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RÉSUMÉ	
La	 réponse	 humorale	 est	 altérée	 lors	 de	 l’infection	 par	 le	 virus	 de	 l’immunodéficience	
humaine	 (VIH).	 Cependant,	 une	minorité	de	patients	 sécrètent	des	 anticorps	neutralisants	
un	large	spectre	de	souches	du	VIH	(bnAbs	:	broadly	neutralizing	antibodies).	Les	bnAbs	sont	
des	 anticorps	 hypermutés	 issus	 de	 la	maturation	 des	 lymphocytes	 B	 (LB)	 dans	 les	 centres	
germinatifs	 (CG).	 Cette	 réaction	 du	 CG	 est	 contrôlée	 par	 une	 sous-population	 de	
lymphocytes	 T	 CD4+	 appelés	 lymphocytes	 T	 folliculaires	 helper	 (Tfh).	 Les	 Tfh	 expriment	
fortement	 la	 molécule	 CXCR5	 leur	 permettant	 de	 rejoindre	 la	 zone	 B	 des	 organes	
lymphoïdes	 secondaires	 pour	 apporter	 les	 signaux	 nécessaires	 à	 la	 maturation	 et	 la	
différenciation	des	LB.	
Mon	travail	de	thèse	s’est	articulé	autour	de	deux	axes	complémentaires	visant	à	étudier	les	
Tfh	et	les	réponses	B	mémoires	lors	de	l’infection	par	le	VIH.		

La	 rate	 étant	 l’organe	 où	 les	 réponses	 immunitaires	 contre	 les	 pathogènes	 du	 sang	 sont	
initiées,	j’ai	d’abord	étudié	les	Tfh	spléniques	lors	de	la	phase	chronique	de	l’infection	par	le	
VIH.	J’ai	identifié	les	populations	de	Tfh,	Tfh	du	CG	(CG-Tfh)	et	Tfh	régulateurs	(Tfr)	issus	de	
la	rate	de	patients	VIH+	par	cytométrie	de	flux.	Ces	3	populations	sont	en	proportions	plus	
importantes	dans	les	rates	VIH+	comparé	aux	rates	VIH-.	L’analyse	du	profil	d’expression	des	
gènes	dans	 les	Tfh	et	 les	CG-Tfh	a	 révélé	une	 réduction	de	 l’expression	des	ARNm	codant	
pour	des	molécules	de	co-stimulation,	de	régulation	et	de	transduction	du	signal.	J’ai	ensuite	
mis	en	évidence	une	diminution	de	 la	production	d’IL-4	et	d’IL-10	par	 les	splénocytes	VIH+	
comparé	aux	splénocytes	VIH-.	Parallèlement,	la	maturation	des	LB	est	altérée	dans	les	rates	
VIH+.	Ces	 travaux	 soulignent	un	défaut	 fonctionnel	des	Tfh	et	des	CG-Tfh	dans	 la	 rate	des	
patients	 chroniquement	 infectés	 par	 le	 VIH	 en	 lien	 avec	 le	 défaut	 de	 maturation	 des	 LB	
observé.	

Dans	 le	 second	 axe	 de	 ma	 thèse,	 j’ai	 étudié	 les	 réponses	 B	 mémoires	 anti-VIH	 dans	
différentes	 cohortes	 de	 patients	 VIH+	:	 Elite	 controller	(EC)	 ou	 Viremic	 controller	 (VC)	
contrôlant	 naturellement	 l’infection	 et	 des	 patients	 avirémiques	 sous	 traitement	
antirétroviral	 combiné	 (cART).	 J’ai	 d’abord	 réalisé	 un	 immuno-monitorage	 des	 différentes	
sous-populations	de	LB	mémoires	du	sang	et	montré	que	 les	EC	préservent	naturellement	
leurs	compartiments	B	mémoires.	J’ai	ensuite	caractérisé	par	Elispot	B	les	immunoglobulines	
(Ig)	anti-VIH	secrétées	par	 les	LB	mémoires	des	patients	EC	et	cART.	Alors	que	80%	des	EC	
présentaient	des	réponses	B	mémoires	anti-VIH,	ces	réponses	ont	été	détectées	chez	moins	
de	 10%	 des	 patients	 cART	 et	 majoritairement	 avant	 l’initiation	 des	 traitements	 chez	 des	
patients	VC.	Ces	résultats	suggèrent	une	présence	résiduelle	du	virus	chez	les	EC,	permettant	
le	maintien	des	réponses	B	mémoires	anti-VIH.	Les	réponses	B	mémoires	IgG1+	anti-VIH	sont	
majoritaires	chez	les	EC,	tandis	que	les	réponses	IgG2+	et	IgG3+	sont	plus	rares.		

Ces	travaux	permettent	une	meilleure	compréhension	de	la	physiopathologie	de	l’infection	
par	le	VIH	en	apportant	de	nouveaux	éléments	sur	la	fonctionnalité	des	Tfh	et	les	réponses	B	
mémoires	anti-VIH.	
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ABRÉVIATIONS	
	
ADCC	:	Antibody-dependent	cell-

mediated	cytotoxicity	
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receptor	

Bcl-(x)	:	B-cell	lymphoma	

BCR	:	B-cell	receptor	

Blimp-1	:	B	lymphocyte-induced	

maturation	protein-1	

bnAb	:	Broadly	neutralizing	antibody	

Breg	:	Regulatory	B-cell	

CCL(x)	:	Chemokine	ligand	

CCR(x)	:	Chemokine	receptor	

CD(x)(L)	:	Cluster	of	differenciation	

(Ligand)	

CDR	:	Complementary	determining	

region	

CG	:	Centre	germinatif	

CMH	:	Complexe	majeur	

d’histocompatibilité	

CODEX	:	Cohorte	des	Extrêmes	

CSA	:	Cellule	sécrétrice	d’anticorps	

CSF	:	Colony-stimulating	factor	

CTLA-4	:	cytotoxic	T-lymphocyte-

associated	protein	4	

CXCL(x)	:	Chemokine	(C-X-C	motif)	

ligand	

CXCR(x)	:	Chemokine	(C-X-C	motif)	

receptor	

DC	:	Dendritic	cell	

DN	:	Double	négatif	

DP	:	Double	positif	

EBI-2	:	Epstein-Barr	virus-induced	G-

protein	coupled	receptor	2	

EC	:	Elite	controller	

Env	:	envelope	

FCRL4	:	Fc	receptor-like	protein	4	

FDC	:	follicular	dendritic	cell	

FLT3	:	Fms-like	tyrosine	kinase	3	

FO-LB	:	Lymphocyte	B	folliculaires	

FOXO3	:	Forkhead	box	O3	

FOXP3	:	forkhead	box	P3	

Gag	:	Group-specific	antigen	

gp	:	glycoprotéine	

HEV	:	veinule	à	endothélium	épais	

HLA-(x)	:	human	leukocyte	antigen	

HSC	:	hematopoietic	stem	cell	

ICOS(L)	:	Inducible	T-cell	COStimulator	

(ligand)	

IFN	:	Interferon	

Ig(x)	:	Immunoglobuline	

IL(x)	:	Interleukine	

IM	:	Intermediate	memory	

LB	:	Lymphocyte	B	

LT	:	Lymphocyte	T	

LTh	:	Lymphocyte	T	helper	

LTR	:	Long	terminal	repeat	sequence	

MafB	:	V-maf	musculoaponeurotic	

fibrosarcoma	oncogene	homolog	B	

MIP1β	:	Macrophage	Inflammatory	

Proteins	1β	

MO	:	Moelle	osseuse	

Mono-DC	:	Monocyte-derived	

dendritic	cell	

MPER	:	membrane-proximal	external	

region	

mTOR	:	mammalian	target	of	

rapamycin	

MZ-LB	:	Lymphocyte	B	de	la	zone	

marginale	

Nef	:	Negative	regulatory	factor	

NFAT	:	Nuclear	factor	of	activated	T-

cells	

NF-κB	:	nuclear	factor-kappa	B	

NK	:	Natural	killer	

OL	:	Organe	lymphoïde	

PCL	:	Progéniteur	commun	lymphoïde	

PD-1(L)	:	Programmed	cell	death	1	

(ligand)	

pDC	:	Plasmacytoid	dendritic	cell	

PMC	:	Progéniteur	myéloïde	commun	

Pol	:	polymérase	

PreP	:	Prophylaxie	pré-exposition	

pTfh	:	Tfh	périphériques	

PTI	:	Purpura	thrombocytopénique	

idiopathique	

RAG	:	Recombination-activating	genes	

RM	:	Resting	memory	

SAP	:	SLAM	associated	protein	

SIDA	:	Syndrome	d’immunodéficience	

acqusie	

SIV	:	Simian	immunodeficiency	virus	

SLAM	:	Signaling	lymphocytic	

activation	molecule	

SP	:	Simple	positif	

STAT(x)	:	Signal	Transducers	and	

Activators	of	Transcription	

TAP	:	Transporter	associated	with	

antigen	processing	

TCR	:	T	cell	receptor	

Tfh	:	Follicular	helper	T	cell	

Tfr	:	Regulatory	follicular	T	cell	

Treg	:	Regulatory	T	cell	

TGF	:	Transforming	growth	factor	

TLAM	:	Tissue	lymphoïde	associé	aux	

muqueuses	

TLM	:	Tissue-like	memory	

TLR	:	Toll-like	receptor	

TNF	:	Tumor	necrosis	factor	

TRIM	:	Tripartite	motif-containing	

VC	:	Viremic	controller	

Vif	:	Viral	infectivity	factor	

VIH	:	Virus	de	l’immunodéficience	

humaine	

Vpr	:	Viral	protein
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IMPACT	DES	TRAVAUX	DANS	LE	DOMAINE	
	

J’ai	 réalisé	mes	3	année	de	thèse	dans	 l’équipe	«	 Immunobiologie	des	 infections	virales	et	
présentation	 des	 antigènes	 »	dirigée	 par	 le	 Dr	 Arnaud	 Moris	 au	 sein	 du	 Centre	
d’Immunologie	et	des	Maladies	Infectieuses	(CIMI-Paris).	Dans	ce	contexte,	j’ai	contribué	à	la	
compréhension	de	la	physiopathologie	de	l’infection	par	le	VIH	en	étudiant	particulièrement	
les	interactions	hôte-pathogène.			
	
Je	 me	 suis	 principalement	 intéressée	 aux	 interactions	 entre	 les	 Tfh	 et	 les	 LB	 lors	 de	
l’infection	par	 le	VIH.	Ces	 travaux	sont	présentés	en	détail	dans	ce	mémoire	et	ont	donné	
lieu	à	l’écriture	de	2	papiers	dont	je	suis	1er	auteur	:	1er	co-auteur	pour	les	travaux	présentés	
dans	l’axe	1	(publiés	dans	le	journal	Plos	One)	et	1er	auteur	pour	les	travaux	présentés	dans	
l’axe	2	(soumission	prochaine).		
	
En	 parallèle,	 j’ai	 eu	 l’occasion	 de	 collaborer	 avec	 différents	membres	 de	 l’équipe	 sur	 des	
projets	visant	à	étudier	la	présentation	des	antigènes	du	VIH	par	les	cellules	dendritiques	aux	
LT	CD4+	et	CD8+.	Dans	ce	contexte	 j’ai	 contribué	à	 l’étude	de	 l’implication	de	 l’autophagie	
dans	 la	 présentation	 des	 antigènes	 du	 VIH	 en	 m’intéressant	 particulièrement	 à	 la	
présentation	des	 antigènes	de	 l’enveloppe	 aux	 LT	CD4+.	 Ces	 travaux,	 dont	 je	 suis	 2ème	 co-
auteur,	ont	été	publiés	dans	Journal	of	Immunology	(voir	annexe	4).	J’ai	également	contribué	
à	 l’étude	 de	 l’impact	 de	 l’engagement	 des	 récepteurs	 de	 l’immunité	 innée	 dans	 la	
présentation	des	antigènes	du	VIH	aux	LT	CD8+.	Ces	travaux,	dont	je	suis	3ème	auteur,	sont	en	
cours	de	révision	dans	European	Journal	of	Immunology	(voir	annexe	7).	
	
L’interaction	 Tfh/LB	 nécessite	 la	 présentation	 des	 antigènes	 par	 les	 LB.	 Ce	mécanisme	 est	
très	 peu	 décrit	 dans	 le	 contexte	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH.	 Pendant	 ma	 thèse,	 j’ai	 eu	
l’opportunité	de	collaborer	avec	l’équipe	d’Olivier	Thaunat	à	la	mise	au	point	d’une	stratégie	
innovante	 permettant	 la	 présentation	 d’antigènes	 du	 VIH	 par	 des	 LB	 humains.	 Cette	
stratégie	 ouvre	 sur	 de	 nouvelles	 perspectives	 pour	 disséquer	 les	 voies	 impliquées	 dans	 la	
présentation	des	antigènes	du	VIH	par	les	LB	et	a	donné	lieu	à	une	publication,	dont	je	suis	
5ème	auteur,	dans	le	journal	Nano	Letters	(voir	annexe	5).	
	
Enfin,	mon	 intérêt	pour	 l’étude	des	 interactions	Tfh/LB	m’a	amené	à	participer	à	 l’écriture	
d’une	revue	portant	sur	la	réaction	du	centre	germinatif	lors	de	l’infection	par	le	VIH.	Cette	
revue	est	en	cours	de	révision	dans	le	journal	Frontiers	in	Immunology	(voir	annexe	6).	
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Les	anticorps	sont	produits	lors	des	réponses	immunitaires	adaptatives	par	les	lymphocytes	

B	 (LB).	 Ils	 reconnaissent	 spécifiquement	 les	microorganismes	 pathogènes	 et	 participent	 à	

leur	élimination.	La	production	d’anticorps	par	les	LB	ne	nécessite	pas	toujours	l’intervention	

des	 lymphocytes	 T	 (LT),	 on	 parle	 des	 réponses	 T	 indépendantes.	 Les	 réponses	 T	

indépendantes	sont	assurées	par	des	populations	de	LB	particulières	:	les	LB	B1	et	les	LB	de	

la	 zone	marginale	 (MZ-LB).	 Les	 LB	 B1	 se	 localisent	 dans	 la	 cavité	 péritonéale	 et	 la	 cavité	

pleurale	 tandis	 que	 les	 MZ-LB	 se	 situent	 dans	 la	 zone	 marginale	 de	 la	 rate.	 Ces	 LB	

reconnaissent	des	antigènes	bactériens	et	initient	rapidement	la	production	d’anticorps	pour	

former	 une	 première	 barrière	 protectrice	 (Fagarasan	 and	 Honjo,	 2000).	 Les	 réponses	 T	

indépendantes	 s’initient	 suite	 à	 la	 reconnaissance	 de	 motifs	 antigéniques	 répétitifs	

particuliers	et	sont	plus	rares	que	les	réponses	T	dépendantes.	

A	l’inverse,	les	réponses	T	dépendantes	nécessitent	des	interactions	entre	les	LT	et	les	LB.	La	

découverte	 de	 la	 coopération	 entre	 les	 LT	 et	 les	 LB	 permettant	 la	 production	 d’anticorps	

remonte	 aux	 années	 60.	Un	 des	 travaux	 princeps	 a	montré	 que	 la	 production	 d’anticorps	

dirigés	contre	des	globules	rouges	de	mouton	était	diminuée	dans	des	souris	dépourvues	de	

thymus,	mettant	 en	 évidence	 le	 rôle	 des	 LT	 dans	 la	 production	 d’anticorps	 (Miller,	 1965).	

Quelques	années	plus	tard,	la	preuve	qu’un	LT	spécifique	d’une	protéine	«	carrier	»	apporte	

l’aide	nécessaire	à	 la	maturation	d’un	LB	spécifique	d’un	haptène	a	permis	de	confirmer	le	

rôle	des	LT	dans	la	production	d’anticorps	(Mitchison,	1971).	Cependant,	à	cette	époque,	il	

était	suggéré	que	les	antigènes	se	concentraient	à	la	surface	du	LT	pour	être	présentés	au	LB	

(Rajewsky	 et	 al.,	 1969).	 C’est	 seulement	 lors	 de	 la	 découverte	 du	 rôle	 des	 molécules	 du	

Complexe	Majeur	d’Histocompatibilité	de	classe	II	(CMH-II)	(Rosenthal	and	Shevach,	1973)	et	

du	processus	de	chargement	des	peptides	sur	 les	molécules	du	CMH-II	à	 la	surface	des	LB	

(Lanzavecchia,	 1982)	 que	 le	mécanisme	 de	 cette	 interaction	 spécifique	 de	 l’antigène	 s’est	

éclaircie.	Depuis,	 il	 est	 clairement	établi	 que	 les	 antigènes	 sont	 reconnus	par	 le	 récepteur	

(TCR)	des	LT	CD4+	sous	forme	de	peptides	associés	aux	molécules	du	CMH-II	à	la	surface	du	

LB.	

Dans	 les	 années	2000,	 la	 population	particulière	de	 LT	CD4+	 impliquée	dans	 la	production	

d’anticorps	a	été	identifiée.	Il	s’agit	des	LT	folliculaires	«	helper	»	(Tfh)	(Schaerli	et	al.,	2000).	

Ces	 Tfh	 expriment	 fortement	 la	molécule	 CXCR5	 leur	 permettant	 de	 se	 localiser	 dans	 les	

organes	lymphoïdes	secondaires	(OLII)	pour	interagir	avec	les	LB.	La	communication	avec	les	
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Tfh	apporte	l’aide	nécessaire	aux	LB	pour	leur	différenciation	et	 la	maturation	d’affinité	de	

leurs	anticorps.	

