBMCs
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from heparinised
blood by density gradient centrifugation (Ficoll-Paque™) and cryopreserved in

liquid nitrogen.

Antibodies and flow cytometry

The following antibodies were purchased from BD Biosciences: anti- CD3-A700
(UCHT1), anti-CD4-PB (RPA-T4), anti-CD8-PE-TR (MHCDO0817), anti-CD28-
PE-Cy5 (CD28.2), anti-CD45RA-APC (HI100), anti-CCR7-PE-Cy7 (3D12), anti-
CD27-APC-Cy7, anti-PD-1-PE (MIH4), anti-CD57-FITC (HNK-1) and anti-Ki67-
FITC (B56). Cells from donors were all simultaneously stained with two 9-color

11-parameter staining cocktails (Cocktail 1: CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7,
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CD27, CD28, PD-1 and CD57; cocktail 2: CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7,
CD27, CD28, PD-1 and Ki67). FACS staining was performed on ex-vivo whole
PBMC. Titrated antibodies were added to 2 million cells in 50ul of PBS for 20
minutes at 4°C. Intracellular staining for Ki67 was conducted by incubating cells
stained for cell surface markers with FACS permeabilizing solution (BD
Biosciences) for 20 minutes at room temperature. Cells were then stained in
permeabilization buffer (PBS containing 0,05% saponin) with Ki67 antibody or
isotype control for 30 minutes at room temperature. Washed cells were fixed in
2% formaldehyde and stored at 4°C until flow cytometry analysis. Flow cytometry
was performed using a LSR II flow cytometer (BD Biosciences). The whole
sample was acquired and the lymphocytes were gated for further analysis, as

described in figure 1a, using Diva 4.1 software (BD Biosciences).

Statistical analysis
Correlations were performed by Wilcoxon matched pairs test and statistical
significances were performed by Mann-Whitney U test using Prism 3.0 software

(GraphPad).
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Results

Acute and chronic HIV-1 infections are associated with abnormal distribution of T
cell subsets

Previous reports have shown that HIV-1 infection and disease progression were
associated with significant perturbations in T cell homoeostasis and cellular
turnover (For review see 4, 23, 24). Experiments were performed to monitor the
impact of such cellular turnover on memory T cell persistence. We first
investigated the distribution of CD4" and CD8" T cell subsets at different stages of
the disease (Figure 1b). A cross-sectional analysis was performed in 4 groups of
individuals (13 chronically HIV-1 infected, 8 acutely HIV-1 infected, 15 HAART
treated subjects and 15 healthy donors) using multiparametric flow cytometry. The
combined use of the CD45RA, CCR7 and CD27 markers allowed us to identify
five phenotypically and functionally distinct populations in both CD4 and CD8
compartments: Naive (Tn: CD45RA", CD27", CCR7+), Central memory (Tewm:
CD45RA", CD27", CCR7";), Transitional memory (Try: CD45RA, CD27",
CCR?7), Effector memory (Tgy: CD45RA", CD27, CCR7) and Effector CDS" T
cells and Terminally differentiated CD4" T cells (Tg and Trp; CD45RA" CD27,
CCRY) (Figure 1a).

Acute HIV-1 infection was characterized by increased frequencies of CDS" Ty
and Tgm cells (p<0.0001 and p<0.05 respectively) concomitant to decreased
frequencies of CD8" Ty and Tey cells (p<0.0001 and p<0.001 respectively) when
compared to control donors. Of note, we observed a dramatic expansion of CD8"
Ttm cells during the acute phase of HIV-1 infection. In addition, increased
frequencies of CD4" Tgy cells (p<0.001) were also noted in acutely infected
patients when compared to healthy individuals. This shift towards a more
differentiated T cell phenotype observed in acute HIV-1 infection is likely to
reflect the priming of naive T cells and their subsequent differentiation into end
stage differentiated effector cells, a hallmark of acute viral infections (44).
Comparative analysis of the distribution of T cell memory subsets in acutely

infected individuals with patients recruited at a later stage of the disease showed a
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pattern of T cell distribution in chronic infection that was different from the one
observed during acute infection: although CD4" Tgy and CD8" Tey cells were
found at high frequencies in both acutely and chronically infected patients, the
transition from the acute to the chronic phase was accompanied by an increased
frequency of Ty in both compartments (p<0.05 for the CD4 compartment and
p<0.001 for the CD8 compartment), while CD4" Tcy, CD4" Try and CD8™ Ty
were less represented (p<0.05, p<0.05 and p<0.0001 respectively).

Moreover, our results confirmed previous findings showing a more differentiated
phenotype of CD4" and CD8" T cells in chronically infected subjects when
compared to HIV-1 negative donors with an under representation of Tcy cells in
favor of Tgy cells in both CD4 and CD8 T cell subsets (CD4" Teu: p<0.05; CDS”
Tem: p<0.0001; CD4" Tey: p<0.05; CD8" Tey: p<0.001), a signature of the global
T cell activation observed in chronic HIV-1 infection.

A similar analysis performed in aviremic successfully treated patients showed that
HAART treatment was able to restore the distribution of all memory CD4" T cell
subsets to the frequencies observed in healthy donors. However, HAART failed to
restore a normal CD8" T cell subsets frequencies, with a persisting disequilibrium
between Tem (p<0.05) and Tem (p<0.05) subsets, indicating that antiretroviral
treatment, even for a long period of time, did not fully restore the homeostasis of
CD8 subsets.

Altogether, our results indicate that HIV-1 infection leads to a disequilibrium of
CD4" and CD8" T cell homeostasis in both acutely and chronically infected
patients. More importantly, the distribution of most if not all T cell subsets in both
CD4 and CD8 compartments are affected. These differences while specific to each

disease stage were observed in acute and chronic infection.

HIV-1 infection is associated with increased PD-1 expression in naive and
memory T cell subsets

CD4" and CD8" T cells from HIV-1 infected patients have been shown to express
high levels of PD-1 molecule when compared to T cells from healthy donors (37-

39). Moreover, in murine models, acutely proliferating T cells up regulate PD-1
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levels and die (45). Therefore, we explored a possible role for PD-1 in the
homeostasis breakdown observed in HIV-1 infected patients. We assessed the
levels of expression of PD-1 in CD4" and CD8" T cell subsets from the 4 above
described groups of subjects (Figure 1c).

As shown in previous studies, we observed significantly higher levels of PD-1
expression on total CD4" and CD8" T cells in acute (p<0.0001 for CD4" T cells
and p<0.001 for CD8" T cells) and viremic (p<0.0001 for both subsets) patients
when compared to HIV-1 negative subjects (Supplementary data 2a). Of note, PD-
1 expression was increased on total CD8" T cells (p<0.05) but not on total CD4" T
cells during the transition from acute to chronic infection indicating that in acute
infection PD-1 already reached levels comparable to chronic infection in the CD4
but not in the CD8 compartment. The initiation of HAART led to a marked
decrease in levels of PD-1 expression in all T cell subsets from CD4" and CD8"
compartments; successfully treated patients displayed similar levels of expression
of this molecule to those observed in healthy donors (Supplementary data 2a).
Interestingly, comparison of the levels of PD-1 expression in CD4" T cells and
CD8" T cells in healthy individuals (p<0.0001) and chronically infected
individuals (p<0.05), but not in HIV-1 acutely infected and treated individuals,
showed a strong positive correlation suggesting that a common and general
mechanism such as T cell homeostasis could be responsible for this coordinate up
regulation of PD-1 in CD4 and CDS8 T cell compartments (Supplementary data
2b). This PD-1 up regulation does not correlate with time of infection in both CD4
and CD8 compartments (Supplementary data 3).

To investigate a possible role for those high levels of PD-1 expression in the
above-reported perturbations of homeostasis during HIV-1 infection, we analyzed
the levels of expression of this molecule on CD4 and CD8 memory T cell subsets
from the afore mentioned groups of infected and healthy subjects. Analysis of PD-
1 expression on T cell subsets from healthy individuals showed that PD-1 increase
as both CD4" and CD8" Ty subsets acquired the phenotype of more differentiated
Ttm, Tem and Top/TE subsets; this suggests that PD-1 expression constitutes not

only an activation marker but also a marker that correlate with a more
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differentiated phenotype of T cells (p<0.001 for CD4" Try, Teum and Trp subsets;
p<0.0001 for CD8" Ty, Tem subsets; p<0.001 for CD8" T subset; Supplementary
data 4).

We then compared PD-1 expression levels in T cell subsets from the 4 groups of
healthy and HIV-1 infected subjects (Figure 1c and Supplementary data 5). Acute
HIV-1 infection was characterized by a marked increase in the levels of PD-1
expression in all CD4" T cell subsets (p<0.0001 for Tx, Tem, Ttm, Ttp and
p<0.001 for Tgm subsets) while this up regulation was found exclusively in Ty
(p<0.001), Tem (p<0.001) and Trm (p<0.05) subsets in the CD8 compartment. In
contrast, the transition from acute to chronic infection was accompanied by
significant increased levels of PD-1 expression in all CD8" T cell subsets (p<0.05
for Tn, Tem and Tg subsets; p<0.001 for Tem subset; p<0.0001for Ttm); the levels
of PD-1 expression were even further augmented in the three CD8" T cell subsets
that already expressed PD-1 at high levels during acute infection. On the other
hand, PD-1 expression levels were comparable in all CD4" T cell subsets (with the
exception of the CD4 " Ty subset; p<0.05) when comparing acutely and chronically
infected patients, suggesting that PD-1 already reached its maximal level of
expression during the acute phase of the disease. Altogether, these results
suggested different kinetics for the up regulation of PD-1 in CD4 and CD8
compartments upon infection with HIV-1. PD-1 was already up regulated in all
memory CD4" T cell subsets from acutely infected patients and these heightened
levels of expression persisted throughout the chronic phase of the disease. In
contrast, the up regulation of PD-1 in CD8" T cells was small but significant
during acute infection and maximal levels of expression were observed at the latter
stages of infection.

To investigate the potency of HAART to reduce levels of PD-1 expression in
CD4" and CD8" T cells subsets, we then compared PD-1 MFI in T cells from
aviremic and healthy individuals. Our results showed that PD-1 remained up
regulated in the late differentiated CD4 subsets (p<0.05 for Tgm and p<0.001 for
Trp) and in the less differentiated CD8 subsets (p<0.001 for Ty and p<0.05 for

Tcm) even after long period of potent antiviral therapy.
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Taken together, our results show that (i) PD-1 is preferentially expressed by the
more differentiated CD4" and CDS8" memory T cell subsets (ii) HIV-1 infected
patients express higher level of PD-1 than healthy individuals on all naive/memory
subsets with the exception of late differentiated CD8" Tgy and T subsets (iii) PD-
1 expression is higher in all CD8 subsets during the chronic phase of the infection
when compared to the acute phase of the disease and (iv) treatment does restore
PD-1 expression to the levels observed in healthy donors in most but not all CD4

and CDS8 subsets.

PD-1 up regulation is not associated with increased T cell turnover

Ki67 expression has been used as a marker of T cell turnover, thereby reflecting
the level of immune activation in HIV-1 pathogenesis (6-10); as we showed that
PD-1 was associated to perturbations in the distribution of naive and memory T
cells subsets during the course of the disease, we extended our analysis to
determine the relationship between PD-1 up regulation and T cell turnover as
monitored by the expression of Ki67. We observed no correlation between PD-1
levels of expression and the percentage of Ki67 positive cells in both CD4 and
CD8 compartments in each of the afore mentioned groups of subjects (with an
exception for the successfully treated individuals in the CD4 compartment;
p<0.001) (Figure 2a). We next compared the frequencies of cells expressing Ki67
in total CD4" and CD8" T cells in each group of donors (Figure 2b). Strikingly, we
observed higher frequencies of Ki67 positive cells in the CD8 compartment as
compared to the CD4 compartment in both acutely and chronically infected
patients (15.9 vs. 3.5 % and 7.6 vs. 2.7 %, respectively). Frequencies of CD4"
Ki67" and CD8" Ki67" T cells were statistically increased in both acute and
chronic stages of the disease when compared to normal individual (p<0.0001). As
expected the percentage of Ki67 expressing cells in the CD8 population was
significantly increased in acutely infected patients when compared to individuals
with chronic HIV-1 infection (p<0.001), reflecting the massive CD8" T cell
response mounted by the immune system during primary HIV-1 infection required

to control the initial burst of viral replication.
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As shown in Figure 2c, the increased levels of Ki67 expression do not correlate
with the up regulation of PD-1 within the CD4 compartment for most if not all T
cell subsets in each groups of individuals. The same observations can be made
within the CD8 compartment. More interestingly, the values obtained from acute
and chronically infected patients did not cluster together, indicating a distinct
association between PD-1 and cell turnover in these two groups of patients within
the CD8 compartment. Moreover, we could not observe any differential clustering
between acutely and chronically infected individuals for the most differentiated
CD8" Tgum and Tg subsets suggesting that CD8" T cells from these subsets might
not up regulate PD-1 upon cell proliferation. Alternatively, CD8" Tgm and Tk cells
expressing high levels of PD-1 die prior to reaching these mature T cell
differentiation stages, which could explain the absence of cells expressing high
levels of PD-1 in these subsets as suggested by previous reports from Petrovas et
al. who showed that up regulation of PD-1 led to an increased sensitivity to
activation induced cell death (39).

We next measured Ki67 levels of expression in all CD4" and CD8" subsets (Figure
2d). All subsets, irrespective of the disease status, showed significantly higher
frequencies of Ki67 positive cells (p<0.0001 for all CD4" and CD8" subsets of
acutely and chronically infected patients). Comparison of chronically and acutely
infected patients showed that patients in acute infection displayed higher
frequencies of Ki67" cells when compared to viremic patients in the CD8 but not
in the CD4 compartment (p<0.001 for CD8" Ty and Tewm, p<0.05 for CD8" Trm
and Tgm). Interestingly, even Ty cells expressed high levels of Ki67 in HIV-1
infected patients (p<0.0001 for both chronically and acutely infected individuals in
comparison with healthy donors), more particularly in the acutely infected
subjects, indicating that homeostatic proliferation was significantly perturbed from
the earliest stages of HIV-1 infection. Frequencies of Ki67" cells remained
significantly higher in HAART treated aviremic patients when compared to
uninfected controls (p<0.05 for CD4" Ty, p<0.001 for CD4" Tcy, p<0.0001 for
CD4" Trm, Tem, and Trp cells; p<0.001 for CD8" Tey and Ty, p<0.0001 for

CDS8" Tgm and T cells) suggesting that the low level of viremia in treated patients
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could still contribute to significant perturbations in homeostatic proliferation or
suggesting proliferative expansion of T cells to recover normal T cell numbers
after massive T cell depletion.

As PD-1 was suggested to be both an activation and an exhaustion marker, we
next assessed the levels of expression of PD-1 on Ki67" versus Ki67 cells in total
CD4" and CDS" T cells (Figure 2e). Control donors as well as successfully treated
patients expressed similar levels of PD-1 on Ki67" cells and Ki67 cells in the CD4
compartment. CD4" Ki67" T cells expressed significant higher levels of PD-1 than
their Ki67" counterparts in both chronically (p<0.0001) and acutely (p<0.001)
HIV-1 infected individuals. This result confirmed that HIV-1 infection leads to the
turnover of CD4" T cells and to the subsequent up regulation of PD-1 expression
by activated CD4" T cells. Moreover, these Ki67" PD-1"¢" CD4" T cells were
found at similar frequencies during the acute (3,5 %) and chronic stages (2,8 %) of
the disease (Figure 2b) in spite of the different distributions of CD4" T cell subsets
observed between the two disease stages (Figure 1b). Altogether, our observations
indicated that a small pool (2-4 %) of proliferating Ki67" CD4" T cells present in
all CD4" T cells subsets were PD-1"" and were found at constant frequencies
throughout the disease progression. A similar analysis was performed on CD8" T
cells from HIV-1 infected individuals and yielded a completely different pattern.
First, we observed that CD8" Ki67 T cells from healthy individuals and
successfully treated subjects expressed similar or lower levels of PD-1 when
compared to CD8" Ki67 cells (Figure 2¢e). Lower levels of PD-1 expression were
also observed in Ki67" CD8" T cells from patients with acute infection (p<0.05),
suggesting that the modest increase in PD-1 expression observed early in infection
did not affect CD8" T cell proliferation, in agreement with the very high
frequencies of proliferating CD8" T cells observed during primary infection. In
sharp contrast with this observation, Ki67" CD8" T cells from chronically infected
patients showed higher levels of PD-1 when compared to non-proliferating CD8"
T cells (p<0.0001); increased PD-1 expression on Ki67" cells was accompanied by
a dramatic decrease in the frequency of proliferating CD8" T cells when compared

to acute HIV-1 infection (from 16% to 8%; p<0.001). This suggested that the high
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levels of PD-1 expression observed on Ki67" CDS8" T cells from chronically
infected patients were associated with reduced turnover whereas the increased but
low levels of PD-1 expression during acute infection did not affect the capacity of
CDS8" T cells to proliferate. Altogether, our results clearly established a dual role
for PD-1 as both activation and exhaustion marker in CDS8" T cells during acute
(activation marker) and chronic (exhaustion marker) HIV-1 infection with respect

to the different levels of expression of this receptor.

PD-1 over expression does not correlate with decreased CD28 expression, a
marker of progression to AIDS

CD28 plays a critical role in T cell activation as it enters the immunological
synapse and acts as a major costimulator of T cell receptor (46). CD28 loss of
expression has been correlated to HIV-1 disease progression (47). CD28 cells are
more differentiated (48). Hence, we explored a possible association between the
levels of PD-1 expression and the percentage of cells that had lost CD28 cell
surface expression. We observed that frequencies of CD28" cells did not correlated
with the up regulation of PD-1 expression in total CD4" and CD8" T cells (Figure
3a). As shown in Figure 3b, significant decreases in the frequencies of CD28" cells
were noted in total CD4" and CDS8" T cells from HIV-1 infected subjects when
compared to healthy donors. Loss of CD28 expressing cells in chronically and
acutely infected patients were highly significant in the CD8 compartment
(p<0.0001) and the CD4 compartment (p<0.001). Successfully treated patients
showed similar frequencies of CD28" cells when compared to healthy donors,
indicating that HAART initiation allowed CD4" and CD8" T cell to recover CD28
expression. Notably, the loss of CD28 expressing cells was very significant within
the CDS subset and to a lesser extent within the CD4 subset: percentages of CD8"
CD28" dropped to 50% in the viremic group whereas the decrease in CD4™ CD28"
percentage did not exceed 10% in the same group of patients. In addition, similar
frequencies of CD4" CD28" and CD8" CD28" T cells were observed in chronically

and acutely infected patients.
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As percentages of total CD4" and CD8" T cells expressing CD28 did not correlate
with levels of PD-1, we assessed percentage of CD28" cells and PD-1 expression
association in all naive/memory T cell subsets (Figure 3c). PD-1 and CD28
expression levels did not correlate in most, if not all, CD4 and CDS subsets in all
subjects. The lack of such correlation between PD-1 and CD28 expression within
the CD8" and CD4 " subpopulations could suggest that the loss of CD28 expression
could be regulated independently of PD-1.

We next assessed the percentages of CD28" cells in both CD4 and CDS
naive/memory subpopulations from the 4 groups of healthy and infected subjects
(Figure 3d). In healthy donors, loss of CD28 expression within the CD4" T cells
mainly encompassed the Tgvm and Trp subsets. When compared to control
individuals, chronically and acutely infected patients showed significantly lower
percentages of CD4" CD28" cells (Chronic individuals: p<0.05 for Tcy, p<0.001
for Trm, Tem, and Top; acute individuals: p<0.0001 for Ty, p<0.001 for Tgm,
p<0.05 for Ttp). Importantly, the loss of CD28 expression in CD4" T cells subsets
were similar in acutely and chronically infected patients, with the exception of
CD4" Tem cells (p<0.05). Strikingly, a drastic loss of CD8" CD28" T cells
occurred in all memory subsets during HIV-1 pathogenesis (p<0.0001 for Tcy,
Tm, Temand p<0.001 for Tg in both viremic and primary-infected patients). CD8"
Tn, Tem and Ty subsets of patients in acute HIV-1 infection were clearly more
susceptible to loss of CD28 expression than in chronically infected patients
(p<0.05 for all subsets). Frequencies of CD28" cells in aviremic treated patients
within the CD4" compartment were comparable to controls with the exception of
CD4" Tgy cells (p<0.001); in contrast those numbers never reached control values
in this group of patients in the CD8 compartment where differentiated subsets still
showed lower percentage of CD28" cells (p<0.001 for Ty, p<0.05 for Tgy and
Te). Altogether, these data show that CD8" and CD4" T cells acquire a more
differentiated phenotype, as monitored by CD28 expression, during the course of
HIV-1 infection. This decrease in percentage of CD28 expressing cells do not
correlate with PD-1 up regulation and was mainly attributed to differentiated

memory subsets in both the CD4 and CD8 compartments.



51

PD-1 up regulation is not correlated with increased CD57 expression, which is
associated with disease progression and CD28 down regulation

CD57 is a marker that has been correlated with a state of replicative senescence
(13). CD57 is expressed on terminally differentiated cells and increased numbers
of CDS57 expressing cells have been associated with progression of HIV-1 disease
and other persistent viral infections. No correlation between PD-1 expression and
frequencies of CD57" cells was observed in both the CD4 and CD8 compartment
and in each studied group of individuals (Figure 4a).

We then monitored the percentages of CD57" cells in total CD4" and CD8" T cells
from HIV-1 infected patients and seronegative subjects (Figure 4b). Frequencies
of CD57 expressing cells were higher in both CD4 and CD8 compartments from
acutely and chronically infected patients when compared to HIV-1 negative
controls (Acute patients: p<0.001 for CD4 and CD8 compartment; Chronic
patients: p<0.001 for CD4 and p<0.05 for CD8 compartment). Interestingly, no
statistically significant differences were observed when comparing the chronically
and acutely infected groups in both the CD4 and CDS8 subsets. Finally, treated
patients still showed an increased number of CD8" T cells expressing CD57,
indicating that the treatment did not allow a complete normalization (p<0.05).

The number of CD57" cells was not correlated with PD-1 up regulation in the
CD4" and CD8" T cell subsets (Figure 4c).

We next assessed the percentage of CD57 expressing cells encompassed in each
CD4 and CD8 subpopulations (Figure 4d). T cells start to express CD57 although
they have not reached late differentiated stages in chronically infected patients
when compared to healthy controls. In the CD4 compartment, except for Ty, all
subsets show an increased percentage of CD57" cells (p<0.05 for Tcy; p<0.001 for
Ttm, Tem, and Trp). In the CD8 compartment, Ty, Tem and Tey and Tg also have
increased percentage of CD57" cells (p<0.05, p<0.0001, p<0.05 and p<0.05
respectively). Likewise, T cells start to express CD57 very early in the disease. In
primary infected patients, all the subsequent subsets show significant increased
number of CD57" cells: CD4" Teyn (p<0.05), CD4" Try (p<0.001), CD4" Tgy
(p<0.001), CD4” Trp (p<0.001), CD8” Ty (p<0.001), CD8" Tewm (p<0.0001), CDS”
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Ttm (p<0.05) and CD8" Ty (p<0.05). No significant differences are observed
between chronic and acute patients. Altogether, those data show us that the CD4
depletion in HIV-1 infected patients mainly account for the Tgy and Trp subsets
but also occur in the Tcym and Try subsets whereas the CDS8 loss happen in all
subsets, the Tgm and Tg compartments being the most affected. Regarding the
aviremic group, patient still have increased percentage of CD57" cells in the CD4"
Tem (p<0.05), CD8" Tem (p<0.05) and Tg (p<0.05) in comparison with healthy
individuals, once again indicating that treatment do not restore all immune
function. Finally, a very strong negative correlation exists between the percentage
of CD57" cells and the percentage of CD28" cells in total CD4" and CD8" T cells
(p<0.0001 in both subsets; Data not shown). This very strong correlation is still
valid on each individual CD4 and CDS8 naive/memory subset suggesting that
CD57 and CD28 expression are highly associated (Data not shown). In conclusion,
these data show that CD4 depletion takes place mainly in more differentiated
subsets in HIV-1 infected patients and is not correlated with PD-1 up regulation;
CDS8 depletion happens in all subsets and is not associated to PD-1 up regulation.
To summarize, those data showed that, during HIV-1 infection, CD57" cells are
observed in CD4 and CD8 subsets that do not encompass senescent cells in non-

infected individuals.
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Discussion

We and other groups had previously shown that levels of PD-1 during
chronic HIV-1 infection on virus-specific T cells but also on total CD4 " and CD8"
T cells were up regulated, thereby leading to functional exhaustion of these cells.
In this study, we showed that levels of PD-1 are up regulated on total CD4" and
CDS8" T cells in both early and late infection. Moreover, PD-1 is up regulated on
all T cell subsets including naive cells. This up-regulation of PD-1 on total CD4"
and CD8" T cells and naive cells suggest that mechanisms other than viral antigen
could be responsible for the increased levels of expression of this molecule. A
number of mechanisms could account for this PD-1 up regulation among them
reactivation of latent viruses such as CMV and EBV in immunosuppressed
individuals, acute homeostatic proliferation of T cells (45), direct or indirect
activation of T cells through TLRs — TLR7 for HIV-1 virus (50) and TLR4 for
LPS (5) — and increased levels of inflammatory cytokines (12).

Since it has been shown that PD-1 expression is associated with functional
capacity and susceptibility to apoptosis (36-41), all naive/memory T cell subsets
from HIV-1 infected individuals will be affected by this general PD-1 over
expression. In particular, the up regulation of PD-1 on all T cell subsets could have
important consequences on their blood distribution. As hypothesized, we did
observe a breakdown of T cell homeostasis at all stages of the disease. Briefly,
acutely infected individuals showed an expansion of highly differentiated Tgm
cells in both the CD4 and the CD8 compartment, which is the signature of any
typical acute viral infection, but also a dramatic diminution in frequencies of CD8"
T cells and a massive expansion of CD8" Ty cells. Chronically HIV-1 infected
patients clearly showed a more differentiated profile having, mainly, lower
frequencies of Tcym cells and higher frequencies of Tgy cells in both the CD4 and
CD8 compartment. PD-1 up regulation could impact blood T cell subsets
distribution by impairing their survival, their homeostatic self-renewal, their

differentiation capacity, their priming and/or their capacity to respond to the
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antigen. In conclusion, PD-1 constitutes a marker for the breakdown of
naive/memory T cell subsets homeostasis in HIV-1 infection.

Focusing more specifically on the transition from acute to chronic HIV-1
infection, we gained further insights into the possible mechanisms by which
immune control in infected individuals may be lost. Strikingly, HIV-1 chronically
infected individuals have an accumulation of naive cells in both the CD4 and CDS8
compartment in comparison with acutely infected individuals. As it has been well
documented (26, 49), chronic individuals have defective thymic function
suggesting that this accumulation of naive cells is due to impaired priming and not
to an over production by the thymus of those cells. This could have a huge impact
on the diversity of the T cell repertoire of chronically infected individuals, which
may have a less polyclonal repertoire than primary infected individuals; knowing
that chronic individuals also display much more genetic variants of the virus than
acutely infected individuals, having a less diverse repertoire could be one
explanation for the lack of control of the infection in chronically infected
individuals. Notably, this PD-1 up-regulation on naive T cell may contribute to the
progressive immunodeficiency in HIV-1 disease but may also limit the
effectiveness of vaccines strategies in HIV-1 infection by preventing any new
responses to be triggered. Furthermore, chronically infected individuals also have
lower number of Try cells than acutely infected individuals, these cells
constituting a pool of highly proliferative and polyfunctional cells capable of
generating high numbers of effector cells and therefore capable of boosting and
sustaining the immune response. This diminution in frequency of Tty cells cannot
be explained by a differentiation toward effector cells since the frequency of Tgm
and Tg cells is the same during early and late HIV-1 infection. But, Tty cells of
chronically infected individuals express much higher levels of PD-1 than acutely
infected individuals, which could suggest that those PD-1"¢" cells are more
susceptible to PD-1 mediated apoptosis or are impaired in their proliferative
capacity. In conclusion, this accumulation of Ty cells and this diminution of Tty
cells in frequency may partly explain the loss of viral control during the transition

from acute to chronic infection.



55

We next assess in vivo proliferation of T cell subsets using Ki67 expression
during HIV-1 infection. In the CD4 compartment, the percentage of Ki67" cells in
all naive/memory subpopulations is similar in early and late HIV-1 infection. In
the CD8 compartment, there is much higher frequency of Ki67" proliferating cells
in acute infection than in chronic infection; this being true on total CD8" T cells
but also on each naive/memory T cell subsets. We could observed that levels of
PD-1 were the same on CD8" Ki67" T cells and CD8" Ki67 T cells in healthy and
primary infected individuals. On the contrary, PD-1 expression was higher on
CD8" Ki67" T cells than CD8" Ki67 T cells in chronically infected individuals.
Those increased levels of PD-1 on CD8" Ki67 T cells in chronically infected
individuals could be associated with decreased in vivo proliferative capacity and
partly explain the diminution in percentage of Ki67" cells during transition from
acute to chronic infection. Even though, we should keep in mind that the decrease
in viral load and the changes in T cell subsets repartition during transition from
acute to chronic infection could also contribute to the lower percentage of
proliferating CD8" T cells observed in chronic HIV-1 infection. In conclusion,
PD-1 up regulation on proliferating CD8" T cells may contribute to their loss of
function by altering their proliferative capacity and therefore contribute to the
progression of the disease.

Our data also show that, in early and late HIV-1 infection, patients
experience not only an abnormal distribution and a loss of T cell function but also
a progressive T cell differentiation towards late stages (i.e. CD57" cells and CD28"
cells) within the CD4 and CD8 subpopulations. T cells, in both CD4 and CDS8
compartment, express CD57 and lose CD28 expression although they have not
reached late differentiated stages. This abnormal senescence of all naive/memory
subsets could clearly contribute to functional immune deficiency. More
importantly, no correlation between PD-1 up regulation and CD28 loss/CD57 over
expression was observed in none of the studied groups of subjects. PD-1 and
CD57/CD28 reach maximal/minimal expression at opposing ends of the memory
maturation spectrum (Try cells for PD-1 and Trp/Tg for CD57/CD28). In

conclusion, this accumulation of highly differentiated cells within subsets that
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usually encompass non-differentiated cells during HIV-1 infection does not
correlate with PD-1 up regulation and could partly explain incapacity of the
immune response to control viremia.

Finally, we assessed immune reconstitution after antiretroviral therapy in
HIV-1 infection. HAART seems to partially restore the CD8 compartment
whereas recovery seems quite complete in the CD4 compartment. This
discrepancy between the CD4" and CD8" populations could be explained by the
fact that the CD4" T cells, being massively depleted, will be predominantly
renewed.

In conclusion, this study detailing T cell responses in HIV-1 infection
unveiled some of the possible mechanisms that could be responsible for the loss of
control of the disease during the transition from acute to chronic HIV-1 infection.
Gaining further insights into these mechanisms underlying T cell exhaustion and
disease progression by performing functional studies blocking the PD-1/PD-L1
pathway will be crucial for the design of rational strategies in the fight against the

AIDS epidemic.
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Figure legends

Figure 1. Impaired homeostasis and increased expression of PD-1 on T cell
subsets is associated with disease progression. a. Seven-parameter flow cytometry
gating strategy to determine CD4" and CD8" T cell subsets. Tx, Tem, Trm, Tem and
Ttp/Te subsets are identified based on their CD45RA, CCR7 and CD27
expression. b. Distribution of the CD4" and CD8" T cell subpopulation in acute-
untreated (n=8), chronic-untreated (n=13), chronic-treated (n=15) and healthy
(n=15) patients. ¢. PD-1 expression on ex-vivo CD4" and CD8" T cell subsets.
Each symbol represents one patient. Mean response is shown as a horizontal line.
Statistical significance was determined using the Mann-Whitney U test. * p<0.05,

% p<0.001, *** p<0.0001.

Figure 2. PD-1 over expression does not correlate with increased T cell turnover
in HIV-1 infection. a. Correlation between PD-1 expression and the number of
Ki67" cells in total CD4" and CD8" T cells. b. Percentage of Ki67 expressing cells
in total CD4" and CD8" T cells of HIV-1 infected patients. ¢. Correlation between
PD-1 expression and the number of Ki67 positive cells in each CD4 and CD8
subsets. d. Percentage of Ki67 " cells in CD4" and CD8" T cell subsets. e. Level of
PD-1 expression on Ki67" cells versus Ki67 cells of HIV-1 infected patients. Each
symbol represents one patient. Mean response is shown as a horizontal line.
Statistical significance for b and d were determined using the Mann-Whitney U

test. Correlations for a and ¢ were calculated using Spearman test. * p<0.05, **

p<0.001, *** p<0.0001.

Figure 3. PD-1 up regulation is not associated with CD28 down regulation in
HIV-1 infected patients. a. Correlation between PD-1 expression on total CD4"
and CD8" T cells and percentage of CD28" cells. b. Percentage of CD28
expressing cells in total ex-vivo CD4" and CDS8" T cells from acute-untreated
(n=8), chronic-untreated (n=13), chronic-treated (n=15) and healthy (n=15)

patients. ¢. Correlation between PD-1 expression and the percentage of CD28"
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cells in each T cell subpopulations. d. Percentage of CD28" cells in CD8" and
CD4" T cell subsets. Each symbol represents one patient. Mean response is shown
as a horizontal line. Statistics for b and d were determined using the Mann-
Whitney U test. Correlations for a and ¢ were calculated using Spearman test. *

p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001.

Figure 4. PD-1 up regulation does not correlate with increased number of CD57"
T cells in HIV-1 infection. a. Correlation between PD-1 expression and percentage
of CD57" cells in the CD4" and CD8" T cell compartments. b. Ex-vivo expression
of CD57 on total CD4" and CD8" T cells from HIV-1 infected patients and
seronegative subjects. ¢. Correlation between PD-1 expression and percentage of
CD57" cells in T cell subsets. d. Ex-vivo distribution of CD57" cells in CD4" and
CD8" T cell subsets. Each symbol represents one patient. Mean response is shown
as a horizontal line. Statistics for b and d were determined using the Mann-
Whitney U test. Correlations for a and ¢ were calculated using Spearman test. *

p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001.

Supplementary data 1. Clinical characteristics of HIV-1 infected patients.

* Copies of HIV-1 RNA/ml of plasma at the time of study

® Peripheral CD4" T lymphocytes count at the time of study

¢ Peripheral CD8" T lymphocytes count at the time of study

4 Antiretroviral drug abbreviations : ABC, abacavir; ATA, atazanavir; AZT,
zidovudine; COM, combinir; DDI, didanosine; DEL, delavirdine; D4T, savudine;
EFV, efavirenz; IND, indinavir; KAL, kaletra; KIV, kivexa; NFV, nelfinavir;
NEV, nevirapine; REY, reyataz; RIT, ritonavir; 3TC, lamivudine.

¢ Duration of infection at the time of study

Supplementary data 2. PD-1 expression is up regulated on total ex-vivo CD4"
and CD8" T cells in HIV-1 infected patients. a. Mean Fluorescence Intensity
(MFI) of PD-1 expression on total CD4" and CD8" T cells in acute-untreated
(n=8), chronic-untreated (n=13), chronic-treated (n=15) and healthy (n=15)
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patients. b. Correlation between PD-1 expression on CD4" T cells and PD-1
expression on CD8" T cells. Each dot represents one patient. Mean response is
shown as a horizontal line. Statistics for a were determined using the Mann-

Whitney U test. Correlations for b were calculated using Spearman test. * p<0.05,

% p<0.001, *** p<0.0001.

Supplementary data 3. PD-1 up regulation does not correlate with time of
infection in HIV-1 infection. Each dot represents one patient. Correlations were

calculated using Spearman test. * p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001.

Supplementary data 4. CD4" and CD8 T cell differentiation and PD-1
expression. PD-1 expression is up regulated while CD4" and CD8" T cell are
differentiating from Tcym subset to the most differentiated Try, Tem and Trp/Te
subsets. Each symbol represents one patient. Mean response is shown as a

horizontal line. Statistics were determined using the Mann-Whitney U test. *

p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0001.

Supplementary data 5. Example of PD-1 expression on total ex-vivo CD4" and
CD8" T cells subsets in HIV-1 infected individuals. Mean Fluorescence Intensity
(MFI) of PD-1 expression on total ex-vivo CD4" and CD8" T cell subsets in acute-

untreated, chronic-untreated, chronic-treated and healthy patients.
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Supplementary data 1

Patient Viral load CD4 count CD8 count treatment Time of infection
Chronic-untreated
VR DRPI 025 218113 296 364 untreated 24 months
VR 003001 200363 310 350 untreated 32 months
VR 378 176557 443 736 untreated 5 months
VR 021 97044 730 1310 untreated 5 months
VR 42117 68412 704 1081 untreated 8 months
VR 360 57154 316 376 untreated 8 months
VR 026 36349 442 538 untreated 6 months
VR 025 20840 479 791 untreated 7 months
VR 003 15703 494 1055 untreated 16 months
VR 016 8714 691 1122 untreated 12 months
VR 347 4456 1173 1143 untreated 10 months
VR 03006 2021 522 366 untreated 5 months
VR 026 1705 368 425 untreated 12 months
Median 28594 487 763
Acute-untreated
ACU 365 3221835 257 1007 untreated 43 days
ACU 013 366646 483 930 untreated 51 days
ACU 011 125536 594 692 untreated 52 days
ACU 375 93706 378 779 untreated 72 days
ACU DRPI 039 93223 857 1499 untreated 91 days
ACU 373 81984 338 1829 untreated 106 days
ACU 360 59925 359 706 untreated 87 days
ACU DRPI 041 56838 475 640 untreated 57 days
Median 93706 439 930
Chronic-treated
ST 101002 <50 662 1051 DDI DAT EFV 19 months
ST 008 <50 463 376 NFV D4T 3TC 20 months
ST 310 <50 650 392 D4T 3TC IND 64 months
ST 325 <50 604 1281 IND COM 53 months
ST 326 <50 883 333 EFV IND 49 months
ST 338 <50 443 322 RIT COM KAL 18 months
ST 001 <50 890 673 COM NEV 57 months
ST 002 <50 688 1273 COM NEV 100 months
ST 003 <50 434 583 3TC EFV ABC 165 months
ST 004 <50 492 582 RIT REY KIV 166 months
ST 007 <50 563 613 IND AZT 3TC 86 months
ST 009 <50 424 461 3TC DA4T DEL 84 months
ST 015 <50 552 715 DA4T ATA 139 months
ST 016 <50 671 1120 3TC ABC KAL 242 months
ST 017 <50 510 765 COMRIT 61 months
Median <50 563 613

ABC, abacavir; ATA, atazanavir; AZT, zidovudine; COM, combinir; DDI, didanosine; DEL, delavirdine; D4T, savudine;
EFV, efavirenz; IND, indinavir; KAL, kaletra; KIV, kivexa; NFV, nelfinavir; NEV, nevirapine; REY, reyataz;
RIT, ritonavir; 3TC, lamivudine.

76



MFIPD-1in CD8' T cells

Supplementary data 2
h il
s —
o eee P
L > .
400 . -+§ 600 - "
i. + 500
300 v
—- & 400 .
_z_ o . . o .
200 ‘3 . e £ 3004 0..¢=
”‘ — —r 0 -
A v & 2001 . ®  Seget
B e s
100 < oo '*:F g
0 = 0
Chronic  Chronic HIV- Acute Chronic  Chronic HIV-
unreated untreated  ireated untreated  untreated  treated
7007 pens
NS
600 .
500 » Acute-untreated
400 - + Chronic-untreated
+ Chronic-treated
300 * HIV-
200+
100 +

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

MFIPD-1in CD4" T cells

71



MFI PD-1in CD4* T cells

Supplementary data 3

s+ Acute-untreated
4+ Chronic-untreated

400 7501
0
‘ o)
Al (8]
300 et .
h & 500
., o)
3 )
200- N p i
- : N
o 2504 4, " W ° ‘
100 a K
[T
NS NS
S—NS = g NS
0 T T T 1 G T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30

Time of infection (months)

Time of infection (months)

40



MFI PD-1 in CD4+ T cells

Supplementary data 4

*%
*%
*%
*%
*k
%
350+
A
300
A * A
250 s 3ga WA
A Aa ada fa4
200 ar -_ ——
iy ah R
150 . - A at
—— —4
- N A
100 A s,
50
0
CD4T, CD4T,, CD4T,, CD4T, CD4T,

MFI PD-1 in CD8+ T cells

500 4

400

300

200

100

79

*%*
*%*
*kk
*%k
*kk
*
*k*k *
A
A
A
A A
A
A
A
" A
AA
- —e
Aa AA
A N i A
A x
& e A A
s Al
N A

A
A A A
E -
Ey A
A ad

A

CD8T, CD8T,, CD8T,,

CD8T,, CD8T,



80

Supplementary data 5
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Abstract

Identification and characterization of antigen-specific T cells are indispensable for
understanding immune responses against infectious agents or immunopathological
disorders such as autoimmune diseases. In this study, we described a versatile and
efficient method to produce different soluble HLA-DR molecules covalently
linked to antigenic peptides that can be multimerized using fluorescently tagged
streptavidin and utilized to detect epitope-specific CD4" T cells. We demonstrated
that these molecules are fully functional and specifically stain a T cell clone and a
T cell line diluted into irrelevant PBMC. We show that optimal staining of a
polyclonal antigen-specific T cell line required a 2- to 3-hours incubation at 37°C
with 20 mg/ml of the tetramers. The generation of multiple HLA-DR/peptide
tetrameric complexes to directly detect, isolate and characterize antigen-specific
helper T cells is crucial to better understand immune responses and immunological

disorders in which CD4" T lymphocytes play a key role.
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Introduction

The recognition of antigenic peptides bound to MHC molecules (pMHC) by T
cells bearing specific T-cell receptors (TCRs) is a central event in the development
of the adaptive immune response. After the initial priming, the pathogen-specific T
cell population expands and acquires effector functions such as cytotoxicity and/or
cytokine production. The interaction between pMHC complexes and TCRs is
characterized by a low to moderate affinity and a relatively short half-life'. The
relatively low affinity and fast dissociation rate of this interaction has hampered
the labelling of antigen-specific T cells using soluble monomeric pMHC
molecules”. However, this problem has been circumvented by using multimerized
pMHC molecules, thus increasing the avidity of the interaction and allowing the
stable binding of these antigenic complexes to the TCRs of epitope-specific T

cells®.

The development of fluorescent-labelled MHC class I tetrameric complexes
(tetramers) to identify epitope-specific CD8" T cells has been a major
breakthrough in the study of CD8 T cell-mediated immune responses’. These tools
have been extensively used to detect and characterize antigen-specific CD8 T cells
in a large number of infectious diseases and immunopathological conditions, both
in humans and in animal models. In contrast to other methods of detection and
quantification of antigen-specific T cells such as ELISpot, intracellular cytokine
staining, cytotoxic assays and proliferation, tetramer staining do not rely on or
target any particular function of the cells, thereby identifying all peptide-specific T

cells.

While MHC class I tetramers are now routinely generated and utilized in several
laboratories, MHC class II tetramers have been used in a limited number of
studies. Soluble MHC class I molecules are produced in large amount using a
standard protocol of in vitro refolding, in the presence of molar excess of

exogenous peptide, of MHC class I heavy chain and ,-microglobulin expressed in
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Escherichia coli (E. coli). In contrast, no standard protocol to reproducibly
produce large quantities of properly folded soluble MHC class II molecules has
been developed to date. In fact, MHC class II multimers have been produced with
inconsistent success using different methods including baculovirus/transfected
Drosophila cell expression systems’®, prokaryotic expression of chains followed

by in vitro refolding”® as well as expression in mammalian cells’.