La	 production	 d’anticorps	 est	 altérée	 chez	 les	 personnes	 infectées	 par	 le	 virus	 de	

l’immunodéficience	 humaine	 (VIH).	 Des	 hypergammaglobulinémies	 sont,	 par	 exemple,	

souvent	 observées	 chez	 ces	 patients.	 Finalement,	 seuls	 quelques	 rares	 individus	 VIH+	

produisent	des	anticorps	anti-VIH	capables	de	neutraliser	un	large	spectre	de	souches	du	VIH	

(bnAbs	:	broadly	neutralizing	antibodies).	 Les	bnAbs	sont	hautement	mutés,	 suggérant	des	

interactions	successives	des	LB	avec	 les	Tfh.	Cependant,	dans	 la	plupart	des	cas,	 les	bnAbs	

n’apparaissent	que	plusieurs	années	après	l’infection	par	le	VIH.	

Ces	 éléments	 suggèrent	 un	 défaut	 d’interaction	 entre	 les	 Tfh	 et	 les	 LB	 chez	 les	 patients	

infectés	par	le	VIH.	L’étude	des	mécanismes	des	interactions	Tfh/LB	lors	de	l’infection	par	le	

VIH	 semble	 donc	 cruciale	 pour	 comprendre	 le	 défaut	 global	 de	 la	 réponse	 humoral	 et	 la	

production	tardive	des	bnAbs	chez	les	patients	infectés	par	le	VIH.	
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Dans	 ce	 chapitre,	 je	détaillerai	 les	 différentes	 étapes	 de	 l’établissement	 d’une	 réponse	

immunitaire	 T	 dépendante	 permettant	 la	 production	 d’anticorps	 par	 les	 LB.	 Ces	 étapes	

correspondent	 à	 des	 interactions	 successives	 du	 LT	 CD4+	 avec	 différentes	 cellules	

présentatrices	d’antigènes	(APC)	à	différents	endroits	des	OLII.	Je	commencerai	par	détailler	

les	 acteurs	 cellulaires	 d’une	 réponse	 T	 dépendante	 et	 la	 structure	 des	 OLII.	 Je	 passerai	

ensuite	en	revue	les	différentes	interactions	du	LT	CD4+	avec	les	APC	:	(i)	l’interaction	d’un	LT	

CD4+	 naïf	 avec	 une	 cellule	 dendritique	 (DC)	 initiant	 leur	 différenciation	 vers	 un	 profil	 Tfh	

dans	 la	zone	T	;	 (ii)	 l’interaction	pré-Tfh/LB	en	bordure	de	 la	zone	B	;	 (iii)	puis	 l’interaction	

Tfh/LB	dans	les	centres	germinatifs	(CG).	

Je	me	placerai	ensuite	dans	le	cas	de	l’infection	par	le	VIH	en	détaillant	les	altérations	de	la	

réponse	T	dépendante	dans	ce	contexte	pathologique.	Nous	verrons	 l’impact	de	l’infection	

sur	les	Tfh,	les	LB	et	la	production	des	anticorps.	

Pour	finir	 j’aborderai	 les	possibilités	d’un	suivi	 immunologique	des	réponses	T	et	B	dans	 le	

sang	 de	 façon	 à	 apprécier	 la	 qualité	 de	 la	 réponse	 immunitaire	 dans	 des	 contextes	

pathologiques	et	dans	le	cadre	de	protocoles	de	vaccination.	
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1.	Etablissement	de	la	réponse	T	dépendante	

	

1.1	Acteurs	cellulaires	et	localisation	de	la	réponse	T	dépendante	

	

Les	LT	et	les	LB	se	développent	dans	les	organes	lymphoïdes	primaires	(OLI),	respectivement	

dans	le	thymus	et	la	moelle	osseuse	(MO).		

Le	développement	du	LB	du	stade	pro-B	au	stade	transitionnel	immature	a	lieu	dans	la	MO.	

A	 la	sortie	de	 la	MO,	 les	LB	expriment	un	récepteur	(BCR)	fonctionnel.	Quant	aux	LT,	 ils	se	

différencient	dans	la	MO	puis	migrent	dans	le	thymus	pour	la	maturation	de	leur	TCR.		

Les	 antigènes	 (Ag)	 de	 la	 lymphe	 et/ou	 du	 sang	 sont	 acheminés	 jusqu’aux	 OLII.	 La	 forte	

concentration	 d’Ag	 dans	 les	 OLII	 permet	 leur	 rencontre	 avec	 des	 LT	 et	 des	 LB	 naïfs	 et	

l’initiation	 des	 réponses	 immunitaires	 adaptatives.	 Le	 BCR	 des	 LB	 reconnaît	 des	 antigènes	

solubles	ou	particulaires	à	 la	 surface	de	cellules	 comme	 les	macrophages	alors	que	 le	TCR	

des	 LT	 reconnaît	 uniquement	 des	 antigènes	 présentés	 sur	 les	molécules	 du	 CMH	par	 une	

APC	telle	qu’une	cellule	dendritique	(DC).	Les	DC	patrouillent	en	périphérie	et	participent	à	

la	réponse	innée	avant	de	migrer	vers	les	OLII	pour	présenter	des	antigènes	aux	LT	et	initier	

la	 réponse	 adaptative.	 Les	 DC	 jouent	 donc	 un	 rôle	 pivot	 entre	 les	 réponses	 immunitaires	

innées	et	adaptatives.		

Dans	cette	partie	je	vais	décrire	le	développement	et	la	maturation	des	LB,	des	LT	et	des	DC.	

Nous	 verrons	 ensuite	 la	 présentation	 des	 Ag	 sur	 les	 molécules	 du	 CMH.	 Pour	 finir,	

j’aborderai	la	structure	des	principaux	OLII.	

	

1.1.1	Développement	des	acteurs	cellulaires	d’une	réponse	T	dépendante	

1.1.1.1.	Les	LB	

	

Les	LB	se	développent	dans	 la	MO	à	partir	d’un	progéniteur	commun	lymphoïde	(PCL),	 lui-

même	dérivé	d’une	cellule	souche	hématopoïétique	(Eibel	et	al.,	2014;	Pieper	et	al.,	2013).	

Les	différents	stades	de	développement	des	LB	dans	 la	MO	se	distinguent	par	 l’expression	

progressive	du	BCR	(Fig.1).		
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Figure	1	:	Processus	de	développent	des	LB	dans	la	moelle	osseuse.	Adaptée	de	(Pieper	et	al.,	
2013).Une	 cellule	 souche	 (HSC)	 s’engage	 dans	 la	 voie	 de	 développement	 des	 LB.	 La	
recombinaison	 des	 segments	 V,	 D	 et	 J	 de	 la	 chaîne	 lourde	 s’initie	 au	 stade	 pro-B.	 La	
recombinaison	de	la	chaîne	légère	a	lieu	au	stade	pré-B.	Le	LB	immature	exprime	une	Ig	de	
type	IgM	et	quitte	la	MO	pour	rejoindre	la	rate.		GL,	Germline.	
	

Le	BCR	est	une	immunoglobuline	(Ig)	composée	de	deux	chaînes	lourdes	(chaînes	H)	et	deux	

chaînes	 légères	 (chaînes	 L	 qui	 peuvent	 être	 de	 sous	 type	 κ	 ou	 λ).	 L’expression	 du	 BCR	

nécessite	 le	 réarrangement	des	 segments	de	 gènes	V	 (variable),	D	 (diversity)	 et	 J	 (joining)	

des	 chaînes	 lourdes	 et	 uniquement	 V	 et	 J	 des	 chaînes	 légères.	 Le	 passage	 du	 stade	

hématopoïétique	au	stade	pro-B	se	caractérise	par	la	recombinaison	des	segments	D	et	J	des	

chaînes	lourdes.	Au	stade	pré-B,	le	LB	exprime	à	sa	surface	un	pré-BCR	composé	des	chaînes	

lourdes	 entièrement	 réarrangées	 (V	 et	 DJ)	 associées	 à	 des	 substituts	 de	 chaînes	 légères.	

Suite	 au	 réarrangement	 des	 segments	 V	 et	 J	 des	 chaînes	 légères,	 le	 LB	 dit	 «	immature	»	

exprime	 un	 BCR	 de	 type	 IgM	 (chaînes	 lourdes	 μ)	 et	 quitte	 la	 MO	 pour	 rejoindre	 la	 rate	

(Pieper	 et	 al.,	 2013)	 (Fig.1).	 Le	 processus	 de	 réarrangement	 des	 fragments	 V,	 D	 et	 J	 fait	
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intervenir	 les	protéines	RAG-1	et	RAG-2.	La	mutation	d’une	de	ces	protéines	chez	 la	souris	

bloque	le	développement	des	LB	et	des	LT	(Mombaerts	et	al.,	1992;	Shinkai	et	al.,	1992).	

La	 dernière	 étape	 de	maturation	 du	 LB	 aura	 lieu	 dans	 la	 rate.	 Nous	 l’aborderons	 plus	 en	

détail	dans	la	partie	«1.3.1».	

	

1.1.1.2.	Les	LT		

	

Le	développement	des	LT	a	été	détaillé	dans	une	revue	de	Koch	et	Radtke	en	2011	(Koch	and	

Radtke,	2011).	

Les	LT	se	différencient	également	dans	la	MO	à	partir	du	même	PLC	que	les	LB	puis	migrent	

dans	 le	 thymus.	 Le	 LT	 immature	 évolue	 dans	 les	 différentes	 zones	 du	 thymus	 et	 sa	

maturation	se	traduit	notamment	par	le	réarrangement	progressif	de	son	TCR	(Fig.2).		

Les	stades	de	la	maturation	du	LT	sont	connus	sous	les	noms	de	:	DN1	(Double	Négatif),	DN2,	

DN3,	 DN4,	 DP	 (Double	 positif)	 et	 SP	 (Simple	 Positif)	 faisant	 référence	 à	 l’expression	

différentielle	des	molécules	CD4	et	CD8	au	cours	de	la	maturation	(Fig.2).	

	

Le	TCR	est	constitué	d’une	chaîne	α	et	d’une	chaîne	β	(nous	n’aborderons	pas	les	LTγδ	qui	

rejoignent	la	circulation	à	partir	du	stade	DN2/DN3).	Le	réarrangement	de	la	partie	variable	

de	 ces	 deux	 chaînes	 se	 déroule	 sur	 le	 même	 principe	 que	 pour	 les	 chaînes	 des	 Ig.	 Les	

segments	V,	D	 et	 J	 de	 la	 chaîne	β	du	 TCR	 se	 réarrangent	 lors	 des	 stades	DN2	et	DN3.	Au	

stade	DN4,	le	TCR	est	composé	d’une	chaîne	β	réarrangée	et	d’un	substitut	de	chaîne	α.	La	

chaîne	α,	composée	des	segments	de	gènes	V	et	J,	se	réarrange	lors	du	stade	DP	(Koch	and	

Radtke,	2011).	A	 la	 fin	du	stade	DP,	 le	LT	exprime	un	TCR	 fonctionnel	et	 subit	 la	 sélection	

positive	et	négative.	La	sélection	consiste	à	éliminer	les	LT	qui	reconnaissent	les	antigènes	du	

soi	et	à	diriger	le	LT	vers	le	lignage	CD4	ou	CD8	selon	la	reconnaissance	des	molécules	CMH-II	

ou	 CMH-I	 par	 leur	 TCR	 (Klein	 et	 al.,	 2009).	 Moins	 de	 5%	 des	 LT	 SP	 CD4+	 ou	 SP	 CD8+	

rejoindront	 la	 circulation	 suite	 à	 la	 sélection.	 Ils	 pourront	 ensuite,	 tout	 comme	 les	 LB,	

accéder	 aux	 ganglions	 via	 la	 veinule	 à	 endothélium	 épais	 (HEV)	 et	 à	 la	 rate	 via	 la	 veine	

splénique.	
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Dans	 les	 LT	 et	 les	 LB,	 la	 recombinaison	 VDJ	 des	 TCR	 et	 des	 BCR	 permet	 d’obtenir	 un	

répertoire	diversifié,	capable	de	reconnaître	un	grand	nombre	d’Ag.	Cette	diversité	est	due	à	

l’association	aléatoire	des	segments	V,	D	et	J	et	à	l’ajout	ou	délétion	de	bases	nucléiques	à	la	

jonction	de	ces	différents	segments	pendant	la	recombinaison.	Au	cours	de	la	différenciation	

du	LB,	Le	BCR	subira	d’autres	modifications	influençant	sa	diversité	et	son	affinité.	

Figure	2	:	Processus	de	développement	et	de	maturation	des	LT	dans	le	thymus.	Adaptée	de	
(Koch	and	Radtke,	2011).	Le	progéniteur	thymique	(TSP)	est	dérivé	d’une	cellule	souche	(HSC)	
provenant	 de	 la	 MO.	 La	 maturation	 du	 LT	 a	 lieu	 dans	 le	 thymus	 en	 plusieurs	 étapes	
successives	 en	 progressant	 dans	 les	 différentes	 zones	 du	 thymus	 (cortex,	 zone	 sous-
capsulaire	et	médulla).	Les	stades	DN1	et	DN2a	ont	encore	le	potentiel	de	se	différencier	en	
DC,	NK	ou	macrophage.	Les	LTγδ	dérivent	des	stades	DN2b	et	DN3a.	Les	LT	ayant	réarrangé	
la	 chaîne	 β	 du	 TCR	 continuent	 leur	 maturation	 dans	 le	 thymus	 et	 réarrangent	 ensuite	 la	
chaîne	α	du	TCR.	A	la	fin	du	stade	DP,	le	LT	exprime	un	TCR	mature	ainsi	que	les	molécules	
CD4	 et	 CD8.	 Suite	 au	 processus	 de	 sélection,	 le	 LT	 exprimera	 CD4	 ou	 CD8	 et	 rejoindra	 la	
circulation.	DN,	double	négatif	;	DP,	double	positif	;	 SP,	 simple	positif	;	 TSP,	 thymic	 seeding	
progenitor	;	ETP,	early	thymic	progenitor.	�	et	β	correspondent	aux	chaînes	du	TCR.	
	

1.1.1.3.	Les	DC	

	

Classiquement,	 il	 est	décrit	 que	 les	DC	 se	développent	 à	partir	 d’un	progéniteur	myéloïde	

commun	(PMC)	dans	la	MO.	Cependant,	elles	peuvent	également	provenir	d’un	PLC.	Ainsi	les	

précurseurs	des	DC	seraient	des	PMC	et	des	PLC	exprimant	FLT3	(D’Amico	and	Wu,	2003).	
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Ces	 progéniteurs	 donnent	 naissance	 à	 des	 précurseurs	 sanguins	 qui,	 sous	 l’influence	 de	

diverses	 cytokines,	 vont	 se	 différencier	 en	 plusieurs	 sous-populations	 de	 DC	 pouvant	

notamment	rejoindre	les	tissus	(Haniffa	et	al.,	2013).	

Les	DC	forment	une	population	hétérogène	et	sont	classées	selon	leurs	localisations	et	leurs	

fonctions	(Heath	and	Carbone,	2009;	Mildner	and	Jung,	2014)	(Fig.3).		

Figure	 3	:	 Les	 différentes	 populations	 de	 DCs	 dans	 la	 peau	 et	 les	 ganglions.	 Adaptée	 de	
(Heath	and	Carbone,	2009).	Suite	à	la	capture	d’un	antigène,	les	cellules	de	Langerhans	(LC)	
et	 les	DCs	CD11b+	et	CD11b-	migrent	dans	 les	ganglions	pour	 interagir	avec	des	LT	CD4+	ou	
CD8+.	Les	DCs	plasmacytoides	(pDC)	sont	impliquées	dans	les	réponses	immunitaires	innées.	
Les	 DCs	 dérivées	 de	 monocytes	 (Mono-DC)	 sont	 localement	 recrutées	 lors	 d’une	
inflammation.		
	

De	façon	générale,	on	distingue	les	DC	résidentes,	restant	immatures	en	absence	d’infection	

(Wilson	et	al.,	2003),	et	les	DC	migratoires	matures.	Les	DC	résidentes	patrouillent	dans	les	

tissus	 et	 capturent	 constamment	 des	 antigènes.	 Elles	 expriment	 une	 grande	 variété	 de	

récepteurs	 de	 l’immunité	 innée,	 dont	 les	 TLR	 (Toll	 Like	 receptor),	 permettant	 la	
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reconnaissance	de	motifs	microbiens.	La	présence	d’antigènes	microbiens	et/ou	une	atteinte	

des	 tissus	 induisent	 la	 maturation	 et	 la	 migration	 des	 DC	 vers	 les	 OLII	 (Fig.3).	 Les	 DC	

migratoires	 capturent	 moins	 d’Ag,	 sur-expriment	 les	 molécules	 de	 co-stimulation	 et	

maintiennent	 plus	 longtemps	 l’expression	 des	 complexes	 CMH	 chargés	 avec	 le	 peptide	

(CMHpeptide)	à	leur	surface	(Haniffa	et	al.,	2013).		

	

1.1.2.	La	présentation	des	antigènes	sur	les	molécules	du	CMH	

	

Le	TCR	des	LT	reconnaît	les	Ag	présentés	sous	forme	de	peptides	sur	les	molécules	du	CMH.	

Le	TCR	des	LT	CD8+	reconnait	des	Ag	sur	le	CMH-I	alors	que	le	TCR	des	LT	CD4+	reconnaît	des	

Ag	 sur	 le	 CMH-II.	 De	 plus,	 tandis	 que	 les	 molécules	 du	 CMH-I	 sont	 exprimées	 de	 façon	

ubiquitaire,	seuls	les	APC	expriment	les	molécules	du	CMH-II.	

Les	voies	d’apprêtement	des	Ag	sur	 les	molécules	du	CMH-I	ou	du	CMH-II	sont	différentes	

(Blum	et	al.,	2013)	(Fig.4).	

	

1.1.2.1.	Présentation	sur	les	molécules	du	CMH-I	

	

Les	molécules	du	CMH-I	sont	constituées	d’une	chaîne	lourde	divisée	en	3	domaines	(α1,	α2	

et	 α3)	 ancrés	 à	 la	membrane,	 associée	 à	 une	 sous-unité	 β2-microglobuline	 au	 niveau	 du	

domaine	α3.	Le	TCR	d’un	LT	CD8+	reconnaît	l’Ag	au	niveau	du	sillon	peptidique	situé	entre	les	

régions	α1	et	α2.	L’interaction	est	renforcée	par	la	liaison	de	la	molécule	CD8	à	la	partie	α3	

du	CMH-I.	Les	peptides	présentés	sur	les	molécules	du	CMH-I	proviennent	généralement	de	

la	 dégradation	 de	 protéines	 endogènes	 via	 le	 protéasome.	 Les	 protéines	 clivées	 sont	

acheminées	dans	le	réticulum	endoplasmique	par	les	transporteurs	TAP	où	elles	sont	ensuite	

chargées	 sur	 les	molécules	 du	 CMH-I	 préalablement	 assemblées.	 Le	 complexe	 CMH-Ipeptide	

est	finalement	exprimé	à	la	surface	de	la	cellule	(Blum	et	al.,	2013)	(Fig.4	à	gauche).	

Cependant	les	APC	sont	capables	d’apprêter	et	de	présenter	sur	les	molécules	du	CMH-I	des	

peptides	 issus	 de	 la	 dégradation	 d’Ag	 phagocytés	 provenant	 du	milieu	 extracellulaire.	 Ce	

mécanisme	 est	 appelé	 «	présentation	 croisée	»	 et	 les	 DC	 sont	 les	 APC	 les	 plus	 aptes	 à	

effectuer	ce	type	de	présentation	(Joffre	et	al.,	2012)	(Fig.4	à	droite).	
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La	 présentation	 des	 antigènes	 sur	 les	 molécules	 du	 CMH-I	 est	 indispensable	 à	 l’initiation	

d’une	réponse	T	CD8	cytotoxique,	en	particulier	contre	 les	cellules	 infectées	et	 les	cellules	

tumorales.	

	

Figure	4	:	Présentation	des	antigènes	sur	les	molécules	du	CMH-I	et	du	CMH-II.	Adaptée	de	
(Villadangos	 and	 Schnorrer,	 2007).	 Les	Ag	endogènes	 sont	présentés	 sur	 les	molécules	du	
CMH-I	en	empruntant	 la	voie	du	protéasome	 (panel	de	gauche).	Des	Ag	exogènes	peuvent	
également	 être	 présentés	 sur	 les	 molécules	 du	 CMH-I	 par	 le	 mécanisme	 de	 présentation	
croisée	(panel	de	droite).	Généralement,	 les	Ag	exogènes	sont	chargés	sur	 les	molécules	du	
CMH-II	 dans	 le	 compartiment	 de	 chargement	 des	 peptides	 (panel	 du	milieu).	 Le	 complexe	
CMH-IIpeptide	 est	ensuite	exprimé	à	 la	 surface	de	 la	 cellule.	 La	présentation	d’Ag	endogènes	
sur	les	molécules	du	CMH-II	est	illustrée	dans	la	Figure	5.	
	

1.1.2.2.	Présentation	sur	les	molécules	du	CMH-II	

	

Les	 APC	 (DC,	 monocytes,	 macrophages,	 LB)	 expriment	 les	 molécules	 du	 CMH-II.	 Les	

molécules	 du	 CMH-II	 sont	 constituées	 de	 deux	 chaînes	 homologues	 α	 et	 β	 ancrées	 à	 la	

membrane.	Chaque	chaîne	est	organisée	en	deux	sous-domaines	(α1/α2	et	β1/β2).	Le	sillon	

peptidique	se	forme	au	niveau	des	sous-domaines	α1	et	β1	et	est	plus	ouvert	que	celui	du	

CMH-I,	permettant	ainsi	la	fixation	de	peptides	plus	longs.	Le	TCR	d’un	LT	CD4+	reconnaît	l’Ag	

au	niveau	du	sillon	peptidique	et	l’interaction	est	renforcée	par	la	liaison	de	la	molécule	CD4	

au	 niveau	 de	 la	 région	 β2	 du	 CMH-II.	 Les	 peptides	 présentés	 sur	 le	 CMH-II	 proviennent	
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classiquement	 d’Ag	 internalisés	 par	 phagocytose,	macropinocytose	 ou	 endocytose	 par	 les	

APC	 dans	 le	milieu	 extracellulaire.	 Les	 Ag	 sont	 dégradés	 dans	 le	 lysosome	 qui	 va	 ensuite	

fusionner	avec	le	compartiment	de	chargement	des	peptides.	Ce	compartiment	contient	les	

molécules	CMH-II	qui	vont	être	chargées	avec	les	peptides	puis	exprimées	à	la	surface	de	la	

cellule	(Blum	et	al.,	2013)	(Fig.4	au	centre).	

Des	 Ag	 endogènes	 sont	 également	 présentés	 sur	 les	molécules	 du	 CMH-II.	 Des	 antigènes	

viraux	d’influenza	peuvent	notamment	être	chargés	sur	les	molécules	CMH-II	probablement	

via	 les	 transporteurs	TAP	et	 le	protéasome.	D’autre	part,	 des	protéines	 cytoplasmiques	et	

nucléaires	 peuvent	 être	 séquestrées	 dans	 un	 autophagosome	 puis	 dégradées	 suite	 à	 la	

fusion	de	ce	compartiment	avec	un	lysosome	pour	enfin	être	chargées	sur	les	molécules	du	

CMH-II	 (macroautophagie)	 (Fig.5).	 Nous	 avons	 récemment	 montré	 au	 laboratoire	 que	 le	

ciblage	de	la	protéine	gag	du	VIH	dans	les	autophagosomes	améliore	l’activation	des	LT	CD4+	

(Coulon	et	 al.,	 2016)	 (voir	 annexe).	Des	antigènes	peuvent	également	être	 ciblés	 vers	une	

dégradation	 lysosomale	par	 l’autophagie	dépendante	des	protéines	chaperonnes	 (CMA)	et	

ainsi	rejoindre	le	compartiment	de	chargement	des	peptides	(Fig.5).	

	

La	 présentation	 des	 Ag	 sur	 les	 molécules	 du	 CMH-II	 permet	 d’initier	 les	 réponses	

immunitaires	 adaptatives	 d’une	 part	 en	 orientant	 et	 initiant	 la	 différenciation	 des	 LT	

(interaction	LT	CD4+	/	DC)	et	d’autre	part	en	intervenant	dans	la	réaction	du	CG	(interaction	

Tfh	/	LB).	
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Figure	 5	:	 Processus	 de	 présentation	 d’antigènes	 endogènes	 sur	 les	 molécules	 du	 CMH-II.	
Adaptée	 de	 (Eisenlohr	 et	 al.,	 2011).	 Des	 Ag	 endogènes	 peuvent	 être	 présentés	 sur	 les	
molécules	du	CMH-II	en	empruntant	les	transporteurs	TAP	ou	via	le	processus	d’autophagie	:	
macroautophagie	(MA)	ou	autophagie	dépendante	des	protéines	chaperonnes	(CMA).	
	

Les	 molécules	 du	 CMH-I	 et	 du	 CMH-II	 présentent	 divers	 Ag	 à	 la	 surface	 des	 cellules	 et	

participent	à	la	mise	en	place	des	réponses	immunitaires.	Alors	que	l’interaction	TCR/CMH-I	

soutient	 les	 réponses	 cytotoxiques,	 l’interaction	 TCR/CMH-II	 va	 plutôt	 initier	 les	 réponses	

immunitaires	adaptatives	dépendantes	des	LT	CD4+.	Bien	que,	généralement,	les	molécules	

du	CMH-I	 fixent	 des	Ag	 endogènes	 et	 les	molécules	 du	CMH-II	 des	Ag	 exogènes,	 les	 deux	

molécules	ont	finalement	accès	aux	deux	types	d’Ag	par	le	biais	de	voies	alternes.	

Dans	le	contexte	de	l’établissement	des	réponses	immunitaires	T	dépendantes,	nous	allons	

nous	intéresser	principalement	à	la	présentation	des	Ag	sur	les	molécules	du	CMH-II	aux	LT	

CD4+	dans	les	OLII.	

	

		 	 1.1.3	Établissement	des	réponses	T	dépendantes	dans	les	OLII	

	

Les	 OLII	 peuvent	 être	 encapsulés	 et	 structurés,	 comme	 les	 ganglions	 et	 la	 rate,	 ou	 non	

encapsulés	dans	un	organe,	comme	les	tissus	 lymphoïdes	associés	aux	muqueuses	(TLAM).	

Les	TLAM	regroupent	les	plaques	de	Peyer,	 les	amygdales	et	les	tissus	lymphoïdes	associés	

aux	voies	respiratoires.		

self-protein [106–108], the process has not been investigated

in the context of host defence. The third mechanism known

to mediate the transfer of cytosolic contents to the lysosome
is the relatively poorly understood microautophagy in which

soluble proteins are taken up by invagination of the lyso-

somal membrane [109]. To our knowledge, microautophagy
has not yet been linked to MHC II processing of any kind.

Finally, there are many cases of endogenous processing in

which the mechanism remains unclear [72–76, 110–128].
Thus, there appear to be several pathways that could com-

plement TAP-dependent processing in fulfilling the full
potential of endogenous processing. Relevant to this, we

have recently carried out a small molecule screen to identify

compounds that selectively inhibit the presentation of
NA79. Of the inhibitory compounds, many also inhibit

endogenous generation of S3, but some do not (Miller,

unpublished). This suggests that the processing of individual
epitopes involves both common (proteasome, TAP,…) and

distinct (to be determined…) components. This may not be

so different from classical processing in which the partici-
pation of endosomal constituents likely depends upon the

epitope. The same is true of MHC I processing in which the

involvement of post-proteasomal proteases also depends
upon the epitope [129–133].

As stated above, generation of NA79 is via the endog-

enous route only. Conversely, S1 is generated by only the
classical exogenous pathway. Low levels of infectious

virus do lead to the presentation of S1 from biosynthesized

HA but the presentation route turns out to be a variation on
classical processing, involving (1) incorporation of HA into

exosomes, (2) release of exosomes from the infected cell,

(3) uptake by a neighboring cell, and (4) H-2M-dependent

processing/presentation [134]. What is it about these epi-

topes that restrict their processing to one compartment or
another? Our hypothesis is based upon the open-ended

peptide-binding groove of MHC II molecules and the

observation that relatively large proteins can be presented
via MHC II if the protein is denatured or if the epitope

resides in a disordered region of the protein [31, 135, 136].

This indicates that unfolding of the antigen represents the
key processing step for MHC II. This can be accomplished

via acidification, reduction, or limited proteolysis. With
respect to the last possibility, the endosomal protease

asparaginyl endopeptidase (AEP) that cleaves surface-

exposed asparagine and aspartic acid residues has been
reported to perform this function [137]. Thus, proteolysis

may, more often than not, be a destructive force in MHC II

processing. Accordingly, we have proposed that the pre-
sentation phenotype of NA79 can be explained by extreme

susceptibility to endosomal proteases and relative resis-

tance to cytosolic proteases, particularly the proteasome,
which appears to be a requisite destination for most cyto-

solic proteins that are targeted for degradation. The pre-

sentation phenotype of S1 would be explained by opposite
susceptibilities. Indeed, incubation of synthetic peptides

containing S1 or NA79 with endosomal extracts shows

survival of the former and destruction of the latter (Apcher,
unpublished). Of note, the NA79 epitope is located at the

surface of the parent protein [138] and is closely flanked on

both sides by Asn residues and an Asp directly C-terminal
to the core epitope. In additional unpublished experiments,

we have observed that co-incubation of synthetic NA79

Fig. 4 Schematic of three
MHC II endogenous processing
pathways: (1) Proteasome/TAP-
dependent, (2)
Macroautophagy-dependent,
and (3) Chaperone-mediated
autophagy-dependent. Dashed
arrow depict speculative
pathways
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Les	ganglions	concentrent	des	Ag	 interstitiels,	 tandis	que	 la	 rate,	 très	vascularisée,	permet	

de	piéger	des	Ag	circulant	dans	le	sang.	Enfin,	les	TLAM	protègent	les	muqueuses	auxquelles	

ils	sont	associés	en	accumulant	les	Ag	locaux.	

Je	 vais	 détailler	 la	 structure	 et	 la	 composition	 des	 ganglions	 et	 de	 la	 rate,	 organes	 sur	

lesquels	je	me	concentrerai	par	la	suite	pour	décrire	les	réponses	T	dépendantes.	

	

1.1.3.1.	Les	ganglions	

	

Les	 ganglions,	 aussi	 appelés	 nœuds	 lymphatiques,	 se	 situent	 à	 la	 jonction	 des	 vaisseaux	

lymphatiques	et	sont	répartis	dans	tout	l’organisme.	Ils	sont	majoritairement	constitués	de	

lymphocytes	 et	 d’APC	 (Gasteiger	 et	 al.,	 2016).	 Les	 DC	 chargées	 d’Ag	 et	 les	 Ag	 solubles	

entrent	dans	les	ganglions	par	les	vaisseaux	lymphatiques	afférents	situés	tout	autour	de	la	

capsule.	Les	LT	et	les	LB	accèdent	aux	ganglions	par	la	HEV	et	vont	se	repartir	dans	des	zones	

distinctes	de	 l’organe	:	 le	cortex	 (zone	B)	et	 le	paracortex	 (zone	T).	La	 répartition	dans	ces	

différentes	 zones	 est	 dictée	 par	 des	 gradients	 de	 chimiokines	 (CXCL13	 pour	 la	 zone	 B	 et	

CCL19/CCL21	pour	la	zone	T)	(Cesta,	2006)	(Fig.6	à	gauche).		

La	zone	T	est	le	lieu	d’interactions	entre	les	LT	et	les	DC.	La	zone	B,	riche	en	LB,	macrophages	

et	 DC	 folliculaires	 (FDC),	 s’organise	 en	 follicules	 lymphoïdes	 où	 les	 LB	 se	 différencient	 et	

prolifèrent.	Des	CG	se	forment	au	sein	de	ces	follicules	lors	de	l’activation		des	LB	(Gasteiger	

G	et	al.,	2016).	

Les	LT	et	les	LB	peuvent	quitter	les	ganglions	par	les	vaisseaux	lymphatiques	efférents.	

	

1.1.3.2.	La	rate		

	

La	 rate,	 organe	 beaucoup	 plus	 volumineux	 qu’un	 ganglion,	 est	 située	 dans	 l’hypocondre	

gauche.	 Elle	 a	 à	 la	 fois	 un	 rôle	 dans	 l’immunité	mais	 également	 dans	 la	 régénération	 des	

hématies.	Ces	deux	rôles	sont	associés	à	des	structures	bien	distinctes	de	 la	rate	:	 la	pulpe	

rouge	et	la	pulpe	blanche	(Mebius	and	Kraal,	2005).		

La	 pulpe	 rouge	 constitue	 99%	 de	 l’organe	 et	 abrite	 majoritairement	 des	 macrophages	

impliqués	dans	la	dégradation	des	hématies.	L’activité	immunitaire	de	la	rate	se	situe	dans	la	

pulpe	blanche,	ne	représentant	finalement	que	1%	de	l’organe.	La	pulpe	blanche	s’organise	
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autour	 des	 artérioles.	 Cette	 configuration	 particulière	 permet	 la	 détection	 des	

microorganismes	 du	 sang.	 Dans	 chaque	 région	 de	 pulpe	 blanche	 de	 la	 rate,	 la	 même	

organisation	que	le	ganglion	est	retrouvée	:	une	zone	T	(LT	et	DC)	surplombée	par	une	zone	

B	(LB,	macrophages,	FDC)	et	en	périphérie	une	zone	marginale	spécifique	à	la	rate	(Mebius	

and	 Kraal,	 2005)	 (Fig.6	 à	 droite).	 La	 zone	 marginale	 abrite	 des	 LB	 particuliers	 (MZ-LB)	

impliqués	 dans	 la	 réponse	 T	 indépendante.	 Les	MZ-LB	 forment	 une	 première	 barrière	 de	

protection	notamment	contre	les	polysaccharides	bactériens	(Martin	and	Kearney,	2002).		

Contrairement	 aux	 ganglions,	 la	 rate	 n’est	 pas	 directement	 drainée	 par	 les	 vaisseaux	

lymphatiques	 (Fig.6	 à	 droite).	 Cet	 organe	 est	 considéré	 comme	 un	 «	filtre	»	 du	 sang	en	

intervenant	 à	 la	 fois	 dans	 la	 régénération	 les	 hématies	 et	 dans	 l’immuno-surveillance	 des	

agents	infectieux	ou	des	éléments	immunogènes	circulant	dans	le	sang.	

Figure	 6	:	 Organisation	 et	 dynamique	 cellulaire	 dans	 les	 ganglions	 et	 la	 rate.	Adaptée	 de	
(Mebius	and	Kraal,	2005).	Les	nodules	de	la	rate	(à	gauche)	et	les	ganglions	(à	droite)	sont	
constitués	d’une	zone	T	(en	vert)	et	une	zone	B	(en	beige).	La	rate	est	constituée	de	plusieurs	
nodules	 constituant	 la	 pulpe	 blanche.	 Chaque	 nodule	 est	 irrigué	 par	 une	 artériole.	 La	
présence	d’une	 zone	marginale	est	 spécifique	à	 la	 rate.	Cette	 zone	héberge	 les	MZ-LB.	 Les	
ganglions,	contrairement	à	la	rate,	sont	directement	irrigués	par	des	vaisseaux	lymphatiques.	
Dans	les	ganglions	comme	dans	la	rate,	les	LT	et	les	LB	se	localisent	dans	leur	zone	respective	
en	 suivant	 un	 gradient	 de	 chimiokines	:	 CXCL13	 (zone	 B)	 et	 CCL19/CCL21	 (zone	 T).	 Les	
lymphocytes	quittent	les	ganglions	par	les	vaisseaux	lymphatiques	efférents.	Le	processus	de	
sortie	à	partir	de	la	rate	reste,	quant	à	lui,	mal	décrit.	
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Mon	but	étant	de	décrire	la	mise	en	place	d’une	réponse	immunitaire	T	dépendante,	je	vais	

par	la	suite	me	concentrer	sur	les	LT	CD4+.	Nous	allons	aborder	les	étapes	successives	de	la	

mise	en	place	de	cette	réponse	depuis	la	rencontre	d’un	LT	CD4+	naïf	avec	une	DC	jusqu’à	la	

réaction	du	CG.	