An important issue regarding the generation of soluble MHC class II molecules
concerns the loading of the peptide into the antigen-binding groove. MHC class 11
o and P chains expressed in E. coli are usually folded in vitro in the presence of
molar excess of exogenous peptides. However, the use of large amounts of
synthetic peptides is very costly and the efficiency of the folding process appears
to be very dependent on the nature of both the MHC molecule and the peptide.
Recently, Cunliffe et al.® have been able to improve the yield of properly folded
MHC class II molecules in an E. coli expression system using a covalently-linked
peptide, a strategy that is largely used for MHC class II expression in baculovirus
and Drosophila expression systems’. However, because only three different
constructs have been produced using this strategy in E. coli, it is still unknown if
the in vitro refolding efficiency will greatly varies for different MHC/epitope
combinations, as observed for exogenous peptide loading. Another challenge
regarding the use of MHC class II tetramers is the high degree of polymorphism
found in MHC class II genes and the absence of a highly prevalent allele in the
population. It is therefore important to have a versatile system in which the HLA
allele and peptide to be expressed can be straightforwardly swap in order to cover
a large fraction of population and allow for the assessment of CD4" T cell

response in most individuals.

In this study, we describe a versatile and efficient strategy to produce several
multimeric MHC class II molecules in a Drosophila cell expression system. We
show that MHC class II tetramers produced in this system are functional and can

detect epitope-specific CD4" T cells. Moreover, we tested different parameters
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including tetramer concentration, cell density, temperature and time of incubation

in order to obtain the optimal conditions for tetramer staining.
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Methods

Soluble MHC class II constructs. The gene encoding the extracellular portion of
the DRA1*0101 (DRa) and DRB1*0101 (DRp) chains, with their respective
leader sequence, were cloned after the Drosophila metallothionein promoter
(pMT). A 13-amino acid sequence (LNDIFEAQKIEWH) encoding a peptide
capable of being biotinylated at a lysine residue by the E.coli enzyme BirA was
introduced at the C-terminal end of the DRa chain. The antigenic peptides was
covalently linked to the N terminus of the DR chain via a 15-amino acid glycine-
rich flexible linker (motif: (Glys-Ser)s). The Mlul and EcoRI restriction sites were
inserted by PCR at the N-terminal and C-terminal of the peptide, respectively,
allowing the insertion of new antigenic epitope into the digested vector by ligation
of annealed oligonucleotides (coding for the chosen epitope) with complementary

ends to these restriction sites.

Production, purification and oligomerization of soluble MHC class II
molecules. 20 x 10° Drosophila Schneider 2 (S2) cells resuspended at 5 x 10°/ml
in Shields and Sang M3 (S&S) medium supplemented with 1% FCS were co-
transfected with the expression vector pCV-HLA-DR (5 ug) and the selection
vector pCoHygro (0.6 ug) using lipofectin (Gibco-Life Technologies). To generate
stable cell lines, the selection agent hygromycin (315 units/ml) was added to the
culture three days after transfection. Three weeks later, highly expressing clones
were sorted by flow cytometry according to high GFP fluorescence. Before
induction, transfected S2 cells were grown in S&S medium supplemented with
10% FCS in spinner flask up to 1L at a density of 10-15 millions/ml. Protein
expression was induced by addition of ImM CuSO, (Sigma-Aldrich). After 5
days, the supernatant was collected, centrifuged at 4°C for 15 min. at 18000 x g
and immediately purified or conserved at -20°C in the presence of a cocktail of

protease inhibitors.
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MHC class II monomers were purified by passing the supernatant on a column
loaded with cyanogens bromide-activated (CnBr) Sepharose 4B beads (Amersham
Pharmacia Biotech) coupled to an anti-HLA-DR conformational antibody (L.243).
After extensive washing with PBS, monomers were eluted with 10 ml of 50 mM
3-[cyclohexylamino]-1-pro-panesulfonic acid (CAPS, Sigma-Aldrich), pH11.5 and
the eluted fractions (800 ul) were immediately neutralized by 200 ul of 0.5M Tris-
Cl pH7.5. Fractions containing the properly-folded monomers were pooled,
concentrated and buffer-exchanged into 100 mM Tris-HCI pH 8.3 a Centricon@
Plus-20 (Amicon Canada Ltd). Protein purity was evaluated by Coomassie gel
staining and protein quantification was performed by Bradford assay (Bio-Rad)
and by ELISA using anti-MHC class II antibodies recognizing properly folded
molecules. Typically, protein yields varied from 50 to 100 mg per liter of S2
culture depending on the MHC class II/peptide complex produced.

Purified MHC class II monomers were biotinylated using the BirA enzyme
(Avidity, Denver, CO) according to the manufacturer's protocols. Briefly,
monomers (2 mg/ml) were incubated at 37°C for 16 hours in the presence of BirA
(20 mg/ml) in the following buffer: 10 mM Tris-Cl pH8.0, 50 mM Bicine pHS.3,
10 mM ATP, 10 mM magnesium acetate and 40mM biotin. Elimination of free
biotin and buffer exchange (PBS) were performed using a Centricon@ Plus-20.
Biotinylation levels were estimated by ELISA using the BRTA kit (Avidity,
Denver, CO) according to the manufacturer's protocol. MHC class II monomers
were mixed with Phycoerythrin (PE)-coupled streptavidin (Biosource, Camarillo,
CA) at a 4:1 molar ratio. Tetramers were stored at 4°C at a final concentration of

120 ng/ml.

Western blotting. Purified MHC class II monomers were migrated on a 12%
SDS-page and transferred onto a nitrocellulose membrane. After an overnight
blocking in PBS containing 5% nonfat dry milk and 0.05% Tween-20, the
membrane was incubated for 1 hour with primary antiserums obtained by

immunization of rabbits with purified recombinant HLA-DRa and f chains.
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Peroxidase-conjugated goat anti-rabbit Ig was employed as secondary antibodies
to detect bound proteins. For revelation, membranes were incubated with enhanced
chemiluminescence substrate according to the manufacturer’s instructions and then

exposed to an X-ray film.

Generation of HA-specific T cell lines. PBMCs isolated from a healthy blood
donor (HLA-DRBI*0101/DRBI1*1101) were resuspended in RPMI 1640
supplemented with 10% AB human serum. 2 x 10° PBMCs (2 x 10%/ml) were
stimulated with 1 mg/ml of hemagglutinin (HA) peptide (HA306-315:
PKYVKQNTLKLAT) from influenza A virus H3N2 in 24-well flat-bottom plates
(Falcon, VWR, Canlab, Mississauga, ON). After 7 to 10 days, cells were re-
stimulated with 1 mg/ml of the peptide in presence of irradiated autologous
PBMCs at a 1:1 APC/T cell ratio. Recombinant human IL-2 (200 U/ml) was added
to the culture 24 hours after re-stimulation. This procedure was repeated each
week and HAj3p6.315-specific CD4" T cell lines were usually obtained after 3 to 5

cycles of re-stimulation, as assessed by a [’H]-thymidine incorporation assay.

Tetramer staining. Cells were spun down and resuspended in 15-25 ul of culture
media. MHC class II tetramers were added and the mixture was incubated for 2 to
3 hours at 37°C (unless stated otherwise). After this incubation, staining for cell
surface markers was performed for 30 minutes on ice. Cells were then washed and
resuspended in PBS supplemented with 0.5% FCS for flow cytometry acquisition
on a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA). Data analysis

was performed using CellQuest software (BD Biosciences, San Jose, CA).



90

Results

Production of different HLA-DR/peptide complexes

Our flexible construct allows the easy cloning and expression of multiple HLA-
DR alleles complexed with different peptides (Figure 1a). The presence of a highly
conserved Stul restriction site in the $2 region of the HLA-DR alleles, along with
the introduction of a unique Spel site between the linker and the DRf3 chain,
permits the swapping of the DR allele. Moreover, as described in the previous
section, the peptide can be substituted using the unique Mlul and EcoRI restriction
sites.

We performed a Western blot to ensure that the MHC class II molecules were
correctly expressed with their covalently linked peptide. As shown in Figure 1b,
the B chain of three affinity-purified HLA-DR1/peptide complexes (lanes 3-5)
migrated at higher molecular weight as compared to the  chain of empty HLA-
DR1 molecules (lane 1) or of HLA-DRI1 molecules containing only the linker
(lane 2). These results demonstrate that, using our expression system, we can
produce soluble MHC class II complexes covalently linked to three different
antigenic peptides and that the covalently linked peptide is not cleaved during the

expression/purification steps.

MHC class II molecules containing a covalently linked peptide are functional

We next wanted to determine if the presence of the linker alters the peptide
presentation ability of the MHC class II molecules or interferes with the TCR-
pMHC interaction. We transfected two different cell lines, namely DAP-3 and
HeLa cells, with the cDNA coding for the full-length HLA-DR1 molecule
covalently linked to the HAj306.315 peptide and tested if these cells can stimulate a
CD4" T cell line specifically recognizing HLA-DR1/ HA3¢6.315 complexes. Figure
2 demonstrates that DAP-3 or HeLa cells expressing HLA-DRI1/HAj3p6-318
complexes, but not those expressing HLA-DR1 complexes not covalently linked
with the HA306.318 peptide, can strongly stimulate the HA3p6.315-specific T cell line

without the addition of exogenous HAj36.315 peptide. In fact, addition of exogenous
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peptide does not significantly increase the level of proliferation of the T cell line.
Therefore, these data demonstrate that the majority of MHC class II molecules
express the covalently attached peptide (i.e. that the covalent peptide is not
replaced by endogenous peptides) and that the linker does not interfere with the
binding of MHC/peptide complexes to the TCR. Based on these results, we
hypothesized that the soluble and oligomerized form of fluorescent-labelled MHC
class II/peptide complexes could stably bind TCRs and thus probe epitope-specific
CD4" T cells.

MHC class II tetramers stain peptide-specific T cells

The ability of the HLA class II tetramers to detect antigen-specific CD4" T cells
was initially tested on a Jurkat T cell clone (Clone CH7C17) expressing a TCR
(HA1.7, VB3.1) specific for the HAsps.318 peptide complexed with the HLA-
DRB1*0101 molecule. Whereas about 90% of the CH7C17 cells were stained with
the HLA-DR1/HAs06.318 tetramers (Figure 3a, upper panels), less than 0.5% of a
Jurkat T cell line expressing an irrelevant TCR could be stained with these
tetramers (Figure 3a, lower panels). Similarly, more than 50% of a HA306.318-
specific T cell line could be stained by the HLA-DR1/HA306.315 tetramers, but not

by an irrelevant tetramer, confirming the specificity of our molecules.

In the next series of experiments, we serially diluted the HA3p6.315-specific T cell
line with PBMC from the same donor to test if the frequency of specific cells
detected by the tetramers correlates with the frequencies expected from the serial
dilution. As shown in Figure 3b (left panels), dilution of the HA-specific T cells
with PBMCs resulted in a proportional decrease in the frequency of specific cells
detected by the HLA-DR1/HA306.315 tetramers. Indeed, a strong correlation (R =
0.961) was established between the theoretical frequencies deduced by the serial
dilution and the actual percentages obtained by tetramer staining (Figure 3c).
Background levels were normally < 0.4% as measured by staining with PE-
coupled streptavidin only or with an irrelevant tetramer loaded with an HIV

peptide (Figure 3b, right panels).
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Optimization of the conditions for HLA class II tetramer staining

To determine the optimal conditions for MHC class II tetramer staining, we tested
the effect of varying different parameters such as tetramer concentration,
temperature and time of incubation as well as cell numbers on the capacity to
detect antigen-specific T cells. We first compared the staining of a HA-specific T
cell line at different concentrations of HLA-DR1/HA3p6.315 tetramers (Figure 4a).
Over the range of tetramer concentrations tested (2.5 to 120 ug/ml), we observed a
dose-dependent increase in both the frequency and the fluorescence intensity of
the tetramer’ population. However, increasing tetramer concentrations above 30
ug/ml only slightly improved the level of staining. Based on these results, we
determined that tetramer concentrations between 20 to 30 ug/ml minimize
potential pitfalls related to unspecific binding of the tetramers and permits the
optimal detection of epitope-specific CD4" T cells. We also observed that optimal
labelling of a T cell line with the tetramer required 2 to 3 hours of incubation at
37°C (Figure 4b and c). Shorter incubation time or lower temperatures (4°C) leads
to decreased fluorescence intensity and impairs the detection of all epitope-specific
T cells. Importantly, performing the staining at 37°C did not increase the level of
unspecific staining (data not shown). Finally, we compared the efficiency of HLA-
DR1/HA306.318 tetramer staining at different cell densities (Figure 4d). We
obtained very similar staining patterns with cell density ranging from 5 to 50 x 10°
cells/ml (1 to 10 x 10° cells/20 ul). These results demonstrate that optimal MHC
class II tetramer staining is achieved by incubating T cells at a density of 5-50 x

10° cells/ml with 20 to 30 ug/ml of tetramers for 2-3 hours at 37°C.
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Discussion

Study of CD4" T cell responses has been hampered by the lack of tools to directly
identify and probe all antigen-specific CD4" T cells. Most of the assays currently
used to detect CD4" T cells have the significant disadvantage of targeting specific
cell functions such as cytokine secretion or proliferation and most likely introduce
a bias in the CD4" T cell subsets that can be identified. In contrast, MHC class II
tetramers, because they specifically bind TCR molecules expressed at the surface
of CD4" T cells and do not rely on any particular cell function, have the capacity
to detect all CD4" T cells which are specific for a given antigen. Moreover, it
circumvents the phenotypic and functional biases that can be potentially

introduced by in vitro culture systems.

In this paper, we presented a method to efficiently produce different MHC class
[I/peptide complexes using a Drosophila cell expression system. Our expression
vector is designed in a way that allows the expression of different HLA-DR alleles
in combination with different antigenic peptides using a one-step cloning strategy.
Using this system, we have been able to express different HLA-DR alleles (HLA-
DRB1*0101, HLA-DRB1*0401 and HLA-DRB1*0701) covalently complexed
with Influenza-, CMV- and HIV-derived peptides. We showed that HLA-DR
molecules expressed with a covalently attached peptide are fully functional and
can be used to detect antigen-specific CD4" T cells, as previously demonstrated
for mouse MHC class II tetramers’. Moreover, given the high level of
polymorphism of HLA-DR genes and the lack of identified highly prevalent
alleles in the Caucasian population, the possibility of easily cloning and expressing
different HLA-DR alleles constitutes an obvious advantage of our system. It is
very likely that a panel of several MHC class II tetramers covering several HLA-
DR alleles should allow for the assessment of the CD4 T cell response in most

individuals.
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We have shown that the HLA-DRI1 tetramers displayed high specificity with an
ability to detect epitope-specific CD4" T cells from a larger number of non-
specific cells. Following serial dilutions of HA1.7 T cells in allogeneic PBMC, we
observed that the percentage of tetramer+ CD4" T cells closely correlated with the
theoretical frequency of HA1.7 T cells present in the corresponding dilutions. We
also determined the optimal conditions for staining a T cell line using our MHC
class II tetramers. At least 2 hours of incubation at 37°C with 20 ug/ml of
tetramers are required to properly stain all reactive peptide-specific CD4" T cells,

1041 Recently, Cunliffe et al.® reported

in agreement with previously published data
that only a brief 30 minutes incubation at 37°C with HLA-DR1/HAj3¢6.315 tetramers
was sufficient to stain a HAspe.315-specific T cell clone. This discrepancy can be
explained by the fact that our HAspe31s8-specific T cell line is most probably
composed of different T cell clones'> bearing TCRs having a wide range of
affinities for the HLA-DR1/HA5.318 tetramers, whereas the HA1.7 T cell clone

used in their study expresses a single high-affinity TCR""

. Therefore, it is likely
that the low-affinity clones present in our T cell line require longer time of
incubation to be correctly stained by the tetramers. Supporting this hypothesis, it
has been reported that T cells bearing high-affinity TCR could be stained with
MHC class II tetramers independently of the incubation temperature, while low-
affinity T cells absolutely require an incubation at 37°C'*. Given the fact that a
primary antigen-specific CD4" T cell population should usually be composed of
several distinct T cell clonotypes having different affinities for MHC/peptides

complexes, we consider that longer time of incubation might be required to ensure

optimal staining of primary T cells ex vivo.

Due to their multi-faceted response pattern, CD4" T cells play a central role during
an immune response and are also implicated in several immune-related disorders.
Therefore, the development of tools that permit the direct ex vivo detection and
characterization of these cells, such as HLA class II tetramers, will undoubtedly
provide a better understanding of normal and pathological immune responses in

various clinical situations in humans. Indeed, MHC class II tetramers have already
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been used to study CD4" T cell infiltration in autoimmune disorders such as

rheumatoid arthritis and Lyme arthritis™"”

and CD4 T cell responses to virus
including Influenza'®'®, Epstein-Barr virus (EBV)'®, Herpes simplex virus
(HSV)'* and Hepatitis C virus (HCV)’. The ability to combine MHC class 11
tetramer staining with other flow cytometry-based technique such as intracellular
cytokine staining could allow the phenotypic and functional characterization of
antigen-specific CD4" T cells and provide more insight into both normal and

aberrant CD4" T cell responses.
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Figure legends

Figure 1. Production of different soluble MHC class Il/peptide complexes. a.
Schematic representation of the expression vector used to express MHC class 11
monomers in Drosophila S2 cells. b. Detection of affinity-purified MHC class 11
monomers by Western blot. MHC class II molecules secreted in the supernatant of
S2 cell culture were affinity-purified as described in methods and separated by
12% SDS-PAGE. Lane 1: “empty” MHC class II. Lane 2: MHC class II + linker
only. Lane 3-5: MHC class II + covalently linked peptide HA3¢6.313 (lane 3), CMV
pp65-19.23 (lane 4) and pp65-24s3-501 (lane 5).

Figure 2. T cell activation by APCs expressing MHC class II molecules
containing a covalently linked peptide. DAP-3 and HeLa cells were transfected
using Calcium Phosphate. T cells and APCs were mixed at a 1:1 ratio and
incubated for 72 hours at 37°C in the presence (black bars) or not (white bars) of
exogenous HAz06.315 peptide (1 ug/ml). [*H]-thymidine (1 uCi) was added for the
last 16 hours of stimulation. Cells were harvested and [*H]-thymidine
incorporation was measured using a f-plate counter (Pharmacia, LKB

Biotechnology AB).

Figure 3. Detection of peptide-specific CD4'T cells using MHC class II tetramers.
a. Staining of a HAj36-313-specific T cell clone (CH7C17, upper right panel) and a
HAj306.318-specific T cell line (lower right panel) using HLA-DR1/HAsp6.318
tetramers. b. Serial dilution of a HAj36.313-specific T cell line with autologous
PBMCs. Numbers above each dot plot represent the dilution factor (T cel/PBMC).
For all the above experiments, T cells were incubated for 3 hours at 37°C with 60
ug/ml of HLA-DR1/HA3p6315 tetramers. Following this incubation, cells were
stained using anti-CD4-FITC for 30 minutes on ice. Cells shown in the dot
plots/histograms were gated as a function of size and granularity to select for live
cells. Percentages shown in each quadrant represent the percentage of gated cells

in that quadrant. c¢. Correlation between the theoretical frequencies of specific cells
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deduced by the serial dilution and the actual percentages obtained by tetramer

staining.

Figure 4. Optimization of the conditions for MHC class II tetramer staining. a.
HA-specific T cells were incubated for 3 hours at 37°C with the indicated
concentrations of HLA-DR1/HAj3p6.318 tetramers. Following this incubation, cells
were stained using anti-VP3-FITC and anti-CD4-PerCP for 30 minutes on ice. b.
HA-specific T cells were incubated at 37°C for the indicated period of time with
20 ug/ml of HLA-DR1/HA3¢6.315 tetramers. ¢. HA-specific T cells were incubated
for 3 hours at 4°C (left panel) or 37°C (right panel) with 20 ug/ml of HLA-
DR1/HA306.315 tetramers. Cells were stained and gated as described in Figure 3. d.

HLA-DRI1/HAj306.315 tetramer staining at different cell densities.
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5. Discussion et perspectives
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5.1. PD-1 : marqueur d’activation, marqueur de différentiation et marqueur

d’exhaustion

Afin de mieux définir les conséquences de la surexpression de PD-1 dans
I’infection par le VIH-1 et d’envisager d’inhiber la voie PD-1/PD-L1 en
immunothérapie, il est important de prendre en compte les différentes facettes de

PD-1.

PD-1, marqueur d’activation

PD-1 est avant tout un marqueur d’activation. En effet, PD-1 est exprimé sur les
cellules T suite a 1’activation du TCR et s’accumule au niveau de la synapse
immunologique (Pentcheva-Hoang et al, 2007). De plus, 1’expression de PD-1 est
augmentée sur les cellules T CD8" exprimant aussi des marqueurs d’activation
« classique » comme CD38 et HLA-DR (Sauce et al, 2007). PD-1 a deux ligands
connus : PD-L1 et PD-L2. PD-L1 est constitutivement exprimé par les monocytes,
les macrophages et les cellules dendritiques, et son expression est augmentée sur
ces mémes cellules aprés activation (i.e. stimulation par les ligands de TLR ou
interférons de type I). L’expression de PD-L2 est, quant a elle, induite sur les
macrophages et les cellules dendritiques (voir revue Keir et al, 2008).
L’interaction de PD-1 avec ses ligands conduit a une diminution de la fonction des
cellules T que ce soit en terme de prolifération ou de production de cytokines
(IFN-y et IL-2) (Freeman et al, 2000; Latchman et al, 2001; Carter et al, 2002). En
effet, ’engagement de PD-1 a pour conséquence la phosphorylation de SHP-2, une
phosphatase impliquée dans la déphosphorylation des molécules de la voie de
signalisation du TCR (Chemnitz et al, 2004).