	

1.2.	Interactions	entre	le	LT	CD4+	naïf	et	la	DC	dans	la	zone	T	

	

Dans	la	zone	T	des	OLII,	les	LT	CD4+	naïfs	vont	rencontrer	pour	la	première	fois	l’Ag	présenté	

par	 les	 DC.	 Cette	 interaction	 permettra	 au	 LT	 CD4+	 activé	 de	 se	 différencier	 en	 un	 LT	

auxiliaire	ou	«	helper	»	 (LTh)	 avec	un	phénotype	et	 des	 fonctions	particulières.	Dans	 cette	

partie,	 je	 vais	 d’abord	 décrire	 les	 signaux	 impliqués	 dans	 l’interaction	 LT/DC.	 J’aborderai	

ensuite	les	différentes	populations	de	LTh	qui	se	différencient	au	contact	de	la	DC.	Pour	finir,	

je	détaillerai	le	processus	de	différenciation	des	LT	CD4+	en	Tfh.	

	

	

	 	 1.2.1.	Les	signaux	nécessaires	à	l’activation	d’un	LT	

	

Trois	 signaux	 sont	 indispensables	 à	 l’activation	 et	 la	 différenciation	 d’un	 LT	 lors	 de	 son	

interaction	avec	une	DC	:	La	reconnaissance	de	l’Ag,	la	co-stimulation	et	les	cytokines	(Fig.9	

(1)).		

	

§ La	reconnaissance	de	l’Ag	:	le	TCR	du	LT	CD4+	reconnaît	l’Ag	sous	forme	de	peptides	

présentés	 sur	 les	molécules	 du	 CMH-II.	 La	 DC	 capture	 l’Ag,	 le	 dégrade	 en	 peptides	 et	 les	

charge	 sur	 les	 molécules	 du	 CMH-II.	 Le	 complexe	 CMH-IIpeptide	 est	 ensuite	 exprimé	 à	 la	

surface	de	la	cellule.	Ces	différentes	étapes	conditionnent	la	quantité	de	peptides	présentés	

à	 la	 surface	de	 la	DC.	 La	densité	des	 complexes	CMH-IIpeptide	 peut	 influencer	 l’intensité	de	

l’interaction	avec	le	LT	et	diriger	sa	différenciation		(Fazilleau	et	al.,	2009;	Panhuys,	2016).	

	

§ La	 co-stimulation	:	 Les	 DC	 expriment	 à	 leur	 surface	 les	 molécules	 CD80	 et	 CD86	

interagissant	 avec	 la	molécule	CD28	exprimée	à	 la	 surface	des	 LT.	 L’engagement	de	CD28	

entraîne	 l’expression	 du	 facteur	 anti-apoptotique	 Bcl-xL	 dans	 les	 LT	 et	 permet	 leur	 survie	
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(Boise	et	al.,	1995).	Les	LT	expriment	d’autres	molécules	telles	que	ICOS,	OX40,	CD40L,	CD27	

et	CD157	(4-1BB).	Les	ligands	de	ces	molécules	sont	exprimés	par	les	DC	et	leur	engagement	

est	nécessaire	à	 la	différenciation	complète	des	 LT.	 La	 seule	 reconnaissance	de	 l’Ag	par	 le	

TCR,	en	l’absence	de	ces	signaux	de	co-stimulation,	interrompt	l’activation	du	LT	et	entraîne	

sa	tolérance	vis	à	vis	de	l’Ag	(Schwartz,	2003).	

	

§ Les	cytokines	sont	des	molécules	 impliquées	dans	 la	 transmission	des	signaux	entre	

les	cellules	du	système	 immunitaire.	 Il	peut	s’agir	d’interleukines	 (IL),	d’interférons	 (IF),	de	

facteurs	nécrosant	 les	 tumeurs	 (TNF),	 de	 facteurs	de	 croissance	 transformant	 (TGF)	ou	de	

facteurs	 stimulants	 les	 colonies	 (CSF).	 Elles	 sont	 notamment	 sécrétées	 par	 les	 DC	 et	

permettent	d’orienter	la	différenciation	des	LT	CD4+	vers	les	différentes	sous-populations	de	

LTh.	Je	détaillerai	dans	le	paragraphe	suivant	la	diversité	de	ces	cytokines	et	leur	implication	

dans	la	différenciation	des	sous-types	de	LTh.	

	

En	 conclusion,	 l’engagement	du	TCR	permet	 l’activation	du	 LT,	 la	 co-stimulation	 assure	 sa	

survie	et	les	cytokines	sont	impliquées	dans	sa	différenciation	et	sa	polarisation.	

	

	

1.2.2.	Diversité	des	LTh		

	

Pendant	 longtemps,	 la	 réponse	 T	 CD4	 auxiliaire	 a	 été	 définie	 de	 façon	 restrictive.	 Il	 était	

considéré	qu’un	LT	CD4+	naïf	se	différenciait	soit	en	LTh1	soit	en	LTh2	suite	à	son	interaction	

avec	 une	 DC.	 Les	 LTh1	 pouvant	 soutenir	 la	 réponse	 cytotoxique	 et	 les	 LTh2	 la	 réponse	

humorale	(Mosmann	and	Coffman,	1989).		

Aujourd’hui,	nous	avons	une	vision	plus	complète	de	la	diversité	des	LTh.	On	distingue	des	

LTh	effecteurs	et	des	LTh	régulateurs.	Les	LTh	effecteurs	regroupent	les	Th17	(Korn,	2009),	

les	Th9	(Veldhoen	et	al.,	2008),	les	Th22	(Eyerich	et	al.,	2009)	et	les	Tfh	(Schaerli	et	al.,	2000)	

en	plus	des	Th1	et	des	Th2.	les	LTh	régulateurs	comprennent	les	Treg	naturels	(nTreg)	(Ng	et	

al.,	2001),	les	Treg	induits	(iTreg)	(Baecher-Allan,	2001)	et	les	Tfh	régulateurs	(Tfr)	(Linterman	

et	al.,	2011).	

La	 différenciation	 d’un	 LT	 CD4+	 vers	 les	 différents	 sous	 types	 de	 LTh	 effecteurs	 est	

conditionnée	par	un	environnement	cytokinique	propre	à	chaque	filiation.	De	plus,	chaque	
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LTh	 est	 associé	 à	 l’expression	 d’un	 facteur	 de	 transcription	 «	signature	»	 qui	 dirige	 leur	

engagement	dans	cette	voie	de	différenciation	(Fig.7).		

Un	 LT	 CD4+	 naïf	 peut	 acquérir	 des	 fonctions	 régulatrices	 en	 se	 différenciant	 en	 iTreg.	 Par	

contre,	les	nTreg	sont	initiés	dès	le	développement	des	LT	CD4+	dans	le	thymus.	L’interaction	

entre	 un	 nTreg	 naïf	 et	 une	DC	 dans	 les	OLII,	 permet	 de	 «	spécialiser	»	 le	 nTreg.	 Ainsi,	 un	

nTreg	recevant	 les	signaux	impliqués	dans	la	différenciation	en	Tfh,	peut	se	différencier	en	

Tfr	spécialisé	dans	la	régulation	du	CG.	

Figure	7	:	Différenciation	d’un	LT	CD4+	naïf	en	LTh.	Selon	l’environnement	cytokinique	imposé	
par	 la	 DC,	 le	 LT	 CD4+	 se	 différencie	 en	 un	 LTh	 particulier.	 Chaque	 LTh	 est	 associé	 à	
l’expression	 d’un	 facteur	 de	 transcription	 «	signature	».	 Les	 nTreg	 ne	 sont	 pas	 représentés	
dans	cette	figure	car	ils	sont	initiés	dès	leur	développement	dans	le	thymus.	
	

1.2.3.	Engagement	de	la	différenciation	d’un	LT	CD4+	naïf	en	Tfh	

	

La	différenciation	en	Tfh	est	complexe	et	multifactorielle.	L’interaction	avec	la	DC	n’est	que	

la	première	étape	permettant	au	LT	CD4+	de	devenir	un	pré-Tfh.	

L’engagement,	 par	 la	 DC,	 de	 la	 molécule	 ICOS	 à	 la	 surface	 du	 LT	 CD4+	 est	 requis	 pour	

l’orienter	 vers	 une	 différenciation	 en	 Tfh.	 L’absence	 d’expression	 d’ICOS	 bloque	 la	
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différenciation	des	LT	CD4+	en	Tfh	et	se	traduit	par	 l’absence	de	ces	cellules	chez	 la	souris	

(Choi	et	al.,	2011).	

La	 sécrétion	 d’IL-6	 et	 d’IL-21	 par	 les	 DC	 favorise	 la	 différenciation	 en	 Tfh	 en	 engageant	

respectivement	les	voies	STAT1	et	STAT3	(Choi	et	al.,	2013;	Nurieva	et	al.,	2008;	Vogelzang	

et	 al.,	 2008).	 Au	 contraire,	 l’IL-2	 limite	 cette	 orientation	 via	 STAT5	 (Ballesteros-tato	 et	 al.,	

2012;	Johnston	et	al.,	2012).	

Peu	 d’éléments	 sont	 connus	 concernant	 le	 sous-type	 de	 DC	 capable	 d’induire	 la	

différenciation	en	Tfh.	Il	y	a	probablement	plusieurs	voies	possibles	impliquant	des	sous-type	

de	 DC	 différents	 selon	 les	 conditions	 (Ballesteros-Tato	 and	 Randall,	 2014).	 Une	 étude	

récente	démontre,	par	exemple,	que	 l’engagement	de	 la	molécule	DC-SIGN	par	des	motifs	

fucosés	 permet	 à	 la	DC	d’orienter	 la	 différenciation	d’un	 LT	CD4+	 en	 Tfh	 (Gringhuis	 et	 al.,	

2014).	Cette	différenciation	est	dépendante	de	l’IL-27	produite	par	les	DC.	

Précocement	 au	 cours	 de	 l’initiation	 de	 la	 différenciation	 en	 Tfh,	 le	 répresseur	

transcriptionnel	 Bcl-6	 est	 exprimé	 (Baumjohann	 et	 al.,	 2011).	 L’expression	 de	 Bcl-6	 est	

nécessaire	 et	 suffisante	 à	 la	 différenciation	 des	 Tfh.	 Au	 contraire,	 Blimp1	 inhibe	 cette	

différenciation	 (Johnston	et	 al.,	 2009).	Une	 régulation	 fine	de	 l’expression	des	 facteurs	de	

transcription	 impliqués	 dans	 l’orientation	 vers	 les	 différentes	 populations	 de	 LTh	 est	

indispensable.	 Les	 microARN	 (miARN)	 miR-17~92	 répriment	 l’expression	 des	 facteurs	 de	

transcription	guidant	la	différenciation	en	Th17	et	Th22	de	façon	à	favoriser	l’orientation	en	

Tfh.	 Des	 souris	 déficientes	 pour	 miR-17~92	 produisent	 des	 Tfh	 hybrides,	 c’est	 à	 dire	

exprimant	certains	gènes	associés	aux	Tfh	en	plus	de	gènes	associés	aux	Th17	et	aux	Th22	

(Baumjohann	 et	 al.,	 2013a).	 Bcl-6	 et	 Blimp1	 sont	 les	 facteurs	 de	 transcription	 les	 plus	

référencés	dans	 la	 littérature	pour	 leur	rôle	respectif	dans	 l’initiation	et	 la	répression	de	la	

différenciation	 d’un	 LT	 CD4+	 en	 Tfh.	 Cependant,	 de	 nombreux	 autres	 facteurs	 de	

transcription	 sont	 impliqués	 (Liu	 et	 al.,	 2013;	 Stauss	 et	 al.,	 2016;	Vinuesa	 et	 al.,	 2016).	 La	

figure	 8	 résume	 la	 régulation	 transcriptionnelle	 initiée	 dans	 un	 LT	 CD4+	 lors	 de	 sa	

différenciation	 en	 Tfh,	 en	 lien	 avec	 les	 voies	 en	 amont	 et	 en	 aval	 de	 ces	 facteurs	 de	

transcription.	

D’autre	part,	 la	balance	entre	Th1	et	Tfh	est	régulée	par	 la	voie	de	signalisation	de	mTOR,	

associée	au	métabolisme	de	la	cellule.	Une	faible	activité	de	mTOR	dans	les	Tfh	permet	de	

maintenir	 l’expression	de	NFAT	ce	qui	n’est	pas	 le	cas	des	Th1	(Ray	et	al.,	2015).	NFAT	est	
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d’ailleurs	requis	pour	la	sécrétion	d’IL-21,	une	cytokine	sécrétée	spécifiquement	par	les	Tfh	

(Kim,	2005).	

L’interaction	avec	la	DC	permet	d’initier	la	différenciation	du	LT	CD4+	en	Tfh	mais	ne	permet	

pas	sa	différenciation	complète	(Goenka	et	al.,	2011).	Pour	poursuivre	sa	différenciation,	le	

pré-Tfh	doit	interagir	avec	d’autres	APC.		L’expression	de	la	molécule	CXCR5	par	le	pré-Tfh	lui	

permet	de	migrer	à	la	bordure	entre	les	zones	T	et	B,	en	suivant	un	gradient	de	chimiokines	

CXCL13,	pour	interagir	avec	un	LB	(Nurieva	et	al.,	2008).	

	

Figure	 8	:	 Régulation	 transcriptionnelle	 de	 la	 différenciation	 d’un	 LT	 CD4+	 naïf	 en	 Tfh.	
Adaptée	de	(Vinuesa	et	al.,	2016).	Les	facteurs	de	transcription	impliqués	dans	la	régulation	
de	 la	 différenciation	 des	 Tfh	 sont	 représentés	 au	 centre	 de	 la	 figure	 (cadres	 bleu	 foncé	 et	
orange).	De	nombreux	signaux	se	situent	en	amont	de	ces	facteurs	de	transcription	et	vont	
permettre	 d’initier	 ou	 d’inhiber	 leur	 expression	 (cadres	 bleu	 clair	 et	 rose).	 Le	 profil	
transcriptionnel	 du	 Tfh	 dicte	 l’expression	 de	 diverses	 molécules	 à	 la	 surface	 de	 la	 cellule	
(cadres	vert	clair	et	vert	foncé).	
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1.3.	Interactions	entre	le	pré-Tfh	et	le	LB	à	la	bordure	de	la	zone	B	

	

L’expression	 de	 CXCR5,	 amorcée	 par	 son	 interaction	 avec	 la	 DC,	 permet	 au	 pré-Tfh	 de	

rejoindre	 la	 bordure	 T/B	 pour	 interagir	 avec	 une	 seconde	 APC	:	 le	 LB.	 Nous	 avons	

précédemment	abordé	le	développement	des	LB	dans	la	MO	jusqu’à	son	arrivée	à	un	stade	

immature	dans	la	rate.	Dans	cette	partie,	je	vais	d’abord	détailler	la	maturation	du	LB	et	son	

activation	 suite	 à	 la	 reconnaissance	 de	 l’Ag.	 Je	 décrirai	 ensuite	 les	 acteurs	 moléculaires	

impliqués	dans	son	interaction	avec	le	pré-Tfh	puis	l’impact	de	cette	interaction	sur	le	LB.	

	

1.3.1.	Maturation	et	activation	du	LB	dans	la	rate		

1.3.1.1.	Du	lymphocyte	B	transitionnel	au	LB	mature	

	

A	leur	entrée	dans	la	rate,	les	LB	sont	à	un	stade	transitionnel	et	expriment	l’IgD	en	plus	de	

l’IgM.	L’expression	du	récepteur	BAFFR	leur	permet	de	recevoir	un	signal	de	survie	(Mackay	

et	al.,	2003).	

Les	LB	transitionnels	se	subdivisent	en	3	stades	(T1,	T2	et	T3)	se	caractérisant	par	une	perte	

progressive	 de	 l’expression	 des	marqueurs	 CD24	 et	 CD38.	 Ces	 sous-types	 ont	 d’abord	 été	

mis	en	évidence	chez	la	souris	(Loder	et	al.,	1999)	puis	 leur	présence	a	été	confirmée	chez	

l’Homme	(Palanichamy	et	al.,	2009).	Les	LB	T1	sont	considérés	comme	les	précurseurs	des	T2	

qui	eux	même	sont	les	précurseurs	de	T3.	A	l’inverse	des	sous-types	T1	et	T2,	les	LB	T3	ont	

perdu	 l’expression	de	 la	molécule	CD10,	un	marqueur	des	cellules	 immatures	 (Kaminski	et	

al.,	 2012).	 De	 ce	 fait	 le	 stade	 T3	 est	 considéré	 comme	 un	 intermédiaire	 entre	 les	 LB	

immatures	et	les	LB	matures	naïfs.	

	

1.3.1.2.	Activation	du	LB	

	

L’activation	 du	 LB	 est	 induite	 suite	 à	 la	 reconnaissance	 de	 l’Ag	 par	 le	 BCR.	 La	 plupart	 du	

temps,	les	antigènes	sont	présentés	aux	LB	sous	forme	de	complexes	immuns	à	la	surface	de	

macrophage	 ou	 de	 FDC	 (Batista	 and	 Harwood,	 2009).	 La	 liaison	 de	 l’antigène	 par	 le	 BCR	

entraîne	 l’internalisation	de	ce	complexe	dans	un	endosome	qui	va	ensuite	 fusionner	avec	

un	 lysosome	 entraînant	 la	 dégradation	 de	 l’Ag.	 Les	 peptides	 antigéniques	 issus	 de	 la	
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dégradation	sont	chargés	sur	les	molécules	du	CMH-II	et	présentés	à	la	surface	du	LB	au	pré-

Tfh.		