Suite a ’activation de cellules naives (Ty), le pic d’expression de PD-1 par toutes
les cellules qui proliférent est observé aprés 3 ou 4 divisions cellulaires. Ces
cellules retrouvent leur niveau de PD-1 initial aprés 7 divisions (Données non

montrées). De facon intéressante, les cellules mémoires centrales (Tcwm) expriment
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des niveaux de PD-1 moins élevés que les cellules mémoires effectrices (Tem) et
les cellules effectrices (T ou T1p), et surtout atteignent leur pic d’expression de
PD-1 de 1 a 2 divisions plus tard que ces dernieres (Données non montrées). Ces
niveaux de PD-1 plus faibles doivent contribuer a la grande capacité¢ de
prolifération des Tcm. Autre point remarquable, les cellules T CD8" ont, aprés
activation, des niveaux de PD-1 plus faibles que les cellules T CD4", suggérant
une régulation de I’expression de PD-1 différente sur ces deux populations

(Données non montrées).

PD-1, marqueur de différentiation

Le niveau de PD-1 exprimé par les diverses sous-populations T naive/mémoire
n’est pas le méme, que ce soit dans le compartiment CD4 ou CD8 (Chapitre 3,
Figure supplémentaire 3). Les Ty expriment peu ou pas du tout de PD-1, ce qui
peut s’expliquer par le fait qu’elles n’ont pas encore rencontré 1’antigene dont elles
sont spécifiques. Les Tcwm, cellules qui sont dotées d’une grande capacité de
renouvellement, expriment elles aussi peu ou pas de PD-1. Ces faibles niveaux de
PD-1 exprimés sur les Ty et les Tcm sont probablement dus au fait que ces cellules
sont maintenues en vie par stimulation avec des antigénes du soi ayant une faible
affinité pour le TCR (Mahajan et al, 2005). Les cellules plus différenciées comme
les cellules mémoires transitoires (Tty) et les Tpm expriment des niveaux de PD-1
plus élevés que les Ty et les Tem. Ceci est probablement la conséquence du fait
que ces cellules sont stimulées par les peptides dont elles sont spécifiques et
généralement de plus haute affinité pour le TCR. Pour ce qui est des cellules
effectrices, il y a divergence entre les compartiments CD4 et CDS8 : les cellules
effectrices CD4" Trp expriment autant de PD-1 que les CD4" Trym et CD4" Tpum
alors que les cellules T CD8" Tg expriment moins de PD-1 que les CD8" Try et
CD8" Tgum (ce qui suggére que cette population ne serait pas régulée par PD-1). Ce
profil de différentiation s’observe a la fois chez les individus sains et chez les
patients infectés par le VIH-1 et ce quel que soit le stade de la maladie (Chapitre 3,
Figure 1c). D’autres marqueurs, comme CD28, sont aussi exprimés de fagon

différentielle suivant le stade de différentiation des cellules (Appay et al, 2002).
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PD-1, marqueur d’exhaustion

Le role de PD-1 dans la dysfonction des cellules T a été montré la premicre fois
dans le modele d’infection chronique par LCMV (Barber et al, 2006). S’en sont
alors suivies plusieurs études faites chez les patients chroniquement infectés par le
VIH-1 ou il a été montré que les cellules T CD4" et T CD8" spécifiques du VIH-1
expriment de forts niveaux de PD-1 et que le niveau de PD-1 correle avec la
charge virale (Day et al, 2006 ; Petrovas et al, 2006 ; Trautmann et al, 2006). Les
cellules spécifiques du VIH-1 exprimant PD-1 ont un défaut de prolifération et de
production de cytokines. En bloquant I’interaction de PD-1 avec son ligand PD-
L1, il est possible de restaurer la fonction de ces cellules. Chose intéressante a
noter, I’expression de PD-1 en tant que marqueur d’exhaustion est plus élevé chez
les cellules T CD8" que T CD4". Finalement, il a été montré que la charge virale
¢levée dans les infections chroniques était la cause de la surexpression de PD-1 sur

les cellules spécifiques du virus et non la conséquence (Mueller et al, 2009).

Que ’on regarde PD-1 comme marqueur d’activation ou marqueur d’exhaustion, il
serait intéressant de voir quels sont les parameétres qui peuvent en moduler
I’expression et avoir une incidence sur la réponse cellulaire mise en place (i.e.
affinité du TCR, dose de I’antigéne, niveau de différentiation). En effet, le niveau
de PD-1 sur différents clones T CD4" ou T CD8" spécifiques du VIH-1 peut étre
trés variable au sein d’un méme individu (données non montrées). L utilisation de
tétrameres de CMH de classe I et de CMH de classe II (voir chapitre 4) sera
extrémement utile et permettra de connaitre le niveau de PD-1 exprimé par les
cellules avant et aprés activation ainsi que le niveau de PD-1 en fonction de

I’affinité du TCR (voir quatriéme section de la discussion).

PD-1 a donc plusieurs facettes et il est trés important de déterminer si 1’expression
de PD-1 est le reflet de ’activation ou bien de 1’exhaustion - et donc de la
dysfonction - des cellules T CD4" et T CD8'. Les composantes marqueur

d’activation et marqueur d’exhaustion pourraient varier au cours de 1’infection par
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le VIH-1 et donc ne pas avoir la méme incidence sur la réponse T en phase aigue
qu’en phase chronique de I’infection. Ceci sera également trés important a prendre
en compte au moment de considérer le blocage de la voie PD-1/PD-L1 comme

traitement immunothérapeutique.

5.2. PD-1 et pathogénése de ’infection par le VIH-1

Plusieurs groupes dont notre laboratoire ont montré que les niveaux de PD-1
¢taient augmentés sur les cellules spécifiques du virus mais aussi sur les cellules T
totales lors de I’infection chronique par le VIH-1, ce qui conduit a la dysfonction
de ces cellules (Day et al, 2006; Trautmann et al, 2006). Afin de mieux
comprendre le lien exact entre la surexpression de PD-1 et l’incapacité de
controler I’infection par le VIH-1 en phase chronique, nous avons mesuré les
niveaux de PD-1 exprimés par les sous-populations T naive/mémoire au cours de
I’infection, et ce des la primo infection. Nous présentons donc dans le chapitre 3
une étude cross-sectionnelle dans laquelle nous avons mesuré les niveaux de PD-1
et des marqueurs d’activation/sénescence (Ki67, CD28 et CD57) exprimés par les
sous-populations T CD4" et T CD8" naive/mémoire du sang périphérique chez des

patients en primo-infection, en phase chronique ou traités avec succes.

5.2.1. PD-1 est surexprimé sur les sous-populations T naive/mémoire a tous les

stades de l’infection par le VIH-1

Dans cette étude, nous montrons que PD-1 est exprimé sur les cellules T CD4" et
T CD8" a des niveaux élevés, et ce dés la primo-infection (Chapitre 3, Figure 1c).
Cette surexpression de PD-1 chez les patients infectés est observée sur toutes les
sous-populations naive/mémoire des compartiments CD4 et CDS, avec cependant

une exception pour les sous-populations CD8" Tgy et Tg. Ceci suggére que ces
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deux sous-populations T CDS8" trés différenciées, chez les individus infectés par le
VIH-1, seraient régulées de fagcon indépendante de PD-1 (ce qui semble étre le cas
chez les individus sains) ou bien que toutes les cellules CD8" Ty et Tg exprimant
de trés forts niveaux de PD-1 seraient mortes par apoptose induite par PD-1

(Petrovas et al, 2006).

PD-1 étant exprimé suite a I’engagement du TCR, il est facile de comprendre que
les cellules spécifiques du VIH-1 aient des hauts niveaux de PD-1. Comment
expliquer que les cellules T totales, et donc non spécifiques du VIH-1, expriment
aussi des forts niveaux de PD-1 lors de I’infection par le VIH-1?

Tout d’abord, certains virus latents comme CMV et EBV sont réactivés chez les
patients infectés par le VIH-1 a cause de leur état immunodéprimé: plusieurs
études ont d’ailleurs montré que des cellules T CD8" spécifiques de CMV et de
EBYV avaient un profil de cellules activées chez les patients infectés par le VIH-1
(Doisne et al, 2004; Papagno et al, 2004). Il a également ét¢ montré que chez les
patients chroniquement infectés par le VIH-1, les cellules T CD8" spécifiques d’un
virus autre que le VIH-1 surexpriment PD-1 a des niveaux comparables (EBV)
voire légerement inférieurs (CMV) aux cellules spécifiques du VIH-1 (Day et al,
2006; Trautmann et al, 2006).

Une autre hypothése pouvant suggérer une surexpression de PD-1 de fagon
indépendante des antigénes viraux est la stimulation chronique du systeme
immunitaire par les ligands de TLR, résultant en la production de cytokines pro-
inflammatoires qui conduisent a une activation généralisée et a la progression de la
maladie chez les individus infectés par le VIH-1. Des études menées chez la souris
suggerent que la stimulation chronique de la réponse immunitaire innée par les
ligands de TLR a pour conséquence la production de cytokines pro-inflammatoires
qui conduisent a une activation généralisée et a la destruction de 1’architecture des
organes lymphoides: ces mémes observations sont faites chez les individus
chroniquement infectés par le VIH-1 (Heinkenwalder et al, 2004; Baenziger et al,
2009). Des données obtenues chez le primate supportent cette hypothese : le SIV

ou un ligand du TLR7 induisent la production accrue d’interférons de type I par les
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cellules dendritiques plasmacytoides chez le macaque Rhesus mais pas chez le
singe Sooty Mangabey, 1’hote naturel du SIV et chez qui il est observé des niveaux
d’activation immunitaire faibles (Mandl et al, 2008). Les ligands de TLR peuvent
provenir du virus lui-méme : le VIH-1 code pour plusieurs ligands des TLR7/8 qui
peuvent activer in vitro le systéme immunitaire (Beignon et al, 2005; Meier et al,
2007). Mais ils peuvent également provenir de composants de la flore bactérienne
commensale qui ont atteint la circulation sanguine : c’est le cas du LPS qui active
le récepteur TLR4. En effet, Brenchley et al. ont montré que les niveaux
plasmatiques de LPS sont augmentés chez les patients en phase chronique de
I’infection suite a la perte d’intégrité de la barriere mucosale (Brenchley et al,
2006). Ces ligands de TLR peuvent directement activer les cellules T et ainsi
entrainer la surexpression de la molécule PD-1 (Simone et al, 2009). Mais ce
mécanisme peut-étre indirect via les cellules dendritiques qui vont alors
surexprimer la protéine PD-L1 et sécréter des cytokines pro-inflammatoires.
Cependant, a ma connaissance, le lien entre cytokines pro-inflammatoires et
expression de PD-1 sur les cellules T reste encore a faire.

PD-1 peut également étre exprimé a de forts niveaux lors de la prolifération
homéostatique aigué des cellules T (Lin et al, 2007). Nous savons que I’infection
par le VIH-1 cause notamment une déplétion massive des cellules T CD4" et que
des mécanismes homéostatiques sont mobilisés pour compenser ce déficit en
cellules T. C’est une autre explication possible a la surexpression de PD-1 sur les

cellules T non spécifiques du virus.

5.2.2. PD-1, un marqueur du déséquilibre homéostatique observé lors de

’infection par le VIH-1

Comme nous venons de le voir, la protéine PD-1 est surexprimée sur quasi toutes
les sous-populations de cellules T lors de I’infection par le VIH-1. C’est donc
naturellement que nous nous sommes demandé quelle était la conséquence de cette
surexpression de PD-1 sur la répartition des cellules naive/mémoire dans les

compartiments CD4 et CDS.
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La phase initiale et la phase chronique de l’infection par le VIH-1 sont associées a

une distribution anormale des sous-populations de cellules T CD4" et T CD8"

Afin de caractériser le possible déséquilibre dans 1’homéostasie des cellules T lors
de Dinfection par le VIH-1, nous avons regardé la distribution des sous-
populations T CD4" et T CD8" dans le sang et ce aux différents stades de la
maladie (Chapitre 3, Figure 1b).

Dans le compartiment CD4, la primo-infection est caractérisée par une
augmentation du pourcentage de cellules Tgy dans le sang: le systéme
immunitaire, en réponse a I’infection, produit des cellules effectrices. Lors de la
phase chronique, les cellules Tcwm sont sous représentées alors que les cellules Tewm
sont plus fréquentes. Ce déséquilibre refléte le niveau d’hyperactivation du
systétme immunitaire observé en phase chronique et son ampleur a valeur de
pronostic pour la progression de la maladie (Potter et al, 2007). Il est important de
noter que, aussi bien lors du début qu’a un stade plus avancé de I’infection, les
cellules CD4" Trp sont moins fréquentes que chez un individu sain : ces cellules,
ayant un phénotype trés différencié¢, sont probablement plus susceptibles a
I’infection et disparaissent par effet cytopathique du virus.

Dans le compartiment CDS, les cellules Tx et Tey diminuent en fréquence au
profit des cellules Ty dotées de capacités cytotoxiques, et ce, que ce soit en primo
infection ou lors de la phase chronique de I’infection. Lors du début de I’infection,
nous observons une expansion spectaculaire du pourcentage de cellules Tty qui
sont hautement polyfonctionnelles et qui doivent donc participer en grande
majorité a la diminution de la charge virale constatée en primo-infection.

En conclusion, nous avons montré que I’infection par le VIH-1 conduisait a un
déséquilibre dans I’homéostasie des cellules T CD4" et T CDS8’, cette répartition
anormale des sous-populations T variant au cours de la maladie et n’étant pas la

méme dans les compartiments CD4 et CD8.
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PD-1 et homéostasie des cellules T CD4" et T CD8"

L’homéostasie des cellules du systéme immunitaire est assurée par 1’équilibre
entre la production de nouvelles cellules par les organes lymphoides primaires i.e.
la moelle osseuse et le thymus, et la prolifération et la mort de ces cellules en
périphérie, notamment au niveau de la rate et des ganglions lymphatiques. Dans
I’infection par le VIH-1, I’homéostasie des cellules T est affectée (Douek et al,
2003a; Douek et al, 2003b; Munier et al, 2007). Mis a part la déplétion massive
des cellules T CD4" matures par effet cytopathique du virus et par effet
cytolytique des cellules T CD8", plusieurs autres mécanismes ont été proposés
pour expliquer les perturbations liées au VIH-1 dans le compartiment T. La
production de novo de cellules naives est diminuée et ce a cause de la diminution
de la fonction thymique, les thymocytes ayant une capacité réduite de proliférer
(Douek et al, 1998; Dion et al, 2004). L’activation chronique du systéme
immunitaire pousse au recrutement constant de cellules T du compartiment naif et
central mémoire vers le compartiment effecteur (Okoye et al, 2007). Les cellules
mémoires, plus particulicrement les cellules Ty, ont un niveau de CD127 réduit
qui affecte leur capacité d’auto renouvellement (Rethi et al, 2005; Paiardini et al,
2005). Finalement, la survie des cellules T mémoires est également touchée car ces
cellules ont des niveaux du facteur de transcription FOXO3a sous sa forme
phosphorylée diminués ce qui les rend plus susceptibles a 1’apoptose (van
Grevenynghe et al, 2008). Toutes ces perturbations, qui sont loin d’étre
exhaustives, participent a la dérégulation de I’homéostasie des cellules T et donc a

la progression de la maladie.

Lors de I’infection par le VIH-1, la surexpression de la protéine PD-1 sur toutes
les sous-populations T naive/mémoire peut avoir des conséquences sur leur
fonction effectrice, comme il a ét¢ montré dans de nombreuses publications, mais
aussi sur I’homéostasie de ces mémes cellules. Voici quelques mécanismes qui

pourraient expliquer un role de PD-1 dans ’homéostasie des cellules T.
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PD-1 et apoptose
PD-1 a tout d’abord été décrit comme étant associé a une plus grande susceptibilité
a ’apoptose des cellules T (Ishida et al, 1992). En conséquence, les cellules qui
expriment des forts niveaux de PD-1, c’est-a-dire les cellules les plus différenciées
(i.e. CD4" et CD8" Try, CD4" et CDS™ Tey et CD4" Trp), doivent étre plus
susceptibles a I’apoptose médiée par PD-1 que les cellules qui expriment moins de
PD-1 (i.e. CD4" et CD8" Ty et CD4" et CDS” Tcewm). Dans le contexte de I’infection
par le VIH-1, toutes les sous-populations, et donc a fortiori les cellules les plus
différenciées, surexpriment la molécule PD-1. Le niveau de PD-1 exprimé par les
différentes sous-populations va donc déterminer leur capacité a survivre et avoir
un impact sur la répartition cellulaire au sein des compartiments CD4 et CDS.
Petrovas et al. ont montré que les cellules T CD8" chez les personnes infectées par
le VIH-1 expriment des hauts niveaux de PD-1 et sont plus sensibles a 1’apoptose
médiée par PD-1. Cette sensibilité varie suivant le niveau de différenciation des
cellules T, les cellules Tcy étant moins susceptibles que les cellules Tgy (Petrovas
et al, 2006). La méme équipe a également montré que les cellules surexprimant
PD-1 avaient un phénotype dit pro-apoptotique avec des niveaux d’expression de
Bcl-2 et de CD127 faibles et des hauts niveaux d’expression de Fas (Petrovas et al,
2009). Comme déja mentionné, les cellules CD8" Tgy et T chez les patients
infectés n’expriment pas significativement plus de PD-1 que chez les individus
sains. Ceci suggere que ces deux sous-populations T CD8" trés différenciées sont
régulées de fagon indépendante de PD-1 ou bien que toutes les cellules CD8" Tgy
et Tg exprimant de trés forts niveaux de PD-1 ont disparu par apoptose et ne sont

donc plus détectables.

PD-1 et prolifération homéostatique
La prolifération homéostatique des cellules T en périphérie est notamment assurée
par des cytokines comme I’IL-7 et I'IL-15. Le groupe de Fauci a montré in vitro
que ces cytokines induisaient I’expression de PD-1 sur les cellules T ainsi que
I’expression de PD-L1 et PD-L2 sur les monocytes/macrophages (Kinter et al,

2008). Ils ont fait les mémes observations chez des individus infectés par le VIH-1
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et recevant de I’IL-2 en immunothérapie. L’expression de PD-1 et de ses ligands
n’empéche pas les cellules T de répondre a une stimulation subséquente par ces
mémes cytokines - stimulation qui induit phosphorylation de STATS, prolifération
et survie - mais inhibe toute activation via le TCR. Ces résultats s’inscrivent
parfaitement dans les études montrant que (1) PD-1 inhibe la fonction des cellules
T via le TCR et le recrutement de phosphatases comme SHP-1 et SHP-2 et que
(2) le TCR et PD-1 doivent étre temporellement et spatialement a proximité pour
qu’il y ait un effet inhibiteur de PD-1 (Chemnitz et al, 2004; Pentcheva-Hoang et
al, 2007).

A contrario, lors de la surexpression de PD-1 suite a la stimulation chronique du
de la réponse immunitaire innée par les ligands de TLR ou de la réponse
immunitaire cellulaire par les antigénes viraux, il serait intéressant de savoir si la
réponse aux cytokines impliquées dans la prolifération homéostatique est altérée
ou pas. Un défaut de réponse a I’'IL-7 ou a I’'IL-15 pourrait directement affecter la
prolifération homéostatique et la survie des cellules T.

Nous savons également que dans I’infection par le VIH-1, les cellules T perdent
I’expression du récepteur a I’IL-7: c’est particulicrement le cas des cellules Teum
(Rethi et al, 2005; Paiardini et al, 2005; Koesters et al, 2006; Mercier et al, 2008).
Il est important de rappeler que le nombre de Tcym est inversement corrélé a la
progression de la maladie (Potter et al, 2007). Donc la survie et la prolifération de
ces cellules va avoir un impact direct sur la reconstitution des compartiments T
CD4 et CDS8. Le niveau d’expression de CD127 sur les cellules T est inversement
corrélé avec le niveau d’activation immunitaire (Koesters et al, 2006). Les
mécanismes régulant I’expression de CD127 sont trés peu connus et donc le lien
entre CDI127 et activation immunitaire reste a ¢élucider. Des études
complémentaires seraient requises pour comprendre si la diminution de
I’expression de CD127 et la surexpression de PD-1 sont liées par une méme voie
de régulation ou si ce sont simplement des événements qui coincident car ils ont la

méme cause, ¢’est-a-dire une stimulation antigénique chronique.
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PD-1 et activation des cellules T naives

Les cellules T CD4" et T CD8" naives chez les patients infectés par le VIH-1
expriment des forts niveaux de PD-1, et ce d¢s la primo infection. Par ailleurs, les
niveaux d’expression de PD-1 sur les cellules naives chez les patients
chroniquement infectés sont plus élevés que chez les individus nouvellement
infectés (Chapitre 3, Figure 1c). Il serait intéressant de savoir si les cellules naives
surexpriment PD-1 alors qu’elles sont en périphérie ou si elles sortent du thymus
en exprimant déja des hauts niveaux de PD-1 (i.e. il faudrait mesurer les niveaux
de PD-1 sur les cellules CD31" dans le sang). De plus, notre laboratoire a montré
que les thymocytes ont un défaut de prolifération: ce défaut est-il lié a
I’expression de PD-1 par les thymocytes (Dion et al, 2004)?

La surexpression de PD-1 est principalement le résultat de I’engagement du TCR
avec le complexe CMH/peptide. Cependant, les cellules naives n’ont jamais
rencontré 1’antigene dont elles sont spécifiques. Ceci suggere donc que des
mécanismes autres que les antigénes viraux sont responsables de la surexpression
de PD-1 par les cellules T naives chez les individus infectés par le VIH-1 (voir
section précédente).