Généralement,	la	reconnaissance	de	l’Ag	par	un	BCR	entraîne	le	recrutement	d’autres	BCR	et	

de	 molécules	 adaptatrices	 comme	 CD19,	 le	 tout	 formant	 une	 synapse	 immunologique.	

L’activation	simultanée	de	plusieurs	récepteurs	par	l’Ag	induit	une	cascade	d’activation	des	

kinases	et	aboutit	à	l’expression	de	facteurs	de	transcriptions	tels	que	NF-κB,	NFAT	et	AP-1	

permettant	la	prolifération	et	la	différenciation	du	LB.		

L’engagement	des	TLR	et	leur	lien	avec	l’activation	des	LB	lors	d’une	réponse	T	indépendante	

est	 bien	 décrit	 (Alugupalli	 et	 al.,	 2007).	 Cependant,	 leur	 implication	 dans	 les	 réponses	 T	

dépendantes	 est	 moins	 bien	 établie	 et	 se	 base	 principalement	 sur	 des	 études	 in	 vitro	

suggérant	que	 leur	engagement	amplifie	 l’activation	des	LB	mais	n’est	pas	nécessairement	

requis	(Hou	et	al.,	2011;	Meyer-Bahlburg	et	al.,	2007).	

Suite	à	son	activation,	le	LB	exprime	la	molécule	CCR7	lui	permettant	de	rejoindre	la	bordure	

de	la	zone	B	pour	rencontrer	un	pré-Tfh	(provenant	de	la	zone	T).	Les	interactions	entre	le	LB	

et	le	pré-Tfh	sont	indispensables	à	la	différenciation	complète	du	LB.	

	

1.3.2.	Les	acteurs	moléculaires	impliqués	dans	l’interaction	pré-Tfh/LB	

	

Tout	comme	lors	de	l’interaction	LT/DC,	la	communication	entre	le	pré-Tfh	et	le	LB	nécessite	

3	signaux	:	reconnaissance	de	l’Ag,	co-stimulation	et	cytokines	(Fig.9	(2)).	

	

§ Reconnaissance	de	l’Ag	par	le	pré-Tfh	:	Le	pré-Tfh	reconnaît	un	antigène	présenté	sur	

les	molécules	CMH-II	du	LB.	Le	LB	est	spécifique	de	l’Ag	qu’il	capture,	internalise	et	présente	

au	pré-Tfh.	Cette	spécificité	permet	une	interaction	TCR/CMH-IIpeptide	plus	 intense	entre	un	

LT	et	un	LB	qu’entre	un	LT	et	une	DC	notamment	dans	un	contexte	de	faible	concentration	

de	l’Ag	(Crawford	et	al.,	2006).	L’intensité	du	signal	reçu	par	un	LT	prend	généralement	en	

compte	3	paramètres	:	la	concentration	des	complexes	CMH-IIpeptide	exprimés	à	la	surface	de	

l’APC,	 la	 quantité	 de	 TCR	 engagés	 et	 la	 concentration	 des	 molécules	 de	 co-stimulation	

(Lanzavecchia	 and	 Sallusto,	 2002).	 Le	 niveau	 d’intensité	 d’interaction	 entre	 le	 LT	 et	 le	 LB	

dicte	 le	 processus	 de	 différenciation	 et	 de	 prolifération	 des	 LT	 et	 des	 LB	 (Lanzavecchia	&	

Sallusto,	2002).	
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§ La	co-stimulation	:	 les	interactions	CD40/CD40L,	OX40/OX40L	et	ICOS/ICOSL	sont	les	

plus	 couramment	 rapportées	dans	 le	 contexte	de	 la	 communication	entre	un	 LT	et	un	 LB.	

L’interaction	est	à	bénéfices	mutuels,	permettant	à	la	fois	une	poursuite	de	la	différenciation	

du	pré-Tfh	et	du	LB.	

	

CD40/CD40L	:	 L’engagement	de	 la	molécule	CD40	sur	 le	 LB,	par	 son	 ligand	CD40L	exprimé	

par	le	LT,	est	nécessaire	à	la	stimulation	et	la	prolifération	des	LB	(Clark	and	Ledbetter,	1986)	

et	empêche	leur	mort	par	apoptose	(Tangye	et	al.,	2012).	L’activation	de	CD40	permet	aussi	

de	 stimuler	 l’expression	des	molécules	du	CMH-II,	de	CD80	et	d’OX40L	à	 la	 surface	du	LB,	

renforçant	ainsi	l’interaction	avec	le	LT	(Clatza	et	al.,	2003;	Roger	et	al.,	2001)	

	

OX40/OX40L	:	 La	molécule	de	 co-stimulation	OX40	 fait	 partie	de	 la	 famille	du	TNF	 (Tumor	

Necrosis	Factor).	Elle	est	exprimée	à	la	surface	des	Tfh	et	interagit	avec	OX40L	exprimé	par	

les	LB.	OX40	est	principalement	connu	pour	son	rôle	dans	la	survie	et	la	division	des	cellules	

(Croft,	2010).	L’engagement	d’OX40	à	la	surface	du	LT	induit	l’expression	des	facteurs	anti-

apoptotique	 Bcl-xL	 et	 Bcl-2	 (Rogers	 et	 al.,	 2001),	 permettant	 la	 survie	 du	 LT.	 Le	 LB,	 en	

apportant	le	signal	OX40L	au	LT,	participe	à	sa	polarisation	en	Tfh	en	facilitant	la	sécrétion	de	

cytokines	qui	lui	sont	propres	comme	l’IL-4	(Linton	et	al.,	2003).	

	

ICOS/ICOSL	:	 L’expression	 d’ICOSL	 par	 les	 DC	 est	 nécessaire	 à	 la	 première	 étape	 de	

différenciation	en	Tfh.	ICOSL	est	également	exprimé	par	les	LB,	permettant	d’engager	ICOS	à	

la	 surface	 des	 pré-Tfh	 et	 de	 poursuivre	 leur	 différenciation	 en	 Tfh.	 Chez	 la	 souris,	 des	 LB	

déficient	pour	 la	molécule	 ICOSL	présentent	une	diminution	quantitative	et	qualitative	des	

Tfh	(Nurieva	et	al.,	2008).	

	

Les	 cytokines	:	 les	 pré-Tfh	 sécrètent	 des	 cytokines	 pour	 soutenir	 la	 différenciation	 des	 LB.	

L’IL-21	permet	aux	 LB	de	 se	différencier	en	 cellules	 sécrétrices	d’anticorps	 (Ettinger	et	 al.,	

2005)	 et	 est	 impliquée	 dans	 la	 différenciation	 des	 Tfh	 (Nurieva	 et	 al.,	 2008).	 L’interaction	

ICOS/ICOSL	entre	le	pré-Tfh	et	le	LB	stimule	la	production	d’IL-21	par	le	pré-Tfh	permettant	

de	soutenir	sa	différenciation	par	une	signalisation	paracrine	(Bauquet	et	al.,	2009).	

L’implication	de	l’IL-4	dans	la	différenciation	et	la	survie	des	LB	est	connue	depuis	les	années	

80	 (We	 Paul,	 1987).	 L’IL-4,	 sécrétée	 par	 les	 pré-Tfh,	 permet	 également	 d’engager	 la	
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commutation	de	classe	des	anticorps	du	LB	(Cunningham	et	al.,	2004).	Enfin,	l’IL-4	collabore	

avec	l’IL-21	pour	assurer	une	réponse	humorale	efficace	(McGuire	et	al.,	2015).	

	

1.3.3.	Devenir	du	LB	à	l’issue	de	cette	première	interaction	avec	le	pré-Tfh	

1.3.3.1.	Commutation	de	la	classe	isotypique		

	

Suite	à	l’interaction	avec	les	pré-Tfh,	le	LB	réarrange	de	façon	irréversible	certains	fragments	

d’ADN	codant	pour	les	Ig.	La	séquence	d’ADN	codant	pour	la	région	constante	Cμ	(IgM)	ou	

Cδ	(IgD)	est	excisée,	permettant	 l’expression	des	gènes	codant	pour	 les	régions	constantes	

Cγ	(IgG),	Cα	(IgA)	ou	Cε	(IgE).	A	nouveau,	les	protéines	RAG-1	et	RAG-2	sont	impliquées	dans	

ce	processus.	Suite	à	la	commutation	de	classe	(ou	switch	isotypique),	les	Ig	exprimées,	qui	

étaient	 jusqu’alors	 de	 type	 IgM	 et	 IgD,	 pourront	 être	 de	 type	 IgG,	 IgA	 ou	 IgE.	 Nous	

aborderons	plus	loin	les	fonctions	de	ces	différents	anticorps.	

	

1.3.3.2.	Différenciation	du	LB	

	

L’interaction	du	 LB	avec	 le	pré-Tfh	entraîne	 sa	différenciation	 soit	 en	plasmocyte	à	 courte	

durée	de	vie	soit	en	LB	folliculaire	(Fig.9	(3)).	

Plusieurs	 travaux	 chez	 la	 souris	 suggèrent	 que	 l’orientation	 de	 la	 différenciation	 en	

plasmocytes	ou	en	LB	 folliculaires	est	dépendante	de	 la	 reconnaissance	de	 l’Ag	par	 le	BCR	

(O’Connor	et	al.,	2006;	Paus	et	al.,	2006).	Une	meilleure	affinité	du	BCR	pour	l’Ag	oriente	la	

différenciation	 du	 LB	 vers	 les	 plasmocytes	 de	 façon	 à	 promouvoir	 une	 réponse	

extrafolliculaire.	A	l’inverse,	les	LB	ayant	un	BCR	de	moins	forte	affinité	rejoindront	les	CG	où	

ils	pourront	augmenter	leur	affinité.	
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1.3.3.2.1	Les	plasmocytes	à	courte	durée	de	vie	

	

Les	 plasmocytes	 sont	 des	 cellules	 B	 sécrétant	 de	 large	 quantité	 d’anticorps.	 Les	 anticorps	

sécrétés	 par	 les	 plasmocytes	 à	 courte	 durée	 de	 vie	 n’ont	 pas	 encore	 subit	 de	 mutations	

améliorant	 leur	affinité	(Smith	et	al.,	1996).	Ce	processus	nécessite	 l’entrée	du	LB	dans	 les	

CG.	 De	 plus,	 ces	 cellules	 ne	 survivent	 que	 quelques	 jours	 (Ho	 et	 al.,1986).	 Elles	 assurent	

cependant	 une	 réponse	 rapide	 lors	 d’une	 infection	 et	 permettent	 la	 formation	 d’une	

première	barrière	de	protection.	

La	 différenciation	 en	 plasmocytes	 s’effectue	 sous	 le	 contrôle	 du	 récepteur	 couplé	 aux	

protéines	G	EBI-2	(Gatto	et	al.,	2009;	Pereira	et	al.,	2009).	Ce	récepteur	est	exprimé	par	les	

LB	matures,	surexprimé	par	les	plasmocytes	et	sous-exprimé	par	les	LB	folliculaires.	

	

Il	est	parfois	suggéré	que,	dans	la	rate,	les	plasmocytes	à	courte	durée	de	vie	se	différencient	

à	partir	des	LB	de	 la	zone	marginale	 (les	MZ-LB	abordés	dans	 le	paragraphe	1.1.3.2).	Nous	

avons	 présenté	 les	 MZ-LB	 comme	 des	 cellules	 impliquées	 dans	 les	 réponses	 T	

indépendantes.	Il	faut	cependant	nuancer	ce	propos	puisqu’ils	peuvent	également	entrer	en	

jeu	lors	des	réponses	T	dépendantes.	Chez	la	souris,	les	MZ-LB	ont	une	capacité	de	capture	

et	de	présentation	des	antigènes	aux	LT	plus	rapide	et	plus	efficace	ainsi	qu’une	meilleure	

aptitude	à	délivrer	les	signaux	de	co-stimulation	comparé	à	d’autres	LB	matures	aussi	bien	in	

vitro	que	in	vivo	(Attanavanich	and	Kearney,	2004).		

	

1.3.3.2.2.	Les	LB	folliculaires		

	

Les	LB	folliculaires,	contrairement	aux	plasmocytes	à	courte	durée	de	vie,	retournent	dans	la	

zone	B	 suite	 à	 l’interaction	avec	 le	pré-Tfh.	 Ils	 participeront	 à	 la	 réaction	du	CG	que	nous	

aborderons	dans	la	prochaine	partie.	L’interaction	LB/pré-Tfh	à	la	bordure	entre	les	zones	T	

et	B,	permet	d’initier	l’expression	du	facteur	de	transcription	Bcl-6	dans	les	LB	(Kitano	et	al.,	

2011).	D’ailleurs,	une	forte	expression	de	Bcl-6	caractérise	 les	LB	folliculaires	(Kitano	et	al.,	

2011).	

Peu	d’éléments	sont	connus	concernant	le	mécanisme	guidant	le	retour	de	ces	LB	dans	les	

follicules.	 Une	 réduction	 de	 l’expression	 du	 récepteur	 EBI-2	 par	 les	 LB	 folliculaires	 est	
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probablement	impliquée	dans	cette	migration	(Gatto	et	al.,	2009;	Pereira	et	al.,	2009).	Il	est	

suggéré	 que	 le	 récepteur	 EBI-1	 est	 une	 cible	 du	 répresseur	 Bcl-6	 exprimé	 par	 les	 FO-LB	

(Basso	 et	 al.,	 2010).	 Ainsi,	 les	 Tfh	 semblent	 impliqués	 dans	 le	 retour	 des	 LB	 au	 sein	 des	

follicules	via	leur	rôle	dans	l’initiation	de	l’expression	de	Bcl-6	par	les	LB	folliculaires.	

	

L’interaction	 pré-Tfh/LB	 permet	 d’apporter	 les	 signaux	 nécessaires	 aux	 deux	 cellules	 pour	

leur	différenciation.		Le	Tfh,	à	la	sortie	de	cette	interaction,	exprime	fortement	la	molécule	

CXCR5	lui	permettant	de	rejoindre	 la	zone	folliculaire	B	(Haynes	et	al.,	2007).	De	nouvelles	

interactions	vont	avoir	lieu	entre	les	Tfh	et	les	LB	au	sein	des	CG.		

	

1.4.	Interactions	entre	le	Tfh	et	le	LB	dans	les	CG	de	la	zone	B	

	

Dans	 un	 OLII	 non	 activé,	 la	 zone	 B	 est	 constituée	 de	 follicules	 primaires	 contenant	

majoritairement	 des	 LB	 naïfs.	 Environ	 une	 semaine	 après	 l’exposition	 à	 un	 antigène,	 des	

follicules	 secondaires	 se	 forment	:	 les	 centres	 germinatifs	 (CG)	 (Victora	 and	 Nussenzweig,	

2012).	 Les	 LB	 naïfs	 sont	 exclus	 de	 cette	 nouvelle	 structure	 et	 se	 rassemblent	 en	 un	

compartiment	 appelé	 «	manteau	 folliculaire	».	 Le	 CG	 se	 subdivise	 en	 une	 zone	 sombre	 et	

une	 zone	 claire.	 La	 zone	 sombre	 est	 quasiment	 exclusivement	 composée	 de	 LB	 en	

prolifération	tandis	que	la	zone	claire	contient	différentes	populations	de	LB	en	plus	des	FDC	

et	 des	 Tfh.	 	 Quelques	 LT	 CD8+	 (Kelsoe,	 1996)	 et	 d’autres	 populations	 de	 DC	 peuvent	

également	composer	les	CG	(Grouard	et	al.,	1996;	Lindquist	et	al.,	2004).	

	

Dans	cette	partie,	je	vais	d’abord	décrire	d’un	point	de	vue	phénotypique	les	Tfh	et	les	LB	du	

CG.	 J’aborderai	ensuite	 l’activité	des	LB	du	CG	dans	 la	zone	claire	et	dans	 la	zone	sombre.	

Puis,	 je	 détaillerai	 les	 acteurs	moléculaires	 impliqués	 spécifiquement	 dans	 les	 interactions	

Tfh/LB	du	CG	avant	de	décrire	la	réponse	humorale	qui	en	découle	et	la	façon	dont	celle-ci	

est	régulée.	
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	 	 1.4.1.	Les	Tfh	du	CG	(CG-Tfh)	

	

Dans	les	CG,	les	Tfh	se	localisent	dans	la	zone	claire,	riche	en	CXCL13	(Allen	et	al.,	2007),	et	

maintiennent	une	expression	élevée	des	marqueurs	CXCR5	et	Bcl-6	(Kerfoot	et	al.,	2011)	en	

plus	des	marqueurs	PD-1	(Haynes	et	al.,	2007)	et	ICOS	(Chtanova	et	al.,	2004).	La	sécrétion	

d’IL-21	par	les	CG-Tfh	est	accrue,	suggérant	une	fonctionnalité	plus	soutenue	que	les	pré-Tfh	

(Chtanova	et	al.,	2004).	Bien	qu’à	des	niveaux	d’expression	réduits,	tous	ces	marqueurs	sont	

aussi	 exprimés	 par	 les	 pré-Tfh.	 Les	 cellules	 CD57+	 sont	 particulièrement	 sensibles	 à	

l’apoptose	 et	 probablement	 à	 un	 stade	 terminal	 de	 leur	 différenciation	 (Marinova	 et	 al.,	

2006).	L’expression	du	marqueur	CD57	semble	restreinte	aux	LT	situés	dans	les	CG	(Hufert	et	

al.,	1997).	Les	travaux	qui	ont	suivi	ont	en	effet	montré	que	les	Tfh	CXCR5+CD57+	se	situent	

exclusivement	dans	les	CG	et	non	à	 l’extérieur	(Kim,	2005;	Kim	et	al.,	2001).	De	plus,	cette	

population	de	Tfh	CXCR5+CD57+	présente	une	meilleure	capacité	in	vitro	à	apporter	de	l’aide	

aux	 LB	 pour	 la	 production	 d’Ig	 comparé	 aux	 cellules	 CXCR5+CD57-.	 Cependant,	 d’autres	

études	nuancent	ces	propos	en	démontrant	que	les	populations	de	cellules	CXCR5+CD57+	et	

CXCR5+CD57-	ne	différent	pas	au	niveau	de	leur	profil	transcriptionnel	(Chtanova	et	al.,	2004)	

et	que	la	fonction	des	Tfh	semble	indépendante	de	l’expression	du	marquer	CD57	(Rasheed	

et	al.,	2006).	Seule	la	molécule	MafB	(Musculoaponeurotic	fibrosarcoma	oncogene	homolog	

B)	est	surexprimée	à	la	surface	des	Tfh	CD57+	(Chtanova	et	al.,	2004)	mais	son	rôle	dans	la	

fonction	des	LT	est	très	peu	décrit.	Bien	que	le	rôle	de	l’expression	de	CD57	dans	la	fonction	

des	Tfh	soit	peu	clair,	l’expression	de	ce	marqueur	semble	tout	de	même	restreinte	aux	CG.	