Quelles sont les conséquences de cette surexpression de PD-1 par les cellules T
naives? Tout d’abord, la prolifération homéostatique et la survie en périphérie des
cellules naives pourraient étre altérées par D’expression de PD-1 par des
mécanismes allant d’un défaut de réponse aux cytokines a la diminution de
I’expression des récepteurs aux dites cytokines. PD-1 exprimé sur les cellules
naives pourrait également avoir des conséquences sur I’activation initiale de ces
cellules. En effet, les cellules dendritiques sont les seules cellules présentatrices
d’antigénes capables d’activer les cellules T CD4" et T CD8" naives. Les cellules
dendritiques expriment les deux ligands connus de PD-1 : PD-L1 et PD-L2. PD-L1
est constitutivement exprimé par les cellules dendritiques et est surexprimé apres
activation avec, par exemple, les ligands de TLR ou des cytokines pro-
inflammatoires. L’expression de PD-L2 est induite sur les cellules dendritiques par
ces mémes stimuli. Dans I’infection par le VIH-1, Trabattoni ef al. ont montré que

PD-L1 était surexprimé sur les monocytes des patients infectés par le VIH-1 et
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qu’il y avait une corrélation directe observée entre le niveau d’expression de PD-
L1 et les niveaux de virus plasmatiques (Trabattoni et al, 2003). Il a également été
montré que I’expression de PD-L1 était significativement augmentée sur les
patients progresseurs et les patients au stade SIDA, mais que ces niveaux étaient
maintenus a des niveaux relativement faibles chez les patients LTNPs (Wang et al,
2008). Jusqu’a présent il n’y a pas de données évaluant les niveaux de PD-L2 chez
les patients infectés par le VIH-1. Il serait donc intéressant de voir si I’activation
initiale des cellules T naives par les cellules dendritiques est inhibée par PD-1, et
si en bloquant la voie PD-1/PD-L1 cette activation est restaurée.

En conclusion, la surexpression de PD-1 par les cellules T naives pourrait avoir un
impact a la fois sur I’homéostasie de ces cellules mais aussi sur leur activation
initiale. Ceci pourrait avoir des conséquences multiples allant de la qualité de la
réponse mémoire générée, de la diversité du répertoire T a I’impossibilité¢ de

générer de nouvelles réponses dans le cadre d’une vaccination thérapeutique.

5.2.3. PD-1 et hyperactivation au cours de l’infection par le VIH-1

L’activation chronique des cellules T est une caractéristique de I’infection par le
VIH-1 et joue un role important dans la progression de la maladie, le niveau
d’hyperactivation constituant par ailleurs un meilleur indice de la progression de la
maladie que le niveau de la charge virale (Giorgi et al, 1999; Leng et al, 2001;
Sousa et al, 2002; Hazenberg et al, 2003; Koning et al, 2005).

Cet état d’hyperactivation des cellules du systéeme immunitaire lors de ’infection
par le VIH-1 se manifeste entre autres par (1) un taux de renouvellement des
cellules élevé comme montré par le nombre de cellules Ki67" (Liu et al, 1997,
Giorgi et al, 1999; Cohen Stuart et al, 2000; Sousa et al, 2002; Hazenberg et al,
2003) ainsi que (2) I’accumulation de cellules T hautement différenciées qui ont
perdu I’expression de CD28 et gagné I’expression de CD57 (Appay et al, 2002;
Papagno et al, 2004; Palmer et al, 2005).

Nous nous sommes naturellement demandé si PD-1 avait un lien de cause a effet

avec ce phénotype de cellules hyperactivées dans 1’infection par le VIH-1.
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PD-1 et statut hautement différencié des cellules T

Nos données montrent que les individus infectés par le VIH-1, que ce soit au début
ou a un stade plus avancé de la maladie, subissent une différentiation progressive
de leurs cellules T vers un phénotype hautement différencié (i.e. CD57" et CD28").
C’est valable pour toutes les sous-populations T CD4" et T CD8" mis a part les
cellules naives (Chapitre 3, Figure 3 et Figure 4). Rappelons qu’un nombre élevé
de cellules CD57" ou de cellules CD28 a été associé avec la progression de
I’infection par le VIH-1 (Gamberg et al, 2004; Papagno et al, 2004).

Les cellules T expriment CD57 et perdent 1’expression de CD28 alors qu’elles
n’ont méme pas encore atteint un stade tres différencié¢ (i.e. Tem et Trm). Les
cellules T CD57" étant des cellules vouées a mourir, nos données montrent que la
déplétion des cellules T CD4" et T CD8" se passe au niveau de toutes les sous-
populations et non pas seulement au niveau des sous-populations les plus
différenciées (i.e Tg et Ttp). De plus, la perte d’expression de CD28 a la surface
des cellules T doit jouer un rdle dans la dysfonction des cellules dans 1’infection
par le VIH-1 : en effet la perte de CD28 induit un défaut de prolifération cellulaire
et une incapacité a produire de L’IL-2. De fagon remarquable, 1’expression de PD-
1 ne corréle ni avec un pourcentage plus élevé de cellules T CD57" ni avec un
pourcentage de cellules T CD28" plus ¢élevé, et ce pour toutes les sous-populations
des compartiments CD4 et CDS. La surexpression de PD-1 et la perte/gain
d’expression de CD28/CD57" semblent n’étre pas régulés par une méme voie de
signalisation mais sont des événements qui coincident car ils répondent a la méme
cause qui est la stimulation chronique par le virus ou [’état généralisé

d’hyperactivation immunitaire.

PD-1 et taux de renouvellement des cellules T
Nous avons mesur¢ la capacité proliférative des cellules T in vivo en utilisant le
marqueur Ki67 pour identifier les cellules qui proliféerent. Tous les patients
infectés par le VIH-1 (i.e. primo infection et infection chronique) montrent des
pourcentages de cellules Ki67" nettement plus élevés que les donneurs sains, et ce

sur toutes les sous-populations CD4 et CD8 (Chapitre 3, Figure 2). Dans le
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compartiment CD4, le pourcentage de cellules Ki67  dans toutes les sous-
populations naive/mémoire est similaire chez les patients en primo infection et les
patients chroniquement infectés. A I’inverse, dans le compartiment CDS, il y a une
fréquence beaucoup plus élevée de cellules Ki67" chez les patients nouvellement
infectés que chez les patients en phase chronique. Ceci doit correspondre a
I’expansion massive de cellules T CD8" observée dans toute infection aigué. Pour
¢évaluer ’impact de PD-1 sur la capacité proliférative in vivo des cellules T, nous
avons regardé si le niveau de PD-1 corrélait avec le pourcentage de cellules Ki67".
Ces deux paramétres ne corrélent ni dans le compartiment CD4 ni dans le
compartiment CD8 (Chapitre 3, Figure 2c). Mais, fait intéressant, nous constatons
que dans le compartiment CDS8 les individus en primo infection ne ségrégent pas
au méme endroit que les individus chroniquement infectés. Ceci laisse penser que
PD-1 n’a pas la méme signification suivant le stade de la maladie i.e. PD-1
marqueur d’activation en primo infection et PD-1 marqueur d’exhaustion en phase
chronique (Voir également paragraphe 5.2.4). Ca serait bien sir a vérifier en
faisant des tests fonctionnels sur chacun des deux groupes. Ce n’est par contre pas
le cas dans le compartiment CD4, mais ¢a peut peut-&tre s’expliquer par le fait que
dans les sous-populations CD4 il faut prendre en compte le parameétre déplétion

massive des cellules.

5.2.4. PD-1 et la transition de la phase aigué a la phase chronique de [’infection
par le VIH-1

Comme déja mentionné, PD-1 doit étre vu comme un régulateur négatif de
I’activation des cellules T, mais aussi comme un médiateur de 1’exhaustion de ces
mémes cellules lors d’une exposition chronique a I’antigéne comme dans
I’infection par le VIH-1. Nous nous sommes donc demandé si la surexpression de
PD-1 sur les cellules T avait la méme signification lors de la phase aigué de

I’infection par le VIH-1 que lors de la phase chronique.
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PD-1 et la perte de fonction des cellules T CDS" durant la transition vers la phase

chronique de [’infection

Importance de la réponse T CD8" au cours de l’infection
La phase aigué de I’infection par le VIH-1 est associée a une production élevée de
virus ainsi qu’a une chute dramatique du nombre de cellules T CD4" et une forte
expansion des cellules T CD8" dans le sang (Kaufmann et al, 1998b). Plusieurs
hypothéses sont émises pour expliquer le contrdle de la charge virale apres le pic
de virémie. Certains modéles mathématiques suggerent que la destruction massive
des cellules T CD4" au niveau du GALT et des ganglions lymphatiques - les sites
principaux de la réplication virale - limite le nombre de cellules permissives
supportant la réplication du virus (Phillips, 1996; Davenport et al, 2007; Petravic
et al, 2008). Une deuxiéme hypothése, non exclusive, est que la réponse T CD8"
cytotoxique permet la diminution de la charge virale apres le pic de virémie et
ainsi I’entrée en phase chronique de I’infection. Plusieurs études soulignent
I’importance de la réponse T CD8" spécifique du VIH-1 dans le contrdle du pic de
la virémie. Il y a tout d’abord une coincidence temporelle entre 1’apparition de la
réponse T CDS8" et la diminution de la charge virale : la réponse T CD8" apparait
dans le sang juste avant le pic de virémie, subit une forte expansion suivie d’une
importante contraction alors que la charge virale diminue (Borrow et al, 1994;
Koup et al, 1994; Wilson et al, 2000). La réponse T CD8" est détectable avant la
séroconversion (i.e. 1’apparition d’anticorps dirigés contre les protéines virales)
mais aussi bien avant 1’apparition d’anticorps neutralisants (Huber et al, 2007).
L’association de certains alleles HLA avec une valeur seuil de la charge virale
basse et une progression plus lente de la maladie sont aussi en faveur d’un réle
certain de la réponse T CDS8" dans le controle du pic de la virémie (Carrington et
al, 2003). L’apparition de nombreuses mutations virales dans des épitopes CD8
démontre 1’existence d’une pression de sélection exercée par la réponse T CD8"
(Borrow et al, 1997; Goulder et al, 1997; Price et al, 1997). Et finalement, la
réduction du pic de la virémie chez le macaque Rhésus infecté par le SIV nécessite

la présence de la réponse T CD8" (Schmitz et al, 1999).
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Durant la phase chronique de I’infection, une stabilisation de la charge virale est
observée pendant plusieurs années : le virus se réplique sensiblement a la méme
vitesse que celle a laquelle il est éliminé par la réponse T CDS" (Benito et al,
2004). De nombreuses ¢tudes mettent en avant le role protecteur de la réponse T
CD8" spécifique du VIH-1 en phase chronique de I’infection. Les patients LTNP
ont une réponse T CD8" importante et composée de cellules cytotoxiques qui ont
une grande capacité de prolifération et qui sécrétent de I’interleukine 2 (IL-2)
(Betts et al, 2006). Des réponses T CDS8" ont été détectées chez des individus
exposés fréquemment au virus, mais qui restent non infectés (Kaul et al, 2004;
Makedonas et al, 2005; Alimonti et al, 2006). De plus, la déplétion des
lymphocytes T CDS8" chez le macaque Rhésus infecté par le SIV est associée a une
perte du controle de la charge virale et a une progression fulgurante de la maladie
(Schmitz et al, 1999). Cependant, bien que les patients infectés par le VIH-1 aient
une réponse T cytotoxique, ils finissent ultimement par ne plus controler la charge
virale et ainsi développer les premiers symptomes associés a une
immunodépression. Ces derniéres années, de nombreuses études ont caractérisé la
réponse T CD8" chez les patients chroniquement infectés: ces cellules ont
notamment un phénotype de cellules « épuisées » qui présentent un défaut de
production de cytokines (Zimmerli et al, 2005; Betts et al, 2006) et de survie
(Mueller et al, 2001). Un des mécanismes proposés pour expliquer cette
dysfonction est la surexpression de PD-1 par les lymphocytes T CD8" spécifiques
du VIH-1 (Day et al, 2006; Petrovas et al, 2006; Trautmann et al, 2006).

En conclusion, toutes ces études démontrent que les lymphocytes T CD8"
sont essentiels pour une immunité effective contre le VIH-1, et ce a tous les stades

de la maladie.

PD-1 et la réponse T CD8" au cours de I'infection
Notre travail montre que les lymphocytes T CD8" expriment des niveaux de PD-1
significativement plus ¢élevés chez les patients infectés par le VIH-1 que chez les
donneurs sains, et ce, que ce soit en phase aigué ou en phase chronique de

I’infection (sachant tout de méme que les patients chroniquement infectés
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expriment significativement plus de PD-1 que les patients récemment infectés)
(Chapitre 3, Figure 1c). La question soulevée par cette observation est : est-ce que
les niveaux ¢élevés de PD-1 observés en primo infection ont les mémes
conséquences biologiques qu’en infection chronique?

Afin de différencier PD-1 « marqueur d’activation» et PD-1 « marqueur
d’exhaustion», nous nous sommes plus particuliérement intéressés aux cellules
Ki67", Ki67 étant un facteur nucléaire - surexprimé lors de toutes les phases du
cycle cellulaire a I’exception de la phase Gy - qui identifie les cellules qui
proliférent (Gerdes et al, 1984; Schwarting et al, 1986). Tout d’abord, les cellules
T CDS8" exprimant Ki67 sont en fréquence beaucoup plus élevées en phase aigué
qu’en phase chronique de I’infection (Chapitre 3, Figure 2b): le pourcentage
significativement plus élevé de cellules Ki67" en primo infection refléte trés
certainement 1’expansion massive des cellules T CD8" qui suit I’explosion de la
charge virale au début de I’infection (Borrow et al, 1994; Koup et al, 1994; Wilson
et al, 2000). De plus, les niveaux de PD-1 sur les cellules T CD8" Ki67" sont
similaires, voire inférieurs, a ceux des cellules T CD8" Ki67 chez les donneurs
sains et les patients en primo infection (Chapitre 3, Figure 2e). A I’inverse, les
niveaux de PD-1 sur les cellules T CD8" Ki67" sont plus élevés que sur les cellules
T CDS8" Ki67 chez les patients chroniquement infectés. Ces niveaux élevés de PD-
1 sur les cellules T CD8" Ki67" des patients virémiques suggérent une perte de
fonction de ces cellules liée a PD-1 et donc une diminution de leur capacité
proliférative in vivo. Ce défaut de prolifération des cellules T CDS8" doit donc
expliquer en partie la diminution du pourcentage de cellules T CD8" Ki67"
observé lors de la transition vers la phase chronique de I’infection. Il convient tout
de méme de ne pas oublier que la diminution de la charge virale et la répartition
cellulaire modifiée entre la phase aigué et la phase chronique de I’infection doivent
aussi contribuer & cette diminution du pourcentage de cellules T CD8" qui
proliférent.

En conclusion, des hauts niveaux d’expression de PD-1 sur les lymphocytes T
CDS8" chez les patients virémiques suggérent une perte de fonction de ces cellules

en réduisant notamment leur capacité de prolifération. A I’inverse, des niveaux de
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PD-1 plus faibles - mais tout de méme significativement plus élevés que chez les
donneurs sains - semblent préserver la fonction des cellules T CD8" en primo
infection. Des études fonctionnelles sur les cellules T CD8" au cours de 1’infection
devront étre conduites pour vérifier cette hypothése. Notons également que la
surexpression de PD-1 semble ne pas avoir la méme signification biologique au
cours de D’infection : différencier les deux facettes de PD-1 (i.e. marqueur
d’activation et marqueur d’exhaustion) au cours de I’infection influera sur le

potentiel thérapeutique de bloquer la voie PD-1/PD-L1.

PD-1 et le défaut d’activation des cellules naives durant la transition de la phase

aigué a la phase chronique de la maladie

Activation des cellules naives au cours de l’'infection
Pendant les quelques semaines que comptent la primo infection, un nombre
croissant de cellules T CDS8" dirigées contre le virus émergent et coincident avec le
contrdle de la réplication virale et la résolution des symptdmes associés a la primo
infection (Borrow et al, 1994; Koup et al, 1994; Pantaleo et al, 1994). Des cellules
T CD4" spécifiques du virus sont également détectées (Harari et al, 2002, 2005a).
Il est donc clair que les cellules naives peuvent étre activées lors de la primo
infection. En phase chronique de I’infection, nous avons certaines évidences qu’il
est encore possible d’activer des cellules naives. Tout d’abord, dans le cadre de
vaccination thérapeutique chez les patients infectés par le VIH-1, il a ét¢ montré
qu’il était possible d’activer de nouvelles réponses T in vivo (Lu et al, 2004;
Kloverpris et al, 2009). 11 est également possible de voir I’apparition de réponses
contre des mutants d’échappement du virus et des réponses contre des épitopes qui

restent invariants (Allen et al, 2005; Goonetilleke et al, 2009).

PD-1 et activation des cellules naives au cours de l’infection
Lors de la transition de la primo-infection a la phase chronique, il y a en fréquence
une accumulation des cellules Ty dans les compartiments CD4 et CD8; notons tout

de méme que les patients infectés ont toujours moins de cellules naives que les
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donneurs sains et ce que ce soit en primo infection ou en phase chronique. Cette
accumulation de cellules Ty chez les patients chroniquement infectés par rapport
aux patients en primo infection laisse penser qu’il devient difficile d’activer ces
cellules. La fonction thymique étant réduite chez les patients chroniquement
infectés, cette augmentation en fréquence de cellules Ty ne peut pas étre due a une
augmentation de leur production (Douek et al, 2001; Hatzakis et al, 2001). Or le
niveau de PD-1 est trés nettement augmenté sur les naives des compartiments CD4
et CD8 des patients virémiques, non seulement par rapport aux individus sains
mais aussi par rapport aux patients en début d’infection. L hypothese qui découle
de ces observations est qu’avec la progression de la maladie, les cellules Ty
expriment des hauts niveaux de PD-1 et deviennent plus difficilement activables.
De plus, sachant que le virus mute sous la pression de sélection exercée par les
cellules T CDS8", dés la primo infection (Borrow et al, 1997; Liu et al, 2006) mais
aussi au cours de la phase chronique de la maladie (Koup et al, 1994; Allen et al,
2005; Jones et al, 2004), il y a plus de variants du virus en phase chronique qu’en
début d’infection. Nos données suggerent donc qu’en phase chronique de
I’infection, le répertoire T est moins large puisqu’il est plus difficile d’activer de
nouvelles réponses et cela pour un panel de virus plus divers a controler. Ce
phénomene pourrait participer a la lente perte de contrdle de I’infection en phase
chronique et donc a la progression de la maladie. Il serait intéressant de voir si
dans le cadre d’un traitement immunothérapeutique ou la voie PD-1/PD-L1 est

bloquée, le répertoire T devient plus large.

PD-1 et le défaut d’expansion des cellules T CDS" mémoires transitoires durant la

transition de la phase aigué a la phase chronique de la maladie

Nous avons observé une expansion massive des cellules CD8" Ty en primo
infection. Sachant que les cellules Tty sont des cellules polyfonctionnelles douée
d’une grande capacité de prolifération (données non montrées), elles doivent jouer
un role important dans le contrdle de la virémie observé en début d’infection. Est-

ce que ces cellules jouent un réle direct dans la lyse des cellules infectées ou est-ce
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qu’elles servent de boucle d’amplification pour produire des cellules effectrices
reste & déterminer. En remarque, une telle expansion massive des cellules Tty
n’est pas observée dans le compartiment CD4 des patients en primo infection. La
question qui découle de cette observation est : est-ce qu’il n’y a pas d’expansion
des CD4" Ty ou est-ce que ces cellules sont la cible préférentielle du virus - elles
expriment des hauts niveaux de CCRS5 - et sont donc massivement lysées. A
I’inverse, en phase chronique de ’infection, il n’y a pas d’expansion massive des
cellules CD8" Try. Les niveaux de PD-1 sur cette sous-population sont supérieurs
a la norme a la fois en primo infection et en phase chronique. Par contre, les
niveaux de PD-1 sur les cellules CD8" Tpy sont trés nettement supérieurs chez les
individus virémiques par rapport aux individus en primo infection. Notre
hypothese est donc que la perte de controle de 1’infection lors de la transition vers
la phase chronqiue de I’infection est due, entre autres, a la perte de fonction des

cellules CD8" Tty médiée par PD-1.

5.2.5. Reconstitution immunitaire apres traitement antiviral dans ’infection par le

VIH-1

Les patients traités avec succeés retrouvent une distribution normale des sous-
populations naive/mémoire dans le compartiment CD4 mais pas dans le
compartiment CD8 ou la sous représentation des cellules Tcm en faveur des
cellules Tgy persiste. La plupart des sous-populations T CD4" et T CDS"
retrouvent des niveaux de PD-1 similaires a ceux observés chez les donneurs sains;
a Pexception, par exemple, des cellules CD8" Tcy qui expriment toujours des
hauts niveaux de PD-1, ce qui peut peut-étre expliquer pourquoi cette sous-
populations ne retrouvent pas une fréquence normale chez les individus sous
traitement antiviral. La fréquence des cellules ayant un statut hautement
différencié (i.e. CD28 ou CD57") diminuent avec le traitement, mais persiste dans
certaines sous-populations T CD8'. Les individus traités ont un taux de
renouvellement de leurs cellules T CD4" et T CDS8" significativement plus élevé

que chez les donneurs sains, méme si ¢a reste un phénomene moins important que
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chez les individus infectés. Ceci est le plus probablement di au fait qu’il y a une
prolifération des cellules T pour retrouver des comptes normaux apres la déplétion
massive des cellules (c’est d’ailleurs surtout le cas dans le compartiment CD4). En
conclusion, les traitements antiviraux semblent restaurer de facon partielle le
compartiment CD8 mais de fagon quasi totale le compartiment CD4. Cette
différence entre les deux compartiments s’explique peut-Etre par le fait que le
compartiment CD4, ayant ¢été massivement déplété, sera majoritairement

renouvelé.