Ainsi,	 en	 nous	 basant	 sur	 cette	 littérature,	 nous	 avons	 fait	 le	 choix	 d’inclure	 le	marqueur	

CD57	dans	notre	étude	pour	identifier	les	Tfh	du	CG.		

	 	

1.4.2.	Les	LB	du	CG	(CG-LB)	

	

Les	différents	stades	de	différenciation	des	LB	dans	les	OLII	se	caractérisent	par	l’expression	

différentielle	du	marqueur	CD38	et	de	 l’IgD	 (Pascual	et	al.,	1994).	Ainsi,	 les	CG-LB	sont	de	

phénotype	IgD-CD38+.	Les	CG-LB	suivent	un	gradient	de	chimiokines	CXCL13	ou	CXCL12	pour	

rejoindre	respectivement	la	zone	claire	ou	la	zone	sombre	du	CG	(Allen	et	al.,	2004).	

Dans	la	zone	sombre,	les	LB	sont	en	intense	prolifération	comme	le	suggère	l’expression	du	

marqueur	Ki-67	(Gerdes	et	al.,	1983).	La	prolifération	des	LB	s’accompagne	de	 la	mutation	
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de	leur	BCR	(De	Silva	and	Klein,	2015).	La	maturation	d’affinité	du	BCR	consiste	en	l’apport	

d’hypermutations	somatiques	par	 l’enzyme	AID	(Activation	Induced	Desaminase)	au	niveau	

des	régions	variables	des	chaînes	lourdes	et	légères	de	l’Ig.	

Dans	 la	 zone	 claire,	 la	 présence	 des	 Tfh	 et	 des	 FDC	 permet	 la	 sélection	 des	 LB	 de	 haute	

affinité.	Il	a	d’abord	été	suggéré	que	les	FDC	avaient	un	rôle	majeur	dans	la	sélection	des	LB.	

Les	 LB	 de	 haute	 affinité	 pourraient	 engager	 des	 interactions	 longues	 avec	 les	 FDC	 et	

monopoliser	 les	 Ag	 disponibles.	 La	 reconnaissance	 de	 l’Ag	 via	 le	 BCR	 est	 requise	 pour	

l’induction	de	signaux	nécessaires	à	leur	survie.	Aussi,	les	LB	de	faible	affinité	n’interagissant	

pas	avec	l’Ag	ne	recevraient	pas	ces	signaux	et	seraient	éliminés	(MacLennan,	1994).	Cette	

hypothèse	 a	 été	 abandonnée	 par	 la	 démonstration	 que	 les	 LB	 ne	 pouvaient	 pas	 former	

d’interactions	longues	et	stables	avec	les	FDC	(Schwickert	et	al.,	2007).		

Les	Tfh	sont	les	acteurs	principaux	de	la	sélection	des	LB	de	haute	affinité.	Ils	sélectionnent	

les	LB	sur	la	base	de	la	quantité	de	complexe	CMH-IIpeptide	présentés	à	leur	surface	(Depoil	et	

al.,	2005).	Une	quantité	accrue	de	Tfh	dans	les	CG	mène	à	une	altération	de	la	sélection	des	

LB	et	à	des	phénomènes	auto-immuns	(Zhang	et	al.,	2013).		

La	 sélection	 d’un	 LB	 dans	 la	 zone	 claire	 induit	 l’expression	 de	 CXCR4	 à	 sa	 surface	 lui	

permettant	de	rejoindre	la	zone	sombre	pour	proliférer	(Allen	et	al.,	2004).	Les	LB	circulent	

plusieurs	fois	entre	la	zone	claire	et	la	zone	sombre	des	CG.	Chaque	interaction	avec	le	Tfh	

dans	 la	 zone	 claire	 entraîne	 le	 LB	 à	 rejoindre	 la	 zone	 sombre	 où	 il	 subit	 un	 cycle	 de	

maturation	d’affinité	avant	de	retourner	dans	la	zone	claire	pour	être	à	nouveau	sélectionné	

par	un	Tfh	(Gitlin	et	al.,	2014).	

	

1.4.3.	Les	acteurs	moléculaires	des	interactions	Tfh/LB	dans	les	CG	

	

Le	CG-LB	interagit	avec	le	CG-Tfh	dans	la	zone	claire.	Comme	à	la	bordure	de	la	zone	B,	cette	

interaction	est	spécifique	de	l’Ag	et	nous	avons	vu	que	la	sélection	du	LB	est	dépendante	de	

la	 quantité	 de	 peptides	 présentée	 à	 sa	 surface.	 La	 persistance	 de	 l’Ag	 dans	 les	 CG	 est	

d’ailleurs	impliquée	dans	l’activité	des	Tfh	et	le	maintien	de	leur	phénotype	(Baumjohann	et	

al.,	2013b).				

Les	 molécules	 de	 co-stimulation	 abordées	 dans	 l’interaction	 pré-Tfh/LB	 sont	 à	 nouveau	

impliquées	en	plus	d’autres	molécules	plus	spécifiques	de	 la	communication	CG-Tfh/CG-LB	

(Fig.9	(4)).	
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CD40/CD40L	:	L’expression	de	CD40L	sur	 les	CG-Tfh	est	en	partie	 régulée	positivement	par	

Bcl-6	(Kroenke	et	al.,	2012).	L’interaction	entre	CD40	et	CD40L	est	indispensable	au	maintien	

de	 la	 réaction	du	CG.	Chez	 la	 souris	 comme	chez	 l’Homme,	 le	 fait	de	bloquer	 l’interaction	

CD40/CD40L	 entraîne	 la	 disparition	 de	 CG	 déjà	 formés	 (Casamayor-Palleja	M	 et	 al.,	 1996;	

Han	S	et	al.,	1995).	De	plus,	un	blocage	de	la	voie	CD40/CD40L	chez	 la	souris	entraîne	une	

diminution	 du	 nombre	 de	 Tfh	 (Baumjohann	 et	 al.,	 2013b).	 Chez	 l’Homme,	 une	 mutation	

génétique	associée	à	une	perte	de	fonction	de	CD40	ou	CD40L	entraîne	l’absence	de	CG	et	la	

sécrétion	d’anticorps	de	faible	affinité	(Allen	et	al.,	1993;	Ferrari	et	al.,	2001).	

	

OX40/OX40L	:	Les	interactions	entre	OX40,	exprimé	par	les	CG-Tfh,	et	OX40L,	exprimé	par	les	

CG-LB,	 sont	 importantes	 pour	 permettre	 la	 production	 d’anticorps	 lors	 d’une	 réponse	

mémoire	 (Gaspal	 et	 al.,	 2005)	 et	 plus	 particulièrement	 pour	 la	 production	 d’anticorps	 de	

type	IgG	(Morimoto	et	al.,	2000).	Une	mutation	d’OX40	est	associée	au	sarcome	de	Kaposi	

chez	de	 jeunes	adultes	et	 se	 traduit	par	une	diminution	de	 la	proportion	de	 LB	mémoires	

circulants	mais	sans	qu’il	y	ait	d’incidence	sur	 la	quantité	d’anticorps	produits	 (Byun	et	al.,	

2013).	

	

ICOS/ICOSL	:	 ICOSL	est	fortement	exprimé	sur	 les	CG-LB	de	haute	affinité	(Liu	et	al.,	2015).	

L’engagement	d’ICOS	à	la	surface	des	CG-Tfh	entraîne	la	surexpression	de	CD40L	lui	même	

stimulant	l’expression	d’ICOSL	par	le	CG-LB.	Cette	boucle	d’activation,	initiée	par	l’expression	

d’ICOSL,	participe	à	la	sélection	des	LB	de	haute	affinité.		

D’autre	part,	une	mutation	de	la	molécule	ICOS	chez	l’Homme	entraîne	une	diminution	des	

LB	 mémoires	 (Grimbacher	 et	 al.,	 2003;	 Warnatz	 et	 al.,	 2006).	 Enfin,	 lorsque	 l’on	 bloque	

l’interaction	entre	ICOS	et	ICOSL	chez	la	souris,	le	nombre	de	Tfh	est	diminué	(Baumjohann	

et	al.,	2013b).	

	

SAP	:	SAP	(Signaling	lymphocytic	activation	(SLAM)-associated	protein)	est	exprimée	par	les	

CG-Tfh	et	permet	une	interaction	longue	est	stable	entre	le	Tfh	et	le	LB	dans	les	CG.	En	son	

absence,	 l’adhésion	 entre	 les	 CG-Tfh	 et	 les	 CG-LB	 n’est	 plus	 assurée	 et	 mène	 à	 une	

diminution	du	nombre	de	CG-Tfh	retenus	dans	les	CG	et	à	l’arrêt	de	la	différenciation	des	LB	

(Qi,	 2008).	 Des	 souris	 SAP-	 mises	 en	 contact	 avec	 le	 virus	 de	 la	 chorioméningite	
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lymphocytaire	 perdent	 leur	 capacité	 à	 produire	 des	 LB	 mémoires	 et	 des	 plasmocytes	 à	

longue	durée	de	vie	spécifiques	du	virus	(Crotty,		2003).	

	

PD-1/PD-L	:	 L’interaction	 entre	 ces	 deux	 molécules	 est	 principalement	 impliquée	 dans	 la	

tolérance	immunitaire	(Okazaki	and	Honjo,	2006).	Comme	nous	l’avons	noté	précédemment,	

Les	 CG-Tfh	 présentent	 une	 forte	 expression	 de	 PD-1	 à	 leur	 surface	 (Haynes	 et	 al.,	 2007).	

Dans	le	cadre	de	l’interaction	Tfh	/LB,	l’engagement	de	cette	molécule	par	les	ligands	PD-L1	

ou	PD-L2	entraîne	des	modifications	fonctionnelles	du	CG-Tfh	dont	une	augmentation	de	la	

sécrétion	 d’IL-4	 et	 d’IL-21	 (Good-Jacobson	 et	 al.,	 2010).	 L’absence	 de	 PD-1	 sur	 les	 CG-Tfh	

mène	à	une	diminution	du	nombre	de	plasmocytes	à	longe	durée	de	vie.		

	

Cytokines	:	 La	 production	 d’IL-4	 et	 d’IL-21	 par	 les	 CG-Tfh	 est	 en	 partie	 dépendante	 de	

l’expression	de	SAP	(Yusuf	et	al.,	2010).	Les	CG-Tfh	produisent	ces	cytokines	en	plus	grande	

quantité	que	les	pré-Tfh	pouvant	expliquer	leur	meilleure	capacité	à	apporter	de	l’aide	aux	

LB.	

L’IL-21	participe	à	la	maturation	d’affinité	des	CG-LB	ainsi	qu’au	maintien	de	l’expression	de	

Bcl-6	par	 les	CG-LB	 (Linterman	et	al.,	2010).	Cependant,	 l’absence	d’IL-21	n’a	pas	d’impact	

sur	la	production	précoce	de	LB	mémoire	(Linterman	et	al.,	2010).	Par	contre,	l’absence	de	

production	d’IL-21	par	les	CG-Tfh	ou	la	non	expression	du	récepteur	à	l’IL-21	par	le	LB	a	un	

impact	 négatif	 sur	 la	 prolifération	 des	 CG-LB	 et	 entraîne	 une	 diminution	 des	 plasmocytes	

dans	la	rate	et	la	MO	(Zotos	et	al.,	2010).	L’IL-21	a	donc	un	rôle	direct	sur	les	LB	dans	le	CG	et	

permet	le	maintien	de	la	réaction	du	CG.		

Bien	 que	 l’IL-21	 ait	 un	 rôle	 dans	 la	 différenciation	 des	 Tfh	 (Nurieva	 et	 al.,	 2008),	 d’autres	

travaux	montrent	que	l’absence	d’IL-21	ne	semble	pas	avoir	d’impact	sur	l’apparition	de	LT	

CD4+	capables	d’apporter	de	l’aide	aux	LB	dans	les	CG	(Zotos	et	al.,	2010).		

L’IL-4	 joue	 un	 rôle	 anti-apoptotique	 sur	 les	 CG-LB	 particulièrement	 sensibles	 à	 l’apoptose	

(Wurster	et	al.,	2002)	et	est	également	impliquée	dans	la	sélection	des	CG-LB	(Cunningham	

et	al.,	2004).		

Les	CG-Tfh	peuvent	également	produire	de	l’IFNγ	(Crotty,	2011).	Les	cytokines	produites	par	

les	 CG-Tfh	 orientent	 la	 classe	 d’anticorps	 produite	 par	 les	 LB	 (Reinhardt	 et	 al.,	 2009).	

J’aborderai	ce	point	plus	en	détails	dans	le	paragraphe	1.4.4.3.	
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1.4.4.	La	réaction	du	CG	et	la	réponse	humorale	

	

La	réaction	du	CG	permet	la	différenciation	complète	des	LB	grâce	à	l’aide	apportée	par	les	

CG-Tfh.	Les	LB	se	différencient	en	LB	mémoires	ou	en	plasmablastes	(qui	pourront	engager	

leur	différenciation	 terminale	en	plasmocytes	à	 longue	durée	de	vie)	 exprimant	 tout	deux	

des	Ig	de	haute	affinité.	Contrairement	aux	LB	mémoires,	 les	plasmablastes	sécrètent	leurs	

anticorps	qui	reconnaissent	et	éliminent	 les	Ag	par	différents	mécanismes.	Je	vais	détailler	

les	deux	populations	de	LB	 (mémoires	et	plasmablastes)	avant	d’aborder	 les	 sous-types	et	

modes	 d’action	 des	 anticorps	 sécrétés.	 Nous	 verrons,	 pour	 finir,	 les	 mécanismes	 de	

régulation	de	la	réaction	du	CG.	

	

1.4.4.1.	Devenir	du	CG-LB	suite	à	son	interaction	avec	un	CG-Tfh	

	

L’interaction	 LB/Tfh	 dans	 les	 CG	 permet	 aux	 LB	 de	 se	 différencier	 en	 LB	mémoires	 ou	 en	

plasmablastes	(Kurosaki	et	al.,	2015;	Nutt	et	al.,	2015)	(Fig.9	(5)).	

	

	 	 	 	 1.4.4.1.1.	Les	LB	mémoires		

	

Les	 LB	 mémoires	 sortent	 du	 CG	 et	 peuvent	 rejoindre	 la	 circulation	 sanguine.	 Ils	 ont	 une	

longue	 durée	 de	 vie	 et	 peuvent	 rapidement	 former	 des	 CG	 secondaires	 dans	 les	 OLII	 ou	

directement	 se	 différencier	 en	 plasmablastes	 lors	 d’une	 seconde	 rencontre	 avec	 l’Ag	 lors	

d’une	 réinfection	 par	 exemple	 (Kurosaki	 et	 al.,	 2015).	 Il	 a	 été	 suggéré	 que,	 lors	 d’une	

restimulation	antigénique,	les	LB	mémoires	IgM+	vont	plutôt	former	des	CG	2aire	alors	que	les	

LB	mémoires	IgG+	vont	plutôt	se	différencier	en	plasmablastes	(Dogan	et	al.,	2009;	Pape	et	

al.,	2011).	Cependant,	Les	LB	mémoires	forment	une	population	hétérogène	au	sein	même	

des	 sous	 populations	 IgG+	 et	 IgM+.	 Il	 n’est	 donc	 pas	 exclu	 que	 des	 LB	mémoires	 IgM+	 se	

différencient	directement	en	plasmablastes	et	réciproquement.		

La	longévité	des	LB	mémoires	ne	semble	pas	être	dépendante	de	la	présence	des	LT	(Vieira	

and	 Rajewsky,	 1990).	 Par	 contre,	 l’absence	 de	 réponse	 B	 mémoire	 chez	 des	 souris	

déficientes	pour	un	récepteur	au	complément	sur	les	FDC,	suggère	un	rôle	des	FDC	dans	le	

maintien	 des	 LB	 mémoires	 IgG+	 en	 particulier	 (Barrington	 et	 al.,	 2002).	 Les	 conclusions	
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divergent	 concernant	 la	 nécessité	 d’une	 persistance	 de	 l’antigène	 pour	 maintenir	 les	 LB	

mémoires	(Defrance	et	al.,	2002).	Les	LB	mémoires	sont	plutôt	proposées	comme	étant	une	

population	de	cellules	quiescentes	(Kurosaki	et	al.,	2015).	

	

1.4.4.1.2.	Les	plasmablastes	

	

Les	plasmablastes	issus	du	CG	sont	des	cellules	spécialisées	dans	la	sécrétion	d’anticorps	de	

haute	 affinité.	 Les	 CG-LB	 de	 plus	 haute	 affinité	 semblent	 se	 différencier	 en	 plasmablastes	

alors	 que	 ceux	 d’affinité	 plus	 faible	 se	 différencieraient	 en	 LB	 mémoires	 (Victora	 and	

Nussenzweig,	2012).		