5.2.6. Modele hypothétique de 'immunopathogénese du VIH-1

D’aprés les données obtenues dans notre étude, voici un modele hypothétique de
I’immunopathogénése du VIH-1 qui intégre trois composantes trés importantes
que sont la déplétion massive des cellules T CD4", I’activation chronique du
systeme immunitaire et I’exhaustion de la réponse cellulaire T, et ce au cours de

I’infection (Figure 2).

La primo infection (Figure 2a)

Dans les premiéres heures suivant une contamination par transmission sexuelle, le
VIH-1 infecte les cellules T CD4" situées au niveau des muqueuses
vaginale/rectale. Le VIH-1, utilisant préférentiellement la protéine CCRS comme
co-récepteur, infecte les cellules T effectrices mémoires CCRS" qui se trouvent en
abondance dans tous les tissus extra-lymphoides dont les muqueuses
génitale/rectale. Durant la premiere semaine, l’infection reste localisée aux
muqueuses génitale/rectale et aux ganglions lymphatiques drainant. Les virions
nouvellement produits au niveau des ganglions lymphatiques drainant permettent
la dissémination du virus via le sang aux organes lymphoides secondaires dont
notamment la muqueuse intestinale. La muqueuse intestinale constituant le plus
grand réservoir de cellules mémoires T CD4" CCRS5", le virus s’y réplique alors

abondamment conduisant ainsi & une déplétion massive des cellules T CD4". A ce
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stade de I’infection - entre 21 et 28 jours apres avoir été infecté - la charge virale
dans le sang atteint un pic de I’ordre de 10’-10® copies par millitre de sang. C’est
¢galement a ce moment-la qu’apparaissent les premiers signes de la mise en place
d’une réponse immunitaire adaptative : il est en effet observé une forte expansion
de cellules T CD8" spécifiques du VIH-1 dans le sang. Les cellules naives T CD8"
sont massivement mobilisées et activées — leur fréquence diminue dans le sang —
pour constituer un répertoire polyclonal de cellules T CD8" effectrices. Les
cellules CD8" Try, dont la fréquence dans le sang est trés fortement augmentée,
permettent trés probablement d’amplifier la production de cellules CD8" Tgy —
cellules douées de fonction cytotoxique — a partir des cellules CD8" Tcy. Ces
cellules T CD8" sont activées et expriment PD-1 « marqueur d’activation ». Cette
réponse T CD8" exerce une pression de sélection sur le virus et a pour
conséquence I’émergence de variants génotypiques du virus dés la primo infection.
Mais un répertoire polyclonal et fonctionnel permet le controle de la charge virale.
La stabilisation de la charge virale signe la fin de la primo infection. Les cellules T
CD4" ayant encore une capacité de renouvellement relativement préservée — elles
expriment également PD-1 « marqueur d’activation » — , le compartiment T CD4"

est potentiellement reconstitué¢, notamment au niveau du GALT.

La phase chronique (Figure 2b)

Avec la persistance du virus, il se crée un état d’activation immunitaire généralisé
dont les conséquences sont dommageables pour le systéeme immunitaire. En effet,
avec la déplétion des cellules T CD4" - majoritairement des th17 - qui continue
d’avoir lieu au niveau du GALT, la muqueuse intestinale perd son intégrité. Ceci
conduit a la translocation de bactéries commensales dans la circulation sanguine et
donc a une activation systémique des lymphocytes T, mais aussi des monocytes et
des cellules dendritiques. Les composants bactériens, le virus lui-méme et les virus
persistants qui réémergent (i.e. CMV et EBV) ainsi que les cytokines pro-
inflammatoires découlant de cette activation systémique des cellules créent un état

d’hyperactivation des cellules. Toutes les sous-populations T CDS", y compris les
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cellules naives, expriment alors des hauts niveaux de PD-1 « marqueur
d’exhaustion ». Les cellules T CD8" ont un phénotype plus différencié, avec une
fréquence plus élevée de cellules CD8" Tgy au détriment des cellules CD8"™ Te.
Les niveaux plus élevés de PD-1 sur les cellules T CD8" sont associés a des
niveaux de prolifération réduits et donc a une perte de fonction. De plus, les
cellules naives T CD8" s’accumulent: ces cellules ne sont plus activées a cause des
hauts niveaux de PD-1 qu’elles expriment. Ce défaut d’activation des cellules
naives contribue a donner un répertoire T oligoclonal. Sachant que le nombre de
variants génotypiques du virus est plus grand en phase chronique qu’en phase
aigue de I’infection, un répertoire oligoclonal - et de surcroit non fonctionnel -
conduit a la progression de la maladie. Quant aux cellules T CD4", elles perdent
leur capacité de régénération car elles expriment des hauts niveaux de PD-1. La
reconstitution du compartiment T CD4" s’épuise. Il y a alors un effondrement du

systéme immunitaire ce qui caractérise I’entrée en phase clinique de la maladie.
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FIGURE 2. Mode¢le de I'immunopathogéneése de I’infection par le VIH-1. a. Lors
de la primo infection, les cellules T CD4" mémoires qui résident dans les organes
extra-lymphoides, notamment la muqueuse intestinale, sont massivement déplétées
par le virus. La réponse T CDS8" contrdle la charge virale : les cellules naives sont
mobilisées pour donner un répertoire divers, il y a une expansion massive des
cellules Ty pour générer des effecteurs. Le compartiment T CD4" est alors
reconstitué. b. En phase chronique de I’infection, la déplétion massive des cellules
T CD4" au niveau de la muqueuse intestinale continue. Ceci entraine des lésions
entéropathiques qui conduisent a une translocation microbienne dans le sang. Le
virus lui-méme et les composants bactériens, en activant le systéme immunitaire,
fournissent au virus des cibles qui vont soutenir sa réplication. Les cellules T
CD8" expriment des hauts niveaux de PD-1 et ne contrdlent plus I’infection: c’est
le cas des cellules naives qui ne peuvent plus étre activées ce qui contribue a
donner un répertoire oligoclonal. La reconstitution du compartiment T CD4",
notamment des cellules CD4" Tcy, s’épuise ce qui conduit a une perte de controle
de I’infection au niveau des muqueuses et des autres tissus. Adapté de Douek et al.

Annual Review of Medicine. 2009. 60 :471-84.

5.3. Inhiber la voie PD-1/PD-L1 : potentiel thérapeutique dans I’infection par
le VIH-1

Dans les trois dernicres années, plusieurs études ont montré que PD-1 était
un marqueur de la dysfonction des cellules T CD8" et T CD4" spécifiques du VIH-
1 chez les individus chroniquement infectés (Day et al, 2006; Petrovas et al, 2006;
Trautmann et al, 2006; D’Souza et al, 2007; Sauce et al, 2007). En effet, les
cellules T CD8" et T CD4" spécifiques du VIH-1 expriment des hauts nivaux de
PD-1, le niveau d’expression de PD-1 corrélant avec la charge virale. Chez les
patients sous thérapie antirétrovirale (i.e. avec une charge virale inférieure a 50

copies/ml), le niveau de PD-1 des cellules T CD8" et T CD4" spécifiques du VIH-
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1 est nettement réduit (Day et al, 2006; Trautmann et al, 2006). Les patients
LTNP, infectés par le VIH-1 mais qui contrdlent naturellement I’infection, ont
¢galement des niveaux de PD-1 plus faibles que chez les patients dits progresseurs
(Zhang et al, 2007). Ces mémes ¢études ont montré que 1’association du récepteur
PD-1 avec son ligand PD-L1 entraine une diminution de la prolifération et de la
production de cytokines par les lymphocytes T CD8" et T CD4" spécifiques du
virus. Bloquer in vitro la liaison du récepteur PD-1 avec son ligand PD-L1 en
utilisant un anticorps anti-PD-L1 neutralisant permet aux cellules T CD8" et T
CD4" de recouvrer leur fonction, c’est-a-dire prolifération et sécrétion de

cytokines (IFN-y, IL-2 et TNF-a).

Bloquer in vivo I’interaction de PD-1 avec son ligand PD-L1 est le point
saillant de toutes ces études sur PD-1. Le groupe de Rafi Ahmed a montré, dans le
modéle d’infection chronique par LCMV (clone 13) que les cellules T CDS"
spécifiques du virus expriment des forts niveaux de PD-1 et qu’il est possible de
restaurer in vivo leur fonction en utilisant un anticorps bloquant anti-PD-L1 et
ainsi permettre I’élimination du virus (Barber et al, 2006). Plusieurs études ont
¢galement été menées chez les macaques infectés par le SIV (Velu et al, 2009;
Finnefrock et al, 2009). Le blocage in vivo de la voie PD-1/PD-L1 dans ce modele
animal permet de restaurer la fonction des cellules T CDS8" spécifiques du virus, de

diminuer la charge virale et de prolonger la survie.

Associer inhibition de la voie PD-1/PD-L1 a un vaccin thérapeutique
pourrait permettre de développer des réponses immunitaires efficaces contre le
virus et ainsi rendre possible le contréle de la charge virale voire 1’élimination
complete du virus chez des individus infectés. La principale difficulté rencontrée
lors de I’établissement d’un vaccin thérapeutique est que I’on cherche a stimuler
un systéme immunitaire « épuisé » a cause de la persistance du virus et non un
systeme immunitaire naif comme dans le cas de vaccination préventive. L’équipe
de Rafi Ahmed a montré, toujours dans le modele LCMV, que combiner le

blocage de I’interaction PD-1/PD-L1 a I’administration d’un vaccin thérapeutique,
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améliore les réponses T CD8" dirigées contre le virus et permet un plus grand
controle de la charge virale: les CTL ainsi générés ont une production d’IFN-y
augmentée, ils expriment plus de récepteurs CD127 ce qui leur confére une plus
grande capacité de survie et moins de récepteurs PD-1 (Ha et al, 2008). Dans le
contexte d’une vaccination prophylactique, il a ét¢é montré que, chez le macaque
Rhésus vacciné avec un vecteur adénoviral codant pour la protéine SIV Gag, que
le blocage de la voie PD-1/PD-L1 augmentait le nombre de cellules spécifiques de

SIV générées (Finnefrock et al, 2009).

L’aspect le plus intéressant de toutes ces recherches menées sur PD-1, et
bien shr celui qui suscite le plus d’intérét, est le fait que bloquer la voie de
signalisation PD-1/PD-L1 in vivo a un potentiel thérapeutique trés prometteur pour
toutes les infections chroniques dont le VIH-1 mais aussi 1’hépatite C et I’hépatite
B [Plusieurs papiers ont également montré le role de PD-1 dans la dysfonction des
cellules T CDS8" spécifiques du virus de 1’hépatite C (Golden-Mason et al, 2007,
2008; Maier et al, 2007; Penna et al, 2007; Radziewicz et al, 2007; Urbani et al,
2006, 2008) et des cellules T CD8" spécifiques du virus de I’hépatite B (Peng et al,
2007; Boni et al, 2007]. Les compagnies travaillent au développement d’une telle
approche thérapeutique : Medarex a produit deux anticorps humanisés - le CT-011,
anticorps anti-PD1, et le MDX-1106, anticorps anti-PD-L1- afin de les tester chez
I’humain. Une étude clinique de phase I a montré que le CT-011 était bien toléré
chez des patients atteints de désordre hématologique sévere (Berger et al, 2008).
Un essai clinique actuellement en phase I teste le potentiel thérapeutique du MDX-
1106 chez des patients atteints de cancers réfractaires a tout traitement

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00730639).

Lorsque I’on utilise des anticorps bloquants, il convient d’étre extrémement
prudent et d’en évaluer tous les risques et effets secondaires, d’autant plus aprés
I’incident survenu lors de 1’essai en phase I du TGN1412. En effet, une étude
clinique testant chez I’humain un anticorps agoniste du co-récepteur CD28 a

tourné au désastre (Suntharalingam et al, 2006). Six volontaires ayant recu une
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dose du TGN1412 ont développé trés rapidement une réaction inflammatoire
massive nécessitant des soins intensifs pendant plusieurs jours (Drazen, 2006). Cet
anticorps anti-CD28 avait, bien entendu, été testé auparavant dans des modeles
murins et primates (Cynomolgus et Rhesus) et n’avait montré aucun effet toxique

(Schraven et Kalinke, 2008).

L’incident dramatique observé lors de cette étude clinique rappelle a
I’ordre la communauté scientifique et impose d’en tirer les lecons. Tout d’abord, le
choix du mode¢le animal utilisé pour tester toute nouvelle molécule est primordial.
Le développement des souris humanisées peut s’avérer étre un bon palliatif au
modele murin « classique » souvent utilisé en phase pré clinique et qui a montré
ses limites. Cependant, dans le contexte de la recherche sur le VIH-1, le mod¢le
primate reste le plus approprié et le plus pertinent sachant que 1’infection par le
SIV chez les macaques est celle qui se rapproche le plus de I’infection par le VIH-
1 chez I’humain. Mais il est important de garder en téte qu’aucun modele n’est pas
parfait et infaillible. C’est pourquoi il est aussi nécessaire de faire un travail en
amont pour mieux comprendre comment les voies ciblées sont orchestrées et
quelles sont toutes les conséquences biologiques de les manipuler. Il ne faut pas
perdre de vue que bloquer ou activer des voies de signalisations, qu’elles soient
activatrices ou inhibitrices, peut également avoir un effet délétére. Par exemple,
PD-1 joue un rdle essentiel pour mettre fin aux réponses immunitaires
potentiellement dangereuses comme celles qui sont a 1’origine de maladies auto-
immunes. Alors que restaurer la fonction de cellules spécifiques du virus
« épuisées » parait une stratégie tres séduisante, lever la tolérance d’autres cellules

serait désastreux.

Plutdt que simplement administrer un anticorps bloquant anti-PD-L1, il
faudrait envisager des stratégies beaucoup plus spécifiques et chercher a ne
bloquer que les cellules spécifiques du virus d’intérét. Une de ces approches
pourrait étre 'utilisation des cellules dendritiques. La manipulation des cellules

dendritiques pour induire des réponses cellulaires antivirales s’avére un outil
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prometteur pour controler les infections virales persistantes et pourrait également
permettre de combiner vaccination thérapeutique et blocage de la voie PD-1/PD-
L1. Dans le cadre de vaccination anti-cancer, les cellules dendritiques générées ex-
vivo et chargées avec la tumeur du patient ont montré dans de multiples études
cliniques qu’elles pouvaient induire des réponses anti-tumeur résultant en une
réduction de la tumeur (Palucka et al, 2007). Chez les patients infectés par le VIH-
1, des cellules dendritiques chargées par le virus autologue du patient et réinjectées
chez les patients se sont également avérées capables d’induire des réponses T
CD4" et CD8" anti-virus ainsi qu’une diminution de la charge virale (Lu et al,
2004). Rappelons également que les cellules dendritiques sont seules capables
d’activer les cellules naives et que les cellules naives chez les patients
chroniquement infectés par le VIH-1 surexpriment la molécule PD-1. Manipuler
ces mémes cellules dendritiques pour y diminuer I’expression de PD-L1
permettrait de bloquer la voie de signalisation PD-1/PD-L1. Une des options pour
diminuer ’expression de PD-L1 est I’utilisation de siRNA. J’ai developpé une
telle approche dans le laboratoire du Dr Steinman (Breton et al, 2009). Bloquer
I’expression de PD-L1 dans des cellules dendritiques dérivés des monocytes
permet de statistiquement augmenter la réponse proliférative T CD8" spécifique du
VIH-1 in vitro. Mais, I’augmentation du nombre de cellules T CDS8" étant
relativement faible, il reste a déterminer quel impact un tel changement aura in

Vivo.

Ces trois dernicres années, il y a eu beaucoup d’efforts investis autour de la
molécule PD-1, et c’est bien légitime car PD-1 parait jouer un grand rdle dans la
dysfonction des cellules spécifiques du VIH-1. Mais, d’autres voies sont a 1’étude
car elles semblent également participer a la dysfonction des cellules T dans les
infections virales persistantes. En 2006, deux équipes ont montré, dans le modele
LCMV, que bloquer le récepteur a I’'IL-10 permettait 1’élimination du virus chez
des souris en phase chronique de I’infection (Brooks et al, 2006; Ejrnaes et al,
2006). Ce contrdle de la charge virale est associé¢ a une amélioration de la fonction

des cellules T CDS8". L’équipe de Bruce Walker a, quant a elle, montré que la
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molécule CTLA-4 est surexprimée par les cellules T CD4" spécifiques du VIH-1
et qu’un anticorps anti-CTLA-4 augmentait la fonction de ces mémes cellules
(Kaufmann et al, 2007). La molécule TIM-3 joue également un rdle dans
I’exhaustion des cellules T dans le contexte d’une infection qui persiste et bloquer
cette voie restaure la fonction des cellules T (Jones et al, 2008; Ju et al, 2009;
Golden-Mason et al, 2009). C’est d’ailleurs I’existence de telles autres voies de
signalisation dans les cellules dendritiques qui peut-étre explique que nous n’avons
observé qu’un modeste effet du blocage de PD-L1 dans ces mémes cellules sur la

réponse proliférative T CD8" spécifique du virus (Breton et al, 2009).

Comme nous venons de le voir, des progres certains ont été faits dans notre
compréhension des mécanismes impliqués dans I’exhaustion des cellules T quand
I’antigene persiste dans 1’organisme. Le fait que bloquer une molécule comme PD-
L1 restaure la fonction des cellules T in vitro (et in vivo chez le macaque) laisse
entrevoir de nouvelles stratégies en immunothérapie pour augmenter I’immunité
dans I’infection par le VIH-1 et/ou pour potentialiser un vaccin thérapeutique ou
préventif. Cependant, des questions importantes restent en suspens quant a 1’effet
in vivo chez I’humain de telles approches thérapeutiques. La premiere
interrogation concerne les effets secondaires d’un tel traitement. Par exemple, le
blocage de CTLA-4 avec un anticorps bloquant est déja pratiqué chez I’humain.
Des patients atteints de cancer et qui recoivent de fagon systémique 1’ Ipilimumab
ont une régression de leur tumeur mais aussi parfois des effets secondaires séveres
comme une colite et une hypophysite (Hodi et al, 2003; Phan et al, 2003).
Toutefois, le blocage in vivo de la voie PD-1/PD-L1 chez le macaque a engendré
peu d’effets secondaires (Velu et al, 2009). Le deuxiéme point d’interrogation est
de savoir si le bénéfice obtenu par le blocage de la voie PD-1/PD-L1 sera suffisant
pour controler la charge virale étant donné qu’il existe d’autres voies de
signalisation dites « inhibitrices » et dont le role a été mis en évidence dans
I’exhaustion des cellules T spécifiques du VIH-1 (e.g. CTLA-4, CD70, IL-10,
TIM-3). Il a par ailleurs été montré, dans le modele murin, que bloquer in vivo de

facon concomitante les voies PD-L1/IL-10 (Brooks et al, 2008b) et PD-L1/LAG-3
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(Blackburn et al, 2009) avait un effet synergique. Finalement, nous sommes en
droit de nous demander si un tel traitement va avoir un effet bénéfique chez des
individus sous trithérapie, sachant que ce sont la plupart des patients dans les pays

développés et qu’ils expriment des niveaux de PD-1 presque normaux.

5.4. Tétrameres de CMH de class II : un outil trés utile dans le développement

d’un vaccin anti-VIH-1

Depuis les 25 derniéres années, des efforts colossaux ont été investis dans
la recherche contre le VIH-1 sans, malheureusement, aboutir au développement
d’un vaccin efficace. En septembre 2008, un vaccin développé par la compagnie
Merck, alors en phase II d’étude clinique et testé sur plus de 3000 individus a haut
risque d’infection, a été arrété car il n’a démontré aucune protection contre le virus
(Buchbinder et al, 2008; McElrath et al, 2008). Cet échec rappelait de fagon
cruelle a la communauté scientifique que ce qui constitue une réponse immunitaire
efficace dans I’infection par le VIH-1 n’est toujours pas connu et compris (Walker

et al, 2008; Sekaly, 2008).

L’identification de corrélats de protection durant I’infection par le VIH-1 se fait
urgente et est essentielle pour le développement d’une nouvelle génération de
vaccins (Harari et Pantaleo, 2005; Pantaleo et Koup, 2006; Letvin, 2007; Heeney
et Plotkin, 2006). Une autre approche pour développer des vaccins est de tirer les
enseignements de vaccins existants et ayant montré leur efficacité¢ (Lambert et al,
2005). L’¢équipe de Rafi Ahmed, ainsi que Denis Gaucher au laboratoire, ont
étudié les réponses T CD8" primaires générées aprés vaccination contre la variole
(Miller et al, 2008) ou contre la fievre jaune (Gaucher et al, 2008) dans le but de
mieux comprendre ce qu’est une réponse antivirale efficace. Dans une telle
perspective, il est important de mesurer de fagon qualitative et quantitative les

réponses induites.
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De plus, la plupart des approches immunothérapeutiques et des stratégies
vaccinales actuellement testées — que ce soit dans le cadre des maladies
infectieuses, des désordres auto-immuns ou du cancer — sont hautement
spécifiques de la pathologie ciblée. Il est donc important de développer des outils
nous permettant de mesurer de facon quantitative et qualitative la nature des
réponses T spécifiques de I’antigéne qui sont induites afin de valider I’efficacité de

tels traitements lors des études cliniques (Pantaleo et Harari, 2006).

Dans ce contexte, le développement d’outils fiables et sensibles permettant
I’identification, la quantification et la caractérisation des cellules spécifiques de

I’antigéne est nécessaire.

Mark Davis et John Altman furent les premiers a développer des complexes
tétramériques de CMH de classe I (Altman et al, 1996). Les tétrameres sont un
réactif utilisant le ligand naturel du TCR, c’est-a-dire le complexe CMH-peptide,
comme sonde pour détecter les cellules T spécifiques d’un antigeéne. Du fait de la
faible affinit¢ du complexe CMH-peptide pour le TCR, il est nécessaire de
multimériser ce complexe afin d’en accroitre I’avidité pour le TCR. Les tétrameres
de classe I ont été utilisés dans de trés nombreuses études pour détecter et
caractériser les cellules T CD8" — qu’elles soient de nature anti-virales, anti-
tumorales ou auto-immunes — et ce chez ’humain et dans des mod¢les animaux.
L’impact d’un tel outil dans le domaine de I’immunologie a été énorme.
Contrairement a d’autres méthodes de détection et de quantification des cellules
spécifiques de I’antigéne comme le test de cytotoxicité, le marquage intracellulaire
ou encore le test de prolifération, la détection des cellules par tétrameres ne repose
pas sur leur fonction, mais sur leur identification directe par le TCR. C’est d’autant
plus important dans le contexte de I’infection par le VIH-1 ou les cellules

spécifiques du virus sont dysfonctionnelles.

Alors que I’utilisation de tétraméres de CMH de classe I est tres répandue et se fait

presque de facon routinicre, 1’utilisation de tétrameres de CMH de classe 1I est
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beaucoup plus limitée. Les tétrameres de classe I sont généralement produits en
grande quantité chez E. coli. Produire les chaines o et § du CMH de classe II chez
E. coli et renaturer in vitro une molécule de CMH de classe II en présence d’un
excés de peptide reste une méthode extrémement colteuse et hautement
dépendante de la nature du peptide et de 1’allele de CMH de classe 11 choisis. La
production chez E. coli de molécules recombinantes liant de facon covalente le
peptide antigénique permet d’augmenter le rendement de protéines ayant une
bonne conformation et chargées avec le peptide (Cunliffe et al, 2002). Nous avons
alors choisi de produire nos molécules de CMH de classe II dans le systeme
eucaryote Drosophila afin d’en faciliter la production et d’en augmenter le
rendement [systéme ou la stratégie de lier le peptide de fagcon covalente avait déja
¢té utilisée (Crawford et al, 1998)]. En effet, toutes les étapes de purification des
protéines a partir des corps d’inclusion (agrégats de protéines formés chez E. coli)
et de renaturation des protéines en présence d’un exces de peptide sont évitées.
Une autre difficulté inhérente a la production de tétramére de CMH de classe 11 est
le fait que les génes du CMH de classe II sont extrémement polymorphiques et
qu’il n’existe pas de génes prévalents dans la population. Nous avons alors décidé
de développer un vecteur tres flexible nous permettant, en une étape de clonage, de
produire tout un panel de molécules de CMH de classe II liant de fagon covalente
une combinaison de différents peptides. Pour I’instant, nous avons produit 3 all¢les
différents (HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*0401, HLA-DRB1*0701) nous
permettant ainsi de couvrir environ 20% des individus de la population

canadienne.

Comme démontré dans le chapitre 4, cet outil nous permet d’identifier et de
quantifier les cellules T CD4" spécifiques d’un antigéne (i.e. clone T ou lignées
spécifiques du peptide HA3p6.313). En faisant varier la concentration en tétrameres,
le temps de coloration ou le nombre de cellules colorées, nous marquons toujours
le méme pourcentage de cellules avec les tétrameres. Ces résultats démontrent la
spécificité de nos molécules recombinantes. En utilisant des concentrations sub-

optimales de tétrameéres, nous distinguons différentes populations de cellules T
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ayant probablement des affinités différentes pour le complexe tétramérique
CMH/peptide. Ce serait toutefois a démontrer en déterminant les séquences de
TCR de chacune de ces populations de cellules T. Les tétrameres pourraient donc
étre un bon outil pour différencier les cellules T en fonction de leur affinité et donc

étudier I’expression de PD-1 en fonction de 1’affinité du TCR pour son ligand.

Mais comme exposé dans I’annexe 1, il est treés difficile de détecter des clones T
CD4" spécifiques du VIH-1 dans des PBMCs de patients infectés. Les limites a
cette détection sont la relative faible fréquence de ces cellules dans le sang ainsi
que la faible affinité du complexe TCR-CMH/peptide.

Pour contourner le probléme de la faible fréquence des cellules T CD4"

spécifiques d’un antigéne, beaucoup de protocoles utilisant les tétrameres de CMH
de classe II prévoient une stimulation préalable in vitro des cellules T CD4" avec
I’antigéne pour induire leur prolifération. Cependant cette approche a plusieurs
limites : (1) plusieurs cycles d’amplification des cellules T compliquent la
détermination de leur fréquence dans la population originale [méme si des
techniques comme le CFSE permettent de savoir le nombre de divisions effectuées
par les cellules et donc de calculer leur nombre initial (Novak et al, 1999)] (2)
certaines des cellules spécifiques de 1’antigéne peuvent mourir par apoptose ou ne
pas répondre a la stimulation antigénique car elles sont épuisées (e.g. exhaustion
médiée par PD-1) ce qui conduit a une sous-estimation de leur nombre initial
(Danke et al, 2003; Lucas et al, 2004) (3) et finalement une telle stimulation in
vitro peut potentiellement changer le phénotype de ces cellules ce qui va biaiser
toute tentative de les caractériser (Lemaitre et al, 2004). Une autre approche
maintenant plus couramment utilisée est d’enrichir I’échantillon a étudier en
cellules tétramére” en les sélectionnant par billes magnétiques (Day et al, 2003;
Scriba et al, 2005ab; Lemaitre et al, 2004).

La multimérisation (i.e. dans notre cas la tétramérisation) des complexes
CMH/peptide a partiellement permis de surmonter le probleme de faible affinité en
augmentant 1’avidité du complexe CMH/peptide pour le TCR. Nous avons pu ainsi

détecter des clones spécifiques du peptide HA3p6.313 dilués dans des PBMCs a une
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fréquence aussi basse que 0,6%. I1 faut toutefois noter que les clones T ainsi dilués
avaient été générés par stimulations répétées avec le peptide HAsp6.315 et sont donc
plutot de grande affinité pour le complexe HLA-DR1/ HA3p6.315. Cependant, la
tétramérisation des complexes CMH/peptide, largement utilisée pour la détection
des cellules T CD8", s’avére moins couronnée de succés pour la détection des
cellules T CD4". Une des explication est peut-étre simplement une question
d’organisation spatiale. La streptavidine a une structure rigide qui fait que les
quatre sites de liaison de la biotine sont situés d’une telle maniére que les quatre
molécules de CMH de classe I se retrouvent projetées aux quatre coins cardinaux.
Cette contrainte structurale rend quasiment impossible la liaison des quatre
molécules de CMH de classe II de fagon simultanée.

Finalement d’autres limites, liées a la cellule T elle-méme, comme la fluidité de la
membrane, 1’organisation en micro domaines, la densité et 1’accessibilit¢ du CMH
de classe II et du co-récepteur CD4, peuvent influencer la détection des cellules T

CD4" par les tétraméres de CMH de classe II.

Des méthodes alternatives a la tétramérisation et dont le but est d’augmenter
I’avidité du complexe CMH/peptide pour le TCR ont été décrites. C’est par
exemple I’utilisation de leucine zipper (Scott et al, 1996), de peptide covalent
(Kozono et al, 1994), d’immunoglobulines [IgG1 (BD™ DimerX) et IgGM (outil
developpé au laboratoire par Lena Kalfayan)], et finalemement de liposomes dit
cellules présentatrices d’antigenes artificielles (Giannoni et al, 2005). Il serait
intéressant de voir si de cloner nos molécules de classe II dans ces nouvelles
plateformes nous aiderait & palier a ce probléme de détection de cellules T CD4"

spécifiques de 1’antigéne chez les patients infectés par le VIH-1.

Pour conclure, I’outil idéal pour détecter, quantifier et caractériser les cellules T
spécifiques d’un antigéne, comme les cellules T CD4" spécifiques du VIH-1 dans
le cas qui nous intéresse, devrait avoir comme propriété une grande spécificité, une

grande sensibilité et devrait marcher entre 4 et 37°C. Sa liaison avec le TCR
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devrait étre réversible, ne devrait ni induire D’activation des cellules T ni

compromettre leur viabilité.

5.5. Perspectives et conclusion

L’¢étude, présentée dans le chapitre 3, a permis de soulever de nombreuses
questions comme exposé dans la discussion et m’a donné 1’occasion de proposer
un modele basé sur plusieurs hypothéses. Dans ce chapitre de perspectives, je vais
reprendre les points qui me paraissent les plus importants et qui mériteraient d’étre
poursuivi afin de comprendre davantage les mécanismes conduisant a la
progression de 1’infection par le VIH-1. Nous verrons également en quoi 1’outil
(i.e. tétrameres de CMH de classe II) généré dans le chapitre 4 est extrémement

utile dans cette analyse de I’immunopathogénése de I’infection par le VIH-1.

Pathogénese de l'infection par le VIH-1: du défaut d’activation des cellules naives

a la dysfonction des cellules T CDS”"

L’étude décrite dans le chapitre 3 est, a ma connaissance, unique dans le
sens ou c’est la seule étude qui détaille a la fois les réponses naive/mémoire T
CD4" et T CDS8" dans ’infection par le VIH-1, et ce de la phase initiale a la phase
chronique de I’infection. Cette étude a mis en relief un déséquilibre homéostatique
des cellules T observé a tous les stades de la maladie. De plus, une augmentation
de I’expression de PD-1 sur toutes les sous-populations T a tous les stades de la
maladie suggére que PD-1 pourrait jouer un role dans ce déséquilibre. Il serait
intéressant de savoir si bloquer in vivo la voie PD-1/PD-L1 restaurera la répartition
des sous-populations T CD4" et T CD8" comme celle observée chez les patients
sains. Mais de fagon plus intéressante, je crois que cette étude souléve deux
hypothéses pouvant s’avérer majeures dans I’immunopathogénése du VIH-1 qui
sont (1) le défaut d’activation des cellules naives et (2) la perte de fonction des

cellules T CDS".
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En ce qui concerne I’hypothése suggérant un défaut d’activation des

cellules naives, il serait intéressant de la démontrer, d’en comprendre les causes et

les conséquences :

* En prenant des cellules naives triées de patients en phase chronique de
I’infection par le VIH-1 et en les stimulant avec des peptides du VIH-1 en
présence ou en absence d’anticorps bloquant PD-L1, nous pourrons voir si
’activation des cellules naives est restaurée ou non.

* Afin de comprendre les causes de ce défaut d’activation des cellules
naives, il serait intéressant de voir si les cellules naives surexpriment PD-1
alors qu’elles sont en périphérie ou si elles sortent du thymus en exprimant
déja des hauts niveaux de PD-1 (i.e. il faudrait mesurer les niveaux de PD-
1 sur les cellules CD31" dans le sang). De plus, les cellules naives n’ayant
jamais rencontré 1’antigéne dont elles sont spécifiques, il serait intéressant
de voir quels sont les mécanismes conduisant a la surexpression de PD-1
par les cellules T naives chez les individus infectés par le VIH-1.

* Mais de fagon plus importante, quelles sont les conséquences de cette
surexpression de PD-1 par les cellules T naives sur la qualité de la réponse
mémoire générée, la diversité du répertoire T et I’impossibilité de générer
de nouvelles réponses dans le cadre d’une vaccination thérapeutique. Il
serait donc intéressant de voir si I’injection in vivo d’anticorps bloquant
PD-L1 permet a des patients chroniques non-traités d’avoir un répertoire T

plus varié et de mieux controler la charge virale.

En ce qui concerne le défaut d’activation des cellules T CD8" chez les

patients chroniquement infectés par le VIH-1 mais pas chez les patients en début
d’infection, des études fonctionnelles in vitro sur les cellules T CD8" au cours de
I’infection devront étre conduites pour vérifier cette hypothese. 1l serait également
intéressant de voir si dans le cadre d’un traitement immunothérapeutique ou la
voie PD-1/PD-L1 est bloquée in vivo dés la primo infection, la population T CD8"
redevient fonctionnelle notamment en ayant a nouveau une capacité de

prolifération et permet ainsi d’éviter la progression de la maladie.
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Les tétrameres de CMH de classe 11 et leur utilisation pour disséquer la réponse T

CD4" au cours de I'infection par le VIH-1

Disséquer les réponses cellulaires - comme la réponse T CD4" - mises en place
dans le contexte de I’infection par le VIH-1 est un ¢élément clé a la compréhension
de I'immunopathogénése de cette infection virale. Avec les tétrameres que nous
avons généré, nous pourrions essayer de suivre certains clones T CD4" au cours de
I’infection par le VIH-1 et de voir s’ils surexpriment PD-1 et si cette expression de
PD-1 a un impact sur leur fonction et leur persistance. Il serait également
intéressant de voir si le répertoire T CD4" (naif et mémoire) en début d’infection
est différent de celui en phase chronique de I’infection. Nous pourrions également
déterminer ce qui peut moduler I’expression de PD-1 des clones spécifiques du

VIH-1 (i.e. affinité¢ du TCR, dose de I’antigene...).

Conclusion

Mieux déterminer les mécanismes responsables de 1’exhaustion des cellules T dans
I’infection par le VIH-1 et de la progression de la maladie, ainsi que développer
des outils de pointe pour suivre ces réponses T, est central a une meilleure
compréhension de I’interaction entre le virus et le systéme immunitaire de 1’hote,
et permettra ainsi le développement de stratégies pertinentes pour lutter contre

I’infection par le VIH-1.
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Annexe 1 Identification de cellules T CD4" spécifiques du
VIH-1 en utilisant des tétrameres de CMH de classe 11

L’identification de cellules T CD4" spécifiques d’un antigéne est
nécessaire a la compréhension de la pathogénése des maladies humaines comme
I’infection chronique par le VIH-1. La caractérisation ex-vivo de ces cellules est
primordiale sachant qu’une étape de culture in vitro peut altérer la composition et

la fonction de la population cellulaire d’intérét.

Comme expos¢ dans le chapitre 4, nous avons développé un outil, les
tétraméres de CMH de classe 11, afin de détecter les cellules T CD4" spécifiques
d’un antigéne. Nous avons montré qu’il était possible de détecter des cellules T
CD4" spécifiques du peptide HAsz6.315 dans une lignée générée par stimulations
répétées de PBMCs d’un patient HLA-DR1 avec le peptide HA3p6.315 (Chapitre 4,
Figure 3a et Figure 4a,b,c,d).

Nous avons voulu ensuite détecter des cellules spécifiques du VIH-1 chez
un patient en début d’infection chronique a ’aide de tétrameéres de CMH de classe
II i.e. HLA-DR1/Gag p24-1 (Figure 1). Aucune cellule tétramére’ n’a pu étre
détectée ex-vivo dans des PBMCs, suggérant qu’une étape préalable
d’enrichissement en cellules spécifiques de I’antigéne était nécessaire. Nous avons
donc mis en culture et stimulé¢ avec un mix de peptides Gag des PBMCs d’un
patient infecté par le VIH-1. Apres stimulation peptidique, nous avons identifié
une population tétramére” qui a proliféré et dont la fréquence est de 2%. A noter
que le patient étant virémique et non traité, des cellules tétramére  proliférent
méme en 1’absence de stimulation avec le mix de peptides Gag. De plus, lors de la
stimulation par les peptides Gag, des cellules spécifiques d’un autre peptide que le

peptide Gag p24-1 prolifeérent également.
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Cette mise en culture nous permet donc de détecter des cellules
spécifiques du VIH-1 qui sont capables de proliférer. Mais cette approche ne nous
permet pas de détecter des cellules « épuisées » qui ont perdu leur capacité¢ de

proliférer.
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Figure 1 Identification avec un tétrameére de CMH de classe II de cellules
spécifiques du VIH-1. Les PBMCs d’un patient en début d’infection chronique
sont colorées au CFSE puis stimulées ou non avec un mix de peptides Gag. Six
jours aprés la stimulation, les cellules sont colorées pendant 3 heures a 37°C avec
20 ug/ml de tétramére HLA-DR1/Gag p24-1. Les cellules sont ensuite analysées
au FACS. Les cellules spécifiques du peptide Gag p24-1 ont une fréquence de 2%

apres amplification par stimulation avec le mix de peptides Gag.
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Abstract

Purpose of review

The intricate balance between positive and negative signals delivered by
accessory molecules is crucial to generate efficient immune responses while
maintaining tolerance and preventing autoimmunity. Of these molecules, PD-1 has
been described as a negative regulator of T cell activation. This review will focus
on current knowledge about PD-1 regulation in different diseases and discuss its

potential benefits for the development of novel immune therapies.

Recent findings

Recent findings on PD-1 expression on HIV-specific CD8 T cells have
introduced a new parameter to our understanding of HIV-specific CD8 and CD4 T
cell exhaustion have shown that PD-1 was upregulated on HIV-specific CD8 T
cells, where PD-1 expression level was significantly correlated with viral load.
The blockade of PD-1/PD-Llinteraction enhanced the capacity of HIV-specific
CD8 and CD4 T cells to proliferate and/or secrete cytokines and cytotoxic
molecules. Future manipulations of this pathway could rescue the function of

exhausted CD8 and CD4 T cells.

Summary

The engagement of PD-1 with its ligands induces inhibitory signals as it blocks
TCR-induced T cell proliferation and cytokine production. The PD-1 pathway
plays a crucial role in the maintenance of peripheral tolerance and in the
pathogenesis of cancer and chronic viral infections. Understanding the
mechanisms by which PD-1 interferes with T cell functions will pave the way for

novel therapeutic immune interventions for the treatment of these diseases.

Keywords
autoimmunity, cancer, chronic viral infections, immunotherapy, programmed

death 1
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Introduction
The “two-signal” model governs optimal lymphocyte activation of the immune
system where the first signal is triggered upon antigen recognition of lymphocytes
in the context of MHC molecules, while the second signal is delivered by
accessory molecules [1]. This model ensures proper discrimination of self from
non-self antigens. In the absence of the second signal, lymphocytes fail to respond
to specific antigens and are rendered anergic. The intricate balance between
positive and negative signals delivered by accessory molecules is crucial to
attaining effector immune responses while maintaining tolerance and preventing
autoimmunity. Of these molecules, CD28 is known to associate with members of
the B7 family mainly B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86) and leads to lymphocyte
proliferation and cytokine production. Moreover, ICOS engagement with its ligand
(ICOSL) promotes T-helper-cell differentiation and effector function [2]. On the
other hand, CTLA-4 delivers inhibitory signals and terminates lymphocyte
activation by engaging B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86) [3]. PD-1 molecule, which
shares structural properties with members of the CD28 family, has also been
shown to be a negative regulator of T cell activation [4-7]. A careful investigation
of the expression patterns of these accessory molecules on CD8 and CD4 T cells
from different chronic viral infections will significantly contribute to the
understanding of the underlying mechanisms of CD8 and CD4 T cell exhaustion.
In fact, the association of heightened PD-1 expression levels with HIV-specific
CD8 T cells dysfunction will add to our understanding of HIV-1 mediated
pathogenesis, and interventions with this pathway could yield to the development

of novel immunotherapies.

PD-1 and PD-1 ligands expression

PD-1, a member of the Immunoglobulin gene superfamily (50-55kDa), is highly
upregulated on activated lymphocytes and monocytes. PD-1 was first identified by
subtractive hybridization of a T-cell hybridoma undergoing programmed cell death
[8]; however, further studies have shown that PD-1 ligation does not lead to

programmed cell death [9]. PD-1 is expressed on activated CD4 and CD8 T cells,
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B cells, and myeloid cells including monocytes and DCs. PD-1 interacts with
its two known ligands PD-L1 (B7-H1; CD274) (33-40kDa) and PD-L2 (B7-DC;
CD273) (25-30kDa) that are members of the B7 family and are expressed mostly
on antigen-presenting cells (APCs). PD-L1 is constitutively expressed on T cells,
B cells, monocytes, macrophages and DC, and its expression is induced on
activated T lymphocytes, macrophages and DCs. Moreover, PD-L1 expression has
been reported on parenchymal and non-lymphoid tissues such as placenta, lung,
heart, and skeletal muscle [10, 11, 12]. PD-L2 is expressed on non-lymphoid

tissues and is upregulated on monocytes and DCs upon activation [127, 13].

PD-1 signaling

Despite its high homology with other family members, PD-1 interaction with its
ligands activates distinctive signaling pathways and specific downstream target
molecules. Indeed, PD-1 engagement with its ligands shows differences in
signaling pathways from those elicited by CTLA-4. In fact both receptors are
known to suppress T cell activation by inhibiting AKT phosphorylation and
activity. However, PD-1 exerts its effect through the inhibition of PI3K whereas
CTLA-4 tends to bypass and to preserve the activity of the later kinase, which
induces the expression of the survival factor Bcl-xL. Moreover, CTLA-4 targets
AKT directly where this activity is dependant on the serine/threonine phosphatase
PP2A [14]. Sheppard et al. [15] have demonstrated that PD-1 mediated inhibitory
signal is achieved by blocking the ZAP70-CD3C signalosome that leads to the
attenuation of PKCO activation and signaling leading to IL-2 production.
Therefore, the inhibitory effect of PD-1 on TCR-induced T cell proliferation and
cytokine production might involve alternate survival pathways, the identity of
which awaits careful investigation. Of note, most of these experiments were
performed in T cell lines and hence confirmation of the data in primary T cells is

important.

On the structural level, no homology could be found between the cytoplasmic tails

of PD-1 and CTLA-4, although both of these receptors transmit the negative signal
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for T cell activation through their intracellular domains [6, 16]. The PD-1
cytoplasmic tail carries an immunoreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM)
that recruits the Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1 (SHP-1)
and SHP-2 (Figure 1) [7]. Suppression of T cell activation by PD-1 through the
inactivation of PI3K/AKT pathway is largely dependant on the ITSM, and
mutations in this motif abolish PD-1 activity [14]. The cellular factors recruited to

the ITSM motif to exert its effect have, however, yet to be defined.