A	la	sortie	du	CG,	une	partie	des	plasmablastes	sécrète	des	anticorps	dans	les	OLII	et	dans	le	

sang	 tandis	 que	 d’autres	 rejoignent	 la	 MO	 où	 ils	 vont	 recevoir	 des	 signaux	 de	 survie	

(Kometani	and	Kurosaki,	2015).	Dans	la	MO,	les	plasmablastes	engagent	leur	différenciation	

terminale	en	plasmocytes	à	longue	durée	de	vie.	Ces	cellules	seront	mobilisables	en	cas	de	

réexposition	à	 l’Ag	et	produiront	 rapidement	des	anticorps	de	haute	affinité.	La	 formation	

d’une	 niche	 cellulaire,	 composée	 majoritairement	 d’éosinophiles	 et	 de	 mégacaryocytes,	

dans	 la	MO	permet	 le	maintien	sur	 le	 long	terme	des	plasmocytes.	Les	cellules	de	 la	niche	

sécrètent	 la	 chimiokine	 CXCL12,	 la	 molécule	 APRIL	 et	 l’IL-12	 pour	 assurer	 la	 survie	 des	

plasmocytes	(Kometani	and	Kurosaki,	2015).		

L’expression	 du	 facteur	 de	 transcription	 Blimp-1	 est	 requise	 pour	 la	 différenciation	 en	

plasmocytes	 à	 longue	 durée	 de	 vie	 (Shapiro-Shelef	 and	 Calame,	 2005).	 Blimp-1	 permet	

également	le	maintien	de	ces	cellules	à	un	état	quiescent	dans	la	MO	(Shapiro-Shelef	et	al.,	

2005).	

	

La	 sécrétion	 d’anticorps	 est	 l’une	 des	 finalités	 d’une	 réponse	 immunitaire	 adaptative.	 Ces	

anticorps	sont	produits	par	des	plasmocytes	à	courte	durée	de	vie	issus	d’une	réponse	extra-

folliculaire	 ou	 par	 des	 plasmablastes	 et	 plasmocytes	 à	 longue	 durée	 de	 vie	 issus	 de	 la	

réaction	 du	 CG.	 Les	 anticorps	 sécrétés	 par	 l’un	 ou	 l’autre	 de	 ces	 plasmocytes	 auront	 une	

affinité	 plus	 ou	moins	 haute	 pour	 l’Ag.	 Enfin,	 à	 chaque	 classe	 isotypique	 correspond	 une	

fonction	particulière	qui,	 associée	 à	 l’affinité	de	 la	 partie	 variable,	 permettra	une	 réponse	

humorale	adaptée	à	l’agent	immunogène	qui	l’a	initiée.	
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Figure	 9	:	 Établissement	 d’une	 réponse	 T	 dépendante.	 Adaptée	 de	 (Pissani	 and	 Streeck,	
2014).	 Les	 réponses	 humorales	 T	 dépendantes	 se	 déroulent	 dans	 les	 OLII	 et	 font	
principalement	 intervenir	 des	 Tfh,	 des	 LB	 et	 des	DC.	Une	 première	 interaction	 entre	 un	 LT	
CD4+	et	une	DC	dans	la	zone	T	permet	d’initier	la	différenciation	vers	un	profil	Tfh.	En	bordure	
de	la	zone	B,	les	pré-Tfh	interagissent	avec	des	LB	pré-activés.	Cette	réaction	extra-folliculaire	
permet	aux	LB	de	se	différencier	en	plasmocytes	à	courte	durée	de	vie	ou	en	LB	folliculaires.	
Les	 plasmocytes	 à	 courte	 durée	 de	 vie	 produisent	majoritairement	 des	 anticorps	 de	 faible	
affinité	constituant	une	première	barrière	de	protection.	Les	LB	folliculaires	retournent	dans	
la	zone	B	accompagnés	des	Tfh	pour	former	un	CG.	Des	allers-retours	successifs	des	LB	entre	
la	 zone	 claire	 et	 la	 zone	 sombre	 des	 CG	 leur	 permettent	 d’accumuler	 les	 hypermutations	
somatiques	dans	 la	zone	sombre	et	d’être	sélectionnés	dans	 la	zone	claire	par	 les	Tfh.	A	 la	
sortie	 du	 CG	 les	 LB	 sont	 différenciés	 soit	 en	 LB	 mémoires	 soit	 en	 plasmablastes.	 Les	 LB	
mémoires	pourront	 rapidement	se	différencier	en	plasmablastes	ou	participer	à	 la	 réaction	
d’un	 CG	 2aire	 lors	 d’une	 restimulation	 antigénique.	 Les	 plasmablastes	 sécrètent	 de	 grande	
quantité	 d’anticorps	 de	 haute	 affinité	 et	 peuvent	 rejoindre	 la	 MO	 pour	 devenir	 des	
plasmocytes	à	longue	durée	de	vie.	 	
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1.4.4.2.	Les	fonctions	effectrices	des	anticorps	

	

Les	 anticorps	 agissent	 par	 différents	 mécanismes	 pour	 éliminer	 un	 microorganisme	

pathogène.		

- Les	 anticorps	 peuvent	 avoir	 une	 activité	 neutralisante	 contre	 un	 virus.	 La	

neutralisation	 consiste	 en	 la	 fixation	 de	 l’anticorps	 sur	 un	 site	 particulier	 du	 virus	

empêchant	 son	 entrée	 dans	 la	 cellule	 cible.	 Cette	 fonction	 neutralisante	 peut	 être	

associée	à	d’autres	fonctions	effectrices	(Klasse,	2014).		

- La	reconnaissance	d’un	antigène	libre	ou	à	 la	surface	d’une	cellule	par	un	anticorps	

peut	engager	 la	voie	classique	du	complément	 (Melis	et	al.,	2015).	La	protéine	C1q	

du	 complément	 se	 fixe	 à	 la	 partie	 Fc	 de	 l’anticorps	 et	 entraîne	 une	 réaction	 en	

cascade.	 La	 cascade	 du	 complément	 permet,	 in	 fine,	 la	 lyse	 directe	 de	 la	 cellule	

infectée	 ou	 l’opsonisation	 du	 microorganisme	 pathogène	 facilitant	 son	

internalisation	par	des	cellules	phagocytaires.	

- Les	anticorps	peuvent	directement	se	fixer	à	d’autres	cellules	via	 leur	partie	Fc.	Ces	

cellules,	 comprenant	 les	 NK	 (Natural	 Killer),	 les	 monocytes,	 les	 macrophages,	 les	

éosinophiles,	 les	 neutrophiles,	 les	 basophiles	 et	 différentes	 populations	 de	 DC.	

Certaines	 d’entre	 elles	 peuvent	 exercer	 une	 activité	 cytotoxique	 pour	 éliminer	 les	

cellules	 infectées	 exprimant	 à	 leur	 surface	 l’Ag	 reconnu	 par	 l’anticorps.	 Ce	

mécanisme	 est	 appelé	 ADCC	 pour	 Antibody-Dependant	 Cell-mediated	 Cytotoxicity	

(Teillaud,	2012).	

	

1.4.4.3.	Les	différentes	classes	d’anticorps	et	leurs	fonctions	

	

Dans	le	sérum,	les	anticorps	sont	de	classes	isotypiques	variées.	Les	IgM	sont	prédominantes	

lors	de	 la	première	phase	d’une	réponse	 immunitaire	puis	apparaissent	ensuite	 les	 IgG	qui	

représenteront	10	à	20%	des	protéines	du	plasma.	Chaque	classe	d’anticorps	est	associée	à	

une	 ou	 des	 fonction(s)	 effectrice(s)	 préférentielles(s).	 La	 structure	 et	 les	 fonctions	 de	 ces	

différents	anticorps	(ou	Ig)	ont	été	résumées	dans	une	revue	de	Schroeder	et	Cavacini	parue	

en	2010	(Schroeder	and	Cavacini,	2010).	
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Les	 IgM	 sont	 les	 seules	 à	 pouvoir	 adopter	 une	 structure	 pentamérique	 en	 se	 regroupant	

autour	 de	 la	 pièce	 J.	 Ils	 agissent	 principalement	 par	 opsonisation	 du	 microorganisme	

pathogène	et	via	la	fixation	du	complément.	Etant	donnée	leur	production	précoce,	les	IgM	

n’ont	pas	ou	peu	subit	les	hypermutations	somatiques.	Cette	particularité	leur	confère	une	

poly-réactivité	 nécessaire	 à	 la	 reconnaissance	 d’Ag	 variés	 lors	 des	 premières	 phases	 de	 la	

réponse	immunitaire.	Leur	structure	pentamérique	leur	permet	cependant	d’améliorer	leur	

avidité	pour	l’Ag,	notamment	lorsque	celui-ci	présente	des	motifs	de	reconnaissance	répétés	

(Schroeder	and	Cavacini,	2010).	

	

Les	 IgD	sont	présentes	en	faible	quantité	dans	le	sérum	notamment	à	cause	de	leur	courte	

durée	de	vie	en	lien	avec	leur	sensibilité	à	la	protéolyse.	Leurs	fonctions	effectrices	sont	peu	

connues.	Les	IgD	circulantes	peuvent	par	exemple	reconnaître	des	protéines	bactériennes	et	

activer	les	LB	(Riesbeck	and	Nordstrom,	2006).	

Le	rôle	de	l’expression	de	l’IgD	à	la	surface	des	LB	n’est	pas	plus	clair.	Il	est	proposé	que	la	

signalisation	engagée	par	l’IgD	régule	l’orientation	du	LB	lors	des		différentes	phases	de	son	

développement	(Geisberger	et	al.,	2006).	

	

Les	 IgA	sont	sous	forme	de	monomères	dans	le	sérum	mais	peuvent	aussi	être	sous	forme	

de	dimères	(parfois	des	trimères	ou	tétramères)	sécrétés	au	niveau	des	muqueuses.	Les	IgA	

sont	 principalement	 impliquées	 dans	 la	 défense	 des	 muqueuses	 grâce	 à	 leur	 capacité	 à	

neutraliser	 les	virus,	 les	bactéries	et	 les	 toxines	 (Schroeder	and	Cavacini,	2010).	Les	autres	

fonctions	effectrices	sont	moins	représentées	pour	cet	istotype.	Des	récepteurs	aux	IgA	sont	

tout	de	même	exprimés	 à	 la	 surface	des	neutrophiles	permettant,	 localement,	 une	ADCC.	

Par	contre,	le	recrutement	du	complément	semble	être	peu	initié	par	les	IgA	au	niveau	des	

muqueuses	(Schroeder	and	Cavacini,	2010).	Les	IgA	se	subdivisent	en	deux	sous-classes	IgA1	

et	IgA2	se	différenciant	par	la	structure	de	leur	région	charnière.	L’allongement	de	la	région	

charnière	 des	 IgA1	 les	 rend	 plus	 sensibles	 aux	 protéases	 bactériennes.	 De	 ce	 fait,	 une	

majorité	d’IgA2	sont	sécrétées	au	niveau	des	muqueuses	alors	que	dans	 le	sérum	 les	 IgA1	

sont	prédominantes	(Schroeder	and	Cavacini,	2010).	
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Les	IgE	sont	associées	aux	réponses	allergiques	et	aux	infections	parasitaires.	Elles	se	fixent	

efficacement	 sur	 les	 récepteurs	 FcεR	 exprimés	 par	 les	 mastocytes,	 les	 basophiles,	 les	

éosinophiles	et	les	cellules	de	Langerhans	(Schroeder	and	Cavacini,	2010).	

	

Les	 IgG	forment	la	classe	d’anticorps	la	plus	représentée	dans	l’organisme.	Elles	se	divisent	

en	 quatre	 sous-classes	 en	 lien	 avec	 leur	 présence	 dans	 le	 sérum	 (IgG1>IgG2>IgG3>IgG4)	

(Vidarsson	et	al.,	2014)	(Tableau	1).	La	production	de	l’une	ou	l’autre	des	sous-classe	dépend	

à	la	fois	du	microorganisme	pathogène	impliqué	et	des	signaux	reçus	par	le	LB	(Pone	et	al.,	

2010).	 Ainsi	 les	 IgG1	 sont	majoritairement	 produites	 en	 réponse	 à	 des	 Ag	 solubles	 et	 des	

protéines	 de	 membrane,	 les	 IgG2	 en	 réponse	 à	 des	 polysaccharides	 (généralement	 lors	

d’une	 réponse	 T	 indépendante)	 et	 les	 IgG4	 accompagnent	 les	 IgE	 en	 réponse	 à	 des	

allergènes	(Vidarsson	et	al.,	2014).	Dans	le	cadre	des	réponses	T	dépendantes,	 la	sécrétion	

d’IL-21	 par	 les	 Tfh	 oriente	 la	 production	 d’anticorps	 vers	 la	 sous-classe	 IgG1	 alors	 que	 la	

sécrétion	d’IFNy	mène	plutôt	à	la	production	d’IgG2	(Reinhardt	et	al.,	2009).	

	

Les	IgG1,	majoritairement	représentées,	peuvent	fixer	tous	les	FcγR	et	activer	la	cascade	du	

complément	(Vidarsson	et	al.,	2014)	(Tableau	1).	

	

Les	 IgG2	 apparaissent	 généralement	 en	 réponse	 à	 des	 infections	 bactériennes	 et	 peuvent	

même	être	la	seule	sous-classe	d’IgG	produite	dans	ce	contexte	(Barrett	and	Ayoub,	1986).	

Elles	ne	 se	 fixent	qu’aux	 FcγRII	 et	 activent	moins	 efficacement	 la	 cascade	du	 complément	

que	les	IgG1	(Tableau	1).	

	

Les	IgG3	ont	une	demi	vie	courte	mais	présentent	les	fonctions	effectrices	les	plus	efficaces	

par	 rapport	 aux	 autres	 sous-classes	 aussi	 bien	 concernant	 la	 fixation	 aux	 FcγR	 que	 pour	

l’activation	 du	 complément	 (Vidarsson	 et	 al.,	 2014)	 (Tableau	 1).	 Les	 IgG3	 sont	 détectées	

précocement	lors	des	infections	virales,	suivi	par	les	IgG1	(Ferrante	et	al.,	1990).	

	

Les	 IgG4	 ne	 représentent	 que	 1	 à	 3%	 des	 IgG	 présents	 dans	 le	 sérum.	 Elles	 peuvent	

néanmoins	devenir	la	sous-classe	dominante	lors	d’une	exposition	prolongée	à	un	allergène.	

Leurs	 fonctions	 effectrices	 sont	 limitées	:	 bien	 que	 les	 IgG4	 puissent	 se	 fixer	 sur	 certains	

FcγR,	leur	capacité	à	induire	le	complément	est	quasi	nulle	(Vidarsson	et	al.,	2014)	(Tableau	

56



 

1).	 La	 production	 d’IL-10	 semble	 moduler	 la	 recombinaison	 isotypique	 en	 favorisant	 la	

production	d’IgG4,	peu	inflammatoires,	au	détriment	des	IgE	(Jutel	and	Akdis,	2011).	

Tableau	 1	:	 Caractéristiques	des	 sous-types	d’IgG.	Adapté	 de	 (Vidarsson	 et	 al.,	 2014).	 Les	
signes	«	+	»	et	«	-	»	représentent	respectivement	une	capacité	ou	une	incapacité	des	IgG	à	se	
fixer	aux	différents	antigènes,	au	complément	ou	aux	différents	récepteurs	Fcγ.	Le	nombre	de	
signes	«	+	»	informe	sur	l’intensité	relative	de	la	capacité	de	fixation.	
a	En	fonction	du	sous-type	d’IgG3.	
b	En	fonction	des	motifs	exposés	au	niveau	du	domaine	extracellulaire	du	FcγRIIIa.	
	

Chaque	 classe	 d’Ig	 présente	 des	 glycosylations,	 indispensables	 aux	 fonctions	 effectrices,	 à	

des	 sites	 qui	 leur	 sont	 propres	 (Figure	 10).	 Ces	 glycosylations	 se	 situent	 au	 niveau	 d’un	

résidu	 d’asparagine	 (Asn)	 (=	 N-glycosylation)	 ou	 au	 niveau	 de	 résidus	 de	 sérine	 (Ser)	 ou	

thréonine	(Thr)	(=	O-glycosylation).		

Par	exemple,	toutes	les	sous-classes	d’IgG	(G1,	G2,	G3	et	G4)	présentent	une	N-glycosylation	

au	site	Asn-297	permettant	de	maintenir	la	structure	quaternaire	et	la	stabilité	de	leur	partie	

Fc.	Concernant	les	autre	classes	d’Ig,	grâce	aux	N-	et/ou	O-glycosylations,	les	IgA	assurent	la	

liaison	 au	 pathogène	 et	 leur	 élimination,	 les	 IgE	 se	 fixent	 aux	 récepteurs	 FcεRI,	 les	 IgD	

peuvent	correctement	s’assembler	et	être	 sécrétées	et	 les	 IgM	pentamériques	agglutinent	

	 IgG1	 IgG2	 IgG3	 IgG4	
Général	
Masse	moléculaire	(kD)	 146	 146	 170	 146	
Concentration	moyenne	dans	
le	serum	chez	l’adulte	(g/l)	 6.98	 3.8	 0.51	 0.56	

Fréquence	relative	(%)	 60	 32	 4	 4	
Demi-vie	(jours)	 21	 21	 7/21a	 21	
Antigènes	reconnus	
Protéines	 ++	 +/-	 ++	 ++	
Polysaccharides	 +	 +++	 +/-	 +/-	
Allergènes	 +	 -	 -	 ++	
Activation	du	complément	
Fixation	à	C1q	 ++	 +	 +++	 -	
Fixation	aux	récepteurs	Fcγ		
FcγRI	 +++	 -	 ++++	 ++	
FcγRIIa	 +++	 ++	 ++++	 ++	
FcγRIIb/c	 +	 -	 ++	 +	
FcγRIIIa	 +++	 +/-b	 ++++	 +/-b	
FcγRIIIb	 +++	 -	 ++++	 -	
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les	organismes	pathogènes.	Les	glycosylations	permettent	également	de	protéger	les	régions	

charnières	des	IgA	et	des	IgD	contre	les	protéases	(Arnold	et	al.,	2007).	