PD-1 ligands

Despite the fact that both PD-L1 and PD-L2 inhibit T cell proliferation and
cytokine production by engaging the inhibitory receptor PD-1, their impact on T
cell functions remains a controversial issue.. The differential binding properties of
the PD-1 ligands may have differential contributions to immune response
modulation as the binding affinity of PD-L2 to PD-1 is 2-6 fold higher than that of
PD-L1 [17]. Moreover, PD-L1 and PD-L2 expression is differentially regulated by
T-helper types 1 and 2 cells. As such, PD-L1 is upregulated on inflammatory
macrophages by TLR4 and STAT1 downstream of IFN-y whereas PD-L2 is
upregulated by IL-4 and STAT6. The development of PD-L1 and PD-L2 knock-
out mice has shed light on the differences in the functional consequences of PD-
L1 and PD-L2 interaction with PD-1. In PD-L17" mice, CD4 and CD8 T cell
responses were enhanced and DCs stimulated greater wild-type CD4 T cell
responses than wild-type DCs. Moreover, in contrast to PD-L17" mice, the
presence of PD-L1 on T cells and in host tissues limited responses of self-reactive
CD4 T cells in vivo. These results demonstrate that PD-L1 on T cells, APCs and
host tissue inhibits naive and effector T cell responses and plays a critical role in

regulating T cell responses [18].

Findings by Shin et al. [19] further elucidated the above observations. When PD-
L2 was knocked out in mice, a decline in IFN-y production by CD4 T cells and
IFN-y-dependant humoral responses was observed. Moreover, a decrease in CTL

responses and antigen-specific CD8 T cell counts was also obvious. The loss of
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this co-stimulatory signal was further emphasized by the exacerbation of
hepatic tumors. Since the effect of PD-L2 loss was partial, it could be suggested
that the molecule acts as a tuning molecule for Thl responses. This is further
supported by findings by Liu ef al. who reported that PD-L2 transfected tumors
enhanced anti-tumor immunity in contrast to PD-L1 transfected tumors [20].
However, it is not clear if this co-stimulatory effect of PD-L2 is mediated by its
interaction with PD-1. Altogether, the distinct binding affinities of the PD-1
ligands, their distinct patterns of expression on non-lymphoid organs, and their
differential regulatory pathways support the emergence of an exclusive co-

stimulatory role exhibited by PD-L2.

PD-1 mediated T cell responses

Several groups support an inhibitory role of PD-1 upon engagement with its
ligands. Freeman ef al. [11] has demonstrated that PD-1 engagement with PD-L1
leads to the inhibition of CD3-mediated T cell proliferation and cytokine
production, but does not induce T cell death in either human and mice models.
Moreover, although PD-1 engagement with PD-L2 also resulted in inhibition of
CD4 T cell activation, PD-L2 was slightly less potent than PD-L1 at inhibiting T
cell activation [13]. Furthermore, Cai ef al. [21] showed that the inhibitory effect
of PD-1 is more prominent on memory or recently activated T cells during a
secondary response than its effect on naive T cells in a primary response. It is
noteworthy that compelling evidence suggests a stimulatory role of PD-1 upon
engagement with its ligands [10, 22-24]. These groups reported that PD-L1 co-
stimulates T-cell growth and selectively induces IL-10 production. The
mechanisms that explain these different outcomes of PD-1 ligation remain unclear.
Interestingly one such hypothesis is that there is an unidentified receptor that
engages PD-1 ligands in a manner similar to that of CD28 and CTLA-4. It should
also be noted that mutants of the PD-1 ligands that fail to bind PD-1, remain co-
stimulatory to T cells [19, 25]. These results further support the potential existence

of a yet unidentified co-stimulatory receptor.
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PD-1: a regulatory molecule in autoimmunity and peripheral tolerance
The functional significance of the PD-1 inhibitory signal was initially suggested
because PD-17" mice developed spontaneous autoimmune diseases [26]. PD-1""
mice developed lupus-like glomerulonephritis and arthritis on the C57BL/6
background and a fatal dilated cardiomyopathy on the BALB/c background.
Moreover, PD-L1 expression on APCs was postulated to be responsible for
peripheral tolerance by switching off autoreactive T cells whereas PD-L1
expression on parenchymal cells prevented tissue destruction by suppressing
effector T cells and maintaining tolerance. In addition, naive CD4 and CD8 T cells
activated in vitro in the absence of CD28 and inducible co-stimulatory molecule
engagement entered a state of tolerance. The generation of these tolerant T cells
required negative co-stimulatory molecules PD-1, B7-H3, and B7S1. Inhibition of
these molecules partially restored T cell proliferation and function [27]. On the
other hand, PD-L1 was shown to be highly expressed on pancreatic [ cells and
served as a barrier to suppress the effector function of diabetogenic T cells [28].
Moreover, using a murine abortion model, Guleria et al. [29] have confirmed that
PD-L1 is strongly induced in placenta under condition of abortion-prone
allogeneic mating (B6XCBA) but not syngeneic mating (CBAXCBA). PD-L1 has
also been shown to be expressed on corneal endothelial cells and maintains long-
term acceptance of corneal allografts by inducing apoptosis of effector T cells
within the cornea [30]. In addition, blockade of PD-L1 or PD-L2 enhances the
severity of autoimmune encephalomyelitis and accelerates relapses [31]. Using a
PD-L2” mice model, PD-L2 was shown to be a negative regulator of T cell
activation and is essential for the regulation of T cell tolerance [32]. In the diabetic
autoimmune model of NOD mice, both PD-1 and PD-L1 blockade resulted in the
precipitation of diabetes in female and male mice [33, 34]. In contrast, Fife et al.
[357] showed insulin-induced remission in new-onset mice by maintaining the PD-
1/PD-L1 pathway. Addition of anti-PD-1 and anti-PD-L1, but not anti-PD-L2,
reversed tolerance weeks after tolerogenic therapy by promoting antigen-specific
T cell proliferation and inflammatory cytokine production in infiltrated tissues.

These results clearly confirm the role of PD-1: PD-L1 interaction in the induction
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and progression of autoimmune diabetes in the NOD mouse. Recently Keir
et al. [33] showed that although PD-L1 and PD-L2 similarly inhibit T cell
proliferation and cytokine production, PD-L1, but not PD-L2, is exclusively
involved in the maintenance of peripheral tolerance. Lastly, it has been
demonstrated that during the presentation of tissue antigens to CD8 T cells, PD-
1/PD-L1, but not PD-L2, interaction crucially controls the effector differentiation
of autoreactive T cells to maintain self tolerance [36]. Therefore, the PD-1-PD-L1
pathway might have a crucial role in maintaining a state of immunological

privilege.

PD-1 and cancer

Many current immunotherapeutic vaccine approaches are capable of eliciting
strong T-cell responses against tumor antigens as high frequencies of tumor
antigen-specific T cells are often observed in peripheral blood, tumors and
draining lymph nodes. Such responses, however, do not always coincide with
tumor rejection [37-39]. This has been attributed to functional deficiencies or T
cell tolerance, including suppression, anergy, ignorance, and programmed cell
death in the microenvironment of residual tumors that would develop resistance to
evade immune attack [40, 41]. Both soluble factors and membrane-bound
molecules which potentially inhibit immune responses, such as TGF-f, IL-10,
prostaglandin E,, Fas, tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand, and
RACSI have been found to be upregulated in tumor sites [42, 43]. The
identification of negative immunoreceptors on T cells, however, has provided a
novel prospect that their manipulation may lead to enhanced tumor-specific T cell
immunity in vivo. Blockade of CTLA-4 was indeed shown to enhance tumor-
specific immunity and to induce significant inhibition of tumors in vivo in a
number of experimental murine models [44]. Considerable recent evidence has
suggested that PD-L1 is important in mechanisms of resistance against tumors
associated antigen-specific immunity [45, 46]. Although not detectable in normal
tissue, the PD-L1 protein was detectable in many murine and human tumors,

including carcinoma of the breast, lung, ovary, head and colon, as well as gliomas.
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A recent report has also demonstrated that PD-L1 is predominantly induced
on oral squamous cell carcinoma [47]. This B7 family molecule could be further
upregulated by factors in the tumor microenvironment, such as IFN-y, IL-4 and
VEGF, and this upregulation was shown to have important functional significance
[45, 48]. Although PD-L1 appears to have both positive and negative roles in
regulating T cell responses in inflammation and autoimmunity, PD-L1 is
consistently inhibitory in tumor immunity [49]. Tumor-associated PD-L1 is
thought to contribute to immune escape of cancer by interacting with the PD-1
receptor expressed on activated lymphocytes. Moreover, PD-1-deficient CD8 TCR
transgenic T cells caused potent tumor rejection in an adoptive transfer model
under conditions in which wild-type T cells as well as CTLA-4-deficient T cells
failed [48].

PD-L1 blockade by specific monoclonal antibodies can enhance tumor-specific
CTL response and cause tumor rejection [46, 48, 49]. In vivo studies on PD-1
gene-deficient mice or blocking PD-L1 with mAbs have confirmed that PD-1 can
serve as a negative regulator of autoimmune responses in vivo, which further
supports the negative regulatory function of PD-1/PD-L1 interactions [34, 50].
Interestingly, not only was the acute growth of tumors affected, but also the long-
term survival of tumor-bearing animals, indicating that PD-L1 blockade might
improve the development of a memory immune response. Geng et al. [51] have
also recently demonstrated that PD-L1 expressed by residual tumor cells was
responsible for tumor resistance to the HSP70 vaccine therapy. Blocking PD-L1
by the intravenous injection of pPD-1A, a plasmid encoding the extracellular
domain of PD-1 (sPD-1), was shown to reverse this resistance and enhance the
vaccine’s therapeutic efficacy in the murine system. IFN-y and IL-2 expression by
tumor-infiltrating lymphocytes in mice treated with HSP70 vaccine in combination
with sPD-1 was increased and the expression of negative regulatory molecules IL-
10, TGF-p, and FoxP3 was decreased, demonstrating that multifunctional
properties afforded by the combination therapy can effectively overcome tumor

resistance and promote effective anti-tumor immunity [51]. Moreover, sPD-1
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usage was shown to improve immunity against murine hepatocarcinoma
[25]. This gene therapy approach has the advantage of avoiding the sharp peaks

and drops in serum levels that occur after a bolus protein injection.

Interestingly, a strong correlation between PD-1 ligand expression on tumor cells
and negative prognosis has recently been demonstrated for human cancer patients.
PD-1 ligands positive esophageal cancer patients were shown to have a
significantly poorer prognosis than patients negative for PD-L1 and PD-L2.
Patients with tumors positive for both PD-L1 and PD-L2 showed a dramatically
lower survival rate than patients with tumors negative for both of these ligands
[52]. Thompson et al. [53] have analyzed PD-L1 expression in clinical specimens
of renal cell carcinoma and found that patients with elevated tumor and/or
lymphocyte PD-L1 levels are 4.5 times more likely to die from their cancer than
patients showing low PD-L1 expression levels. In addition, PD-L1 was found to be
constitutively expressed on human renal cell carcinoma cell lines and upregulated
on human melanoma cell lines after exposure to IFN-y. Blocking PD-L1 on human
tumors in vitro resulted in enhanced tumour-associated antigen-specific CTL
cytolytic activity and cytokine production of tumour-associated antigen-specific T-
helper cells when directly interacting with the tumor [54]. Shin et al. [55] reported
that hepatic tumours grew more quickly in PD-L2” mice, which were associated
with a decrease in intra-hepatic tumour-specific CD8 T cells. Moreover, PD-L2
expression was shown to cause rapid tumor rejection in syngeneic mice and the
development of immunity to subsequent tumor challenges, further indicating a

positive role for PD-L2 in vivo.

PD-1 and its ligands in viral infections

PD-1 ligation seems to have an inhibitory effect on the immune response to viral
infections; hence following infection with adenovirus, PD-17 mice exhibited
increased proliferation of effector T-cells in the liver and enhanced virus clearance
[56]. More recently findings by Barber et al. [57] confirmed that PD-1 is

upregulated on CD8 T cells from both acute and chronic (laboratory-derived



XXvili

strain) lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV)-infected mice; however,
while PD-1 expression was lost on CD8 T cells upon viral clearance, it remained
upregulated on CD8 T cells from chronically-infected mice. Blocking the PD-1/
PD-L1 pathway through the administration of PD-1-or PD-L1-specific antibodies
into mice chronically infected with LCMV restored cytokine secretion, cytotoxic
activity and the capacity of exhausted CD8 T cells to proliferate and, to decrease
viral load [57"]. However, infecting PD-L17" mice with LCMV CI13 did not result in
viral clearance; rather, it induced death of these mice; this is in contrast to the PD-L17"
mice infection with the acute strain LCMV arm, which was cleared. This study
demonstrated the role of the PD-1/PD-L1 pathway in regulating T cell exhaustion during
chronic infection, which opened the door for investigation of this pathway in human

chronic infections.

Little is known about the role of PD-L2 during viral infections, although its
upregulation has been described on bronchial and alveolar epithelial cells
following their infection with Respiratory Syncytial Virus (RSV) [58]. PD-L1
expression and function has been further documented in viral infections. Like PD-
L2, PD-L1 is upregulated on bronchial and alveolar epithelial cells following their
infection with RSV [58]. Moreover, PD-L1 is upregulated on human hepatocytes
infected with adenovirus, with the result that these cells induced T cell apoptosis
[59]. In addition, PD-L1 expression is also upregulated in peripheral blood CD14"
monocytes of patients with chronic hepatitis B virus (HBV) infection; a correlation
with higher serum IL-10 levels in this infection has also been established [60].
Furthermore, the first demonstration that blocking the PD-1/PD-L1 interaction
improves immune responses in viral infections was provided from infection of
DCs with human rhinoviruses. These DCs expressed higher PD-L1 levels and
induced a promiscuous and deep anergic state in co-cultured T-cells. The use of a
blocking antibody directed against PD-L1 reverted the inhibitory phenotype [61].
Accordingly, in the herpex simplex virus (HSV) type 1-infected mice model, PD-L1
has been shown to be upregulated on macrophages infected with HSV-1, and the

administration of antagonistic PD-L1 monoclonal antibody resulted in the
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proliferation of HSV-specific CD4 T-cells that secreted IFN-y. This
treatment also inhibited the apoptosis of HSV-specific CD4 T cells [62].

During infection with hepatitis C virus, cytotoxic T lymphocytes show impaired
capacity to proliferate and secrete antiviral cytokines leading to virus persistence.
Urbani et al. [63] showed that during the acute phase of infection, HCV-specific
CDS8 T cells expressed high levels of PD-1, and this both for patients with a
chronic or non-chronic evolving infection. However, patients who resolved the
infection have a limited number of CD8 T cells that express high PD-1 levels and
lost PD-1 expression after the acute phase. In chronic infections, HCV-specific
CD8 T cells maintained high levels of PD-1 and did not switch to a long-lived
CD127-positive memory phenotype. Blocking the PD-1/PD-L1 pathway restored
the proliferative capacity of HCV-specific CD8 T cells. More recently Radziewicz
et al. [64] phenotypically characterized peripheral and intrahepatic HCV-specific
CDS8 T cells during the chronic phase of infection: both expressed high levels of
PD-1, but intrahepatic HCV-specific CD8 T cells also displayed lower CD127
expression. These two studies suggest that inhibiting the PD-1/PD-L1 pathway in
HCYV infected patients could restore the anti-HCV CD8 function.

PD-1: a novel CD8 dysfunction marker in HIV infection

A hallmark of HIV infection is the dysfunction of virus specific CD8 T cells. This
exhausted phenotype of HIV-specific CD8 T cells is one of the major hindrances
for the development of potential vaccines. The search for the reasons underlying
CD8 exhaustion during the course of HIV infection has attracted many
investigators. Several hypotheses have been put forward to better explain how the
virus evades immune recognition, such as lack of CD4 help and viral escape
mutants. One possible explanation for this functional impairment of CDS effector
T cells could be the lack of antigen-specific control during chronic viral infections
[65, 66]. Prolonged antigen exposure in chronic infections has a negative role in

the development of memory T cell properties, whereas shorter duration and
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clearance of antigens during acute infections result in more efficient

formation of memory CD8 T cells.

The first association between PD-L1 expression and HIV infection was reported in
2003 by Trabattoni et al. [67] who showed that PD-L1 expression at both protein
and mRNA levels is enhanced in cell subsets (mainly CD19-positive and CD14-
positive cells) of HIV patients. While PD-L1 expression was inversely correlated
with CD4 counts, a direct correlation was observed between PD-L1 and HIV
plasma viraemia. They also detected a correlation between increased PD-L1
expression and increased IL-10 production in HIV-infected patients. Interestingly,
increased IL-10 production in these patients was largely induced by PD-L1-
expressing CD14" cells [67].

Recently, three groups introduced PD-1 as a novel marker of CD8 T cell
dysfunction in HIV infection [127, 68~, 697]. They showed that PD-1 is
upregulated in HIV-specific CD8 T cells; PD-1 expression levels were
significantly correlated with both viral load and the reduced capacity of cytokine
production and proliferation of HIV-specific CD8 T cells. Of note, CMV-specific
CD8 T cells from the same donors did not upregulate PD-1 and maintained the
production of high levels of cytokines upon antigen-specific triggering. Moreover,
Day et al. [697] and Trautmann et al. [69"] have shown that PD-1 expression on
HIV-specific CD8 T cells was reduced in patients undergoing effective
antiretroviral therapy, thereby providing further evidence for the correlation
between viral load and PD-1 expression in the same patients. PD-1 upregulation
during the course of infection and the establishment of an exhausted phenotype of
HIV-specific CD8 T cells needs to be explored. The timing of PD-1 expression
and inhibition is not clear yet and it is likely that it is a progressive phenomenon as
a persistent PD-1 expression could lead to the exhaustion of the cells. Although a
short-term six-hour blockade of the PD-1/PD-L1 pathway was not able to rescue
any HIV-specific CD8 T cell function, blocking this pathway for six days both
enhanced the capacity of HIV-specific CD8 T cells to proliferate and led to an
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increased cytokine and cytotoxic molecule production in response to cognate
antigens (Figure 2) [12”, 68, 69™"]. In examining apoptosis in PD-1" CD8 T cells,
Petrovas ef al. [12”] showed an increase in PD-1 mediated and Fas-mediated
apoptosis. The authors concluded that PD-1 is a major regulator of apoptosis that
can affect the frequency of antiviral T cells in chronic infections. Day et al. [68™]
also examined the effect of PD-1/PD-L1 pathway blockade on CD4 T cell
expansion. The authors showed increased antigen-specific CD4 T cell expansion
in the presence of PD-L1 blocking antibody. These results pave the way for novel
therapeutic immune interventions focused on blocking the PD-1/PD-L1 interaction

in the treatment of chronic viral infections such as HIV.

Conclusion

Blocking the binding between PD-1 and its ligand by using monoclonal antibodies
that can neutralize this interaction in vivo constitutes a promising strategy that
could be used to increase the efficiency of a therapeutic vaccine against HIV. The
shutdown of the PD-1 inhibition pathway associated with the emergence of
vaccine-induced T cell responses could thus lead to the development of a sustained
immune response against viral antigens. The modulation of molecular pathways
that are implicated in immune responses in vivo should, however, be weighed very
carefully. Recent published results from a disastrous clinical trial remind us the
extreme fragility of the in-vivo equilibrium of the inhibition and activation
pathways [70°]. In that study, six healthy young male volunteers received a dose of
TGN1412, a superagonistic humanized monoclonal antibody that stimulates T
cells through triggering of the CD28 co-stimulatory molecule. This treatment
rapidly induced a cytokine storm in all the patients, who survived only because of
the intensive care delivered during the critical stages of their illness [71]. It is still
unclear why this anti-CD28 antibody activates pathogenic effector T cells in
humans and not in mouse models, as suggested by the preclinical studies [72]. The
safety of this antibody was also reinforced in an unpublished study showing that

administration of TGN412 to non-human primates led to a transient reversible
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increase in CD4 and CD8 T cell numbers [73]. There was no evidence for an
unintended induction of substantial pro-inflammatory cytokines release or of
autoimmune disease in animals treated with this agonistic anti-CD28 monoclonal

antibody.

The regrettable event that occurs in humans treated with TGN412 underlines the
unavoidable risk associated with strategies that modulate immune functions in
vivo. The development of a PD-I1-targeted therapeutic strategy in humans
obviously needs preclinical studies in relevant animal models. Among these, a
shutdown of the PD-1 pathway in the simian model appears to be the best, because
SIV infection in macaques is probably the closest model of HIV infection in
humans. The TGN412 story, however, reminds us that a preclinical study
conducted in the best animal model could not be enough to demonstrate the safety
use of a molecule in humans. Altogether, a better understanding of the PD-1
pathway’s mechanisms and involvement in the physiopathology of chronic
infections will be useful to prevent unwanted damaging effects of the modulation
of this pathway and will probably lead to the design of novel molecules aimed at
interfering with PD-1, and eventually to the development of immunotherapies

aimed at modulating PD-1 triggering in order to restore T-cell responses.
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Figure legends

Figure 1. Inhibition of T cell activation by the PD-1/PD-L1 pathway. Upon TCR
triggering, CD3C immunoreceptor tyrosine-based activation motifs (ITAM) are
phosphorylated and recruit Zap70 to induce the T cell activation cascade. The
interaction of PD-1 with PD-L1 leads to the phosphorylation of the
immunoreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM) domain of PD-1, the
recruitment of Src homology region 2 domain-containing phosphatase (SHP-2)
and inhibition of the TCR signaling pathway by blocking the Zap70 CD3C
signalosome. ITIM, immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif; MHC, major

histocompatibility complex.

Figure 2. Restoration of effector functions of HIV-specific CD8 T cells by
inhibiting the PD-1/PD-L1 pathway. PD-1 is naturally expressed by CD8 T cells at
a low level. During the course of HIV infection, virus-specific CD8 T cells
upregulate PD-1. The ligation of PD-1 with its ligand PD-L1 presented by the
antigen-presenting cells (APCs) leads to the inhibition of T cell effector functions.
The addition of a blocking PD-L1 antibody releases PD-1 induced inhibition and
rescues the proliferation and the secretion of effector molecules by the HIV-
specific CD8 T cells. MHC, major histocompatibilty complex; TCR, T-cell

receptor.
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