La	nature	de	 la	glycosylation	 impact	 la	 conformation	de	 la	partie	Fc	des	anticorps	et	dicte	

ainsi	 leur	affinité	et	 leurs	capacités	effectrices.	C’est	par	exemple	 le	cas	de	 l’acide	sialique	

qui,	 lorsqu’il	 est	 greffé	à	 la	partie	Fc	d’un	anticorps,	 favorise	 sa	 fixation	à	 la	molécule	DC-

SIGN	au	détriment	des	récepteurs	Fcγ	(Sondermann	et	al.,	2013).	

Dans	 le	 contexte	 de	 développement	 d’anticorps	 thérapeutiques,	 des	 glycosylations	 sont	

souvent	apportées	pour	 réguler	 les	 fonctions	effectrices	des	anticorps.	Par	ce	processus,	 il	

est	notamment	possible	de	moduler	les	capacités	d’un	anticorps	à	initier	l’ADCC,	la	cascade	

du	complément	ou	encore	la	phagocytose.	

Figure	 10	:	Sites	de	glycosylation	des	différentes	classes	d’Ig	 (Arnold	 et	 al.,	 2007).	Chaque	
classe	d’Ig	se	caractérise	par	un	profil	de	glycosylation	particulier.	Les	IgG	sont	représentées	
par	 les	 IgG1	étant	 la	 sous-classe	prédominante.	 Les	N-glycosylations	 sont	 représentées	 en	
rouge	 (complexes	 glycans)	 et	 vert	 (oligomannose)	 et	 les	 O-glycosylations	 en	 jaune.	 Les	
nombres	correspondent	à	la	position	de	l’acide	aminé	glycosylé.	
	

Les	 anticorps	 ont	 des	 fonctions	 variées	 et	 forment	 une	 barrière	 efficace	 contre	 diverses	

infections.	Cependant,	 la	production	non	contrôlée	d’anticorps	peut	entraîner	un	contexte	

inflammatoire	exacerbé	et	éventuellement	le	développement	de	pathologies	auto-immunes.	
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This review is dedicated with gratitude to
the memory of Professor Rodney R. Porter,
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IMMUNOGLOBULINS AS
GLYCOPROTEINS
Igs are the major secretory products of the
adaptive immune system. They are glyco-
proteins found in all higher vertebrates (12)
that provide the host with long-term defense
against antigens to which it has been exposed.
In humans, five distinct classes have been
identified (IgG, IgM, IgA, IgE, and IgD) that
share similar structures composed of Ig do-
mains (13). The Igs display considerable di-
versity in the location and number of the con-
served N-linked glycosylation sites that are
situated both on the Fc (crystalizable frag-
ment) and Fab (antigen-binding fragment)
(Figure 1). In IgG, IgA, and IgD, the Fc and
Fab are linked by a flexible hinge region that
has no defined secondary structure. In IgM
and IgE, this flexible linker is replaced by a
more rigid Ig domain. The hinge region can
contain N- and O-linked glycans (Figure 1).
Each Ig molecule contains two identical 50–
77-kDa class-specific HCs (γ, µ, α, ε, and
δ), joined by one or more disulphide bridges.
Each HC is bridged by a disulphide bond to a
25-kDa LC, of which there are two isoforms, κ
and λ. HC glycosylation accounts for 2%–3%
of the molecular weight of IgG (150 kDa) but
ranges up to 12%–14% for the more heavily
glycosylated Igs such as IgM, IgD, and IgE.
The LCs contain no conserved glycosylation
sites.

The oligosaccharides attached to the Igs
are large (∼2 kDa each) and, when not con-
strained by their location, are flexible, partic-
ularly around the N-glycosidic linkage. The
glycans are multifunctional, playing crucial
structural roles and participating in binding
events, for example to serum lectins such as
MBL (6). Other important roles for the Ig gly-
cans include maintaining solubility and con-

IgG1

IgM

IgA2m(2)

IgEIgD

IgA1

297

Fc
Fab

354

445

496

263

459

371

265

394

383

459

168
140

218

337

263

211
166

171

332

402
395

563

Figure 1

Diagrammatic representations of IgM, IgA1, IgA2m(2), IgG1, IgD, and
IgE showing LCs (purple) and HCs (blue), IgM J chain (pink), and interchain
disulphide bridges (black). Sites of N-glycosylation are shown with complex
(red) or oligomannose (green) glycans according to the glycan analysis.
Clusters of O-glycans are yellow. Note: IgA and IgM both contain 18
amino acid–residue tailpieces at the C-termini of their HCs (not shown).

N-linked glycan:
an oligosaccharide
covalently linked to a
polypeptide through
the side chain of an
Asn residue in the
consensus sequence,
Asn Xaa Ser/Thr,
where Xaa is any
amino acid except
Pro

O-linked glycan: a
glycan linked to the
hydroxyl group in
the side chain of a
Ser or Thr residue,
often in
Ser/Thr/Pro-rich
domains

formation (14); facilitating subcellular trans-
port, secretion, and clearance (15); and main-
taining effector functions by ensuring optimal
binding of the Fc to Fc receptors (16). In this
review we present for the first time models
of the complete set of glycosylated Igs to en-
able a more informed and critical appreciation
of the roles of the glycans. We also discuss
the significance of the glycans attached to the
Igs in health and their aberrant glycosylation
in diseases such as RA, IgA nephropathy, and
congenital disorders of glycosylation (CDGs).
Finally, we focus on anticarbohydrate anti-
bodies, for example against the HIV envelope
glycoprotein gp120, and on recent advances
in the manipulation of glycosylation pathways
for the production of therapeutic antibodies.
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Pour	 limiter	 ces	 risques,	 il	 est	 particulièrement	 nécessaire	 de	 réguler	 la	 réaction	du	CG,	 à	

l’origine	de	la	production	des	anticorps.	

	

1.4.5.	Régulation	de	la	réaction	du	CG	

	

Une	 dérégulation	 du	 CG	 aboutit	 à	 la	 sélection	 de	 clones	 de	 LB	 peu	 affins	 et/ou	 à	 une	

production	excessive	d’anticorps	par	les	LB.	Pour	comprendre	ce	phénomène,	il	faut	revenir	

au	cœur	de	l’interaction	Tfh/LB	dans	les	CG.		

	

D’abord,	 la	surexpression	de	certaines	molécules	 impliquées	dans	 l’interaction	Tfh/LB	peut	

mener	à	une	activation	exacerbée	des	LB	et	à	l’émergence	de	syndromes	auto-immuns.	Chez	

la	 souris,	 une	 mutation	 du	 gène	 roquin	 codant	 pour	 un	 répresseur	 de	 la	 molécule	 ICOS,	

entraîne	des	symptômes	proches	de	ceux	du	lupus	érythémateux	chez	l’Homme	(Heissmeyer	

and	 Vogel,	 2013).	 L’expression	 exacerbée	 d’ICOS	 par	 les	 Tfh	 de	 ces	 souris	 entraîne	

l’augmentation	 de	 la	 formation	 de	 CG	 ainsi	 qu’une	 production	 plus	 importante	 d’IL-21	 et	

l’émergence	d’auto-anticorps	(Vinuesa	et	al.,	2005).	Dans	les	Tfh,	l’expression	d’ICOS	est	en	

partie	régulée	par	les	micro-ARN	MiR-146a.	MiR-146a	contrôle	également	le	nombre	de	Tfh	

dans	les	CG	(Pratama	et	al.,	2015).	

	

La	quantité	de	Tfh	présents	dans	les	CG	est	un	paramètre	crucial	pour	la	sélection	des	LB	de	

haute	affinité.	L’augmentation	du	nombre	de	Tfh	est	probablement	 liée	à	 la	sélection	et	à	

l’activation	 de	 clones	 de	 LB	 peu	 affins	 pouvant	 participer	 à	 l’apparition	 de	 phénomènes	

auto-immuns	(Pratama	and	Vinuesa,	2014).	

Au	moins	trois	populations	de	cellules	régulatrices	ont	été	décrites	comme	intervenant	dans	

la	régulation	du	CG	pour	limiter	la	production	d’anticorps	auto-immuns	:	Les	Tfh	régulateurs	

(Tfr),	les	LT	CD8+	régulateurs	et	les	LB	régulateurs	(Breg)	(Kim	et	al.,	2013).	A	ces	populations	

s’ajoute	une	population	de	LT	CD8+	cytotoxiques	 récemment	 identifiée	dans	 la	 zone	B	des	

OLII	(Leong	et	al.,	2016).	

	

Les	 Tfr	 sont	 le	 versant	 régulateur	 des	 Tfh	 (Linterman	 et	 al.,	 2011).	 Ils	 se	 différencient	

probablement	à	partir	de	LT	régulateurs	naturels	(Treg).	Leur	localisation	dans	les	follicules	

est	dépendante	de	NFAT2,	ce	qui	n’est	pas	le	cas	des	Tfh.	L’expression	de	NFAT2	par	les	Tfr	
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est	essentielle	pour	amorcer	l’expression	de	CXCR5	et	donc	leur	migration	dans	les	follicules.	

Ces	 cellules	 régulatrices	 expriment	 les	 marqueurs	 caractéristiques	 des	 Tfh	 en	 plus	 des	

marqueurs	CTLA-4	et	FOXP3,	caractéristiques	des	Tregs	(Linterman	et	al.,	2011).	

Les	Tfr	 régulent	 les	 interactions	entre	 les	Tfh	et	 les	LB	par	des	mécanismes	nécessitant	un	

contact	cellulaire	ou	via	des	cytokines.	CTLA-4	est	certainement	la	molécule	décrite	comme	

étant	 la	 plus	 impliquée	 dans	 le	 rôle	 suppresseur	 des	 Tfr	 (Sage	 et	 al.,	 2014).	 Elle	 régule	

négativement	 l’interaction	entre	CD28	exprimé	par	 les	Tfh	et	CD80/CD86	exprimés	par	 les	

LB.	Chez	la	souris,	la	délétion	de	CTLA-4	sur	les	Tfr	entraîne	une	diminution	de	leur	capacité	

suppressive	et	une	activation	des	CG-LB	(Sage	et	al.,	2014).		

La	 production	 de	 cytokines	 régulatrices	 telles	 que	 l’IL-10	 et	 le	 TGFβ,	 la	 sécrétion	 de	

granzymes	 provoquant	 la	 lyse	 des	 cellules	 ou	 encore	 la	 séparation	mécanique	 du	 couple	

Tfh/LB	 sont	 également	 impliquées	 dans	 la	 fonction	 régulatrice	 des	 Tfr	 (Sage	 and	 Sharpe,	

2015).	

Des	travaux	récents	ont	mis	en	évidence	une	différenciation/spécialisation	progressive	des	

Tfh	impliquée	dans	la	modulation	de	la	réaction	du	CG	(Weinstein	et	al.,	2016).	Ainsi,	des	Tfh	

IL-21+	sont	 identifiés	dans	un	premier	 temps,	 lors	de	 la	 réponse	 immunitaire,	et	associés	à	

l’apport	 d’hypermutations	 des	 gènes	 codant	 pour	 les	 Ig	 dans	 les	 LB.	 Ces	 Tfh	 poursuivent	

ensuite	 leur	 différenciation	 et	 adoptent	 un	 phénotype	 IL-4+	 facilitant	 la	 différenciation	 en	

plasmablastes	(Weinstein	et	al.,	2016).	

	

Les	 LT	 CD8+	 régulateurs	:	 Chez	 la	 souris,	 une	 population	 de	 LT	 CD8+ICOSL+	 peut	 inhiber	

l’activité	 des	 Tfh	 exprimant	 la	molécules	Qa-1	 (un	 sous-type	murin	 de	 la	molécule	CMH-I,	

équivalent	 à	 la	molécule	HLA-E	 chez	 l’Homme)	 (H.	 Kim	et	 al.,	 2010).	 Chez	 l’Homme,	 cette	

population	de	LT	CD8+	régulateurs	est	impliquée	dans	le	contrôle	de	maladies	auto-immunes	

comme	le	diabète	de	type	1	(Jiang	et	al.,	2010).	

D’autre	 part,	 une	 population	 de	 LT	 CD8+	 cytotoxiques	 exprimant	 le	 marqueur	 CXCR5	 a	

récemment	été	identifiée	dans	la	zone	B	des	OLII	chez	la	souris	comme	chez	l’Homme	(Leong	

et	 al.,	 2016).	 Ces	 LT	 CD8+	 ont	 été	 appelés	 LT	 folliculaires	 cytotoxiques	 (Tfc)	 et	 partagent	

certaines	caractéristiques	des	Tfh	comme	l’expression	de	Bcl-6.	Les	Tfc	rejoignent	la	zone	B	

grâce	à	 leur	expression	de	CXCR5	et	sont	capables	d’éliminer	des	Tfh	 infectés	par	 le	LCMV	

chez	la	souris.	De	façon	intéressante,	d’autres	études	avaient	précédemment	montré	que	les	

LT	CD8+	étaient	exclus	des	follicules	(Fukazawa	et	al.,	2015;	Hong	et	al.,	2012).	Au	vu	de	ces	
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nouvelles	données,	il	semblerait	que	l’expression	de	CXCR5	permette	aux	LT	CD8+	d’accéder	

à	ces	structures.		

	

Les	 Breg	 peuvent	 réguler	 la	 réaction	du	CG	en	 sécrétant	des	 cytokines	et	par	 interactions	

directes	avec	les	LT.	Les	LB	peuvent	adopter	des	fonctions	régulatrices	suite	à	l’engagement	

de	CD40	à	leur	surface	lors	d’une	interaction	Ag-spécifique	avec	un	LT	(Lemoine	et	al.,	2009).	

La	 connaissance	 de	 la	 totalité	 des	 signaux	 impliqués	 dans	 la	 génération	 des	 Breg	 est	

actuellement	incomplète	(Lemoine	et	al.,	2009).	

Plusieurs	 sous	 populations	 de	 Breg	 existent	 chez	 la	 souris	 comme	 chez	 l’Homme.	 Leurs	

phénotypes	ont	été	résumés	dans	une	revue	de	Rosser	et	Mauri	parue	en	2015	(Rosser	and	

Mauri,	 2015).	 Les	 Breg	 peuvent	 sécrèter	 de	 l’IL-10,	 du	 TGFβ	 et	 de	 l’IL-35	 pour	 réguler	 les	

fonctions	effectrices	de	différentes	cellules	telles	que	les	Th17,	les	Th1	,	les	DC	et	les	LT	CD8+	

cytotoxiques	(Rosser	and	Mauri,	2015).	L’interaction	directe	des	Breg	avec	des	LT	ainsi	que	la	

sécrétion	d’IL-10	permettent	de	soutenir	la	différenciation	des	Treg	classiques	FOXP3+	et	des	

Tregs	induits	(iTreg).	Ces	deux	populations	de	cellules	régulatrices	participent	au	contrôle	de	

la	réponse	immunitaire	au-delà	du	CG	(Rosser	et	al.,	2014).	Chez	l’Homme,	la	population	de	

Breg	 regroupant	 l’ensemble	 des	 fonctions	 citées	 est	 de	 phénotype	 CD19+CD24hiCD38hi	

(Flores-Borja	et	al.,	2013).	

	

Les	Tfr,	Les	LT	CD8	+	régulateurs	et	les	Breg	participent	au	maintien	de	l’homéostasie	du	CG.	

Par	différents	mécanismes,	ces	cellules	régulent	finement	le	nombre	de	Tfh	et	l’intensité	de	

leur	 interaction	 avec	 les	 LB	 de	 façon	 à	 sélectionner	 uniquement	 les	 clones	 de	 LB	 les	 plus	

affins	et	de	limiter	leur	activation.		

Certaines	 pathologies	 sont	 associées	 à	 une	 rupture	 de	 l’homéostasie	 des	 CG.	 C’est	 par	

exemple	 le	 cas	 des	 maladies	 auto-immunes.	 Une	 hyperactivité	 des	 Tfh	 participe	 à	

l’émergence	de	syndromes	tels	que	le	lupus	érythémateux	et	l’arthrite	rhumatoïde	(Park	et	

al.,	2014).	La	réponse	humorale	peut	également	être	perturbée	lors	d’infections	virales.	Les	

personnes	 infectées	 par	 le	 virus	 de	 l’immunodéficience	 humaine	 (VIH)	 présente	 une	

sécrétion	spontanée	d’anticorps	en	 lien	avec	des	phénomènes	d’hypergammaglobulinémie	

(Lane	HC	et	al.,	1983).	Dans	ce	contexte,	mes	travaux	de	thèse	se	sont	axés	sur	l’impact	de	

l’infection	par	le	VIH	sur	les	acteurs	cellulaires	de	la	réaction	du	CG.		
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2.	La	réaction	du	CG	et	la	réponse	humorale	lors	de	l’infection	par	le	VIH	

	

2.1.	Généralités	sur	le	VIH/SIDA	

	

	 	 2.1.1.	Données	épidémiologiques	en	France	et	dans	le	monde	

	

D’après	Onusida	2015,	36.9	millions	de	personnes	sont	infectées	par	le	VIH	dans	le	monde.	

Malgré	 les	 campagnes	 de	 prévention,	 1.9	 millions	 de	 nouvelles	 infections	 ont	 été	

comptabilisées	 en	 2014.	 Les	 traitements	 antirétroviraux	 (ART)	 permettent	 aux	 patients	

d’avoir	une	meilleure	qualité	de	vie.	Cependant,	moins	de	la	moitié	des	personnes	infectées	

ont	 accès	 à	 des	 traitements	 ART.	 C’est	 notamment	 le	 cas	 en	 Afrique	 qui	 est	 pourtant	 la	

partie	du	monde	la	plus	touchée	par	le	SIDA.		

En	plus	des	infections	référencées,	il	est	estimé	qu’environ	17	millions	de	personnes	dans	le	

monde	sont	porteuses	du	virus	et	l’ignorent.	

En	France,	près	de	6600	personnes	ont	été	nouvellement	infectées	en	2014	(Rapport	InVS,	

23	novembre	2015).	 Le	plan	national	de	 lutte	contre	 le	VIH	2010-2014	avait	eu	pour	effet	

d’augmenter	 le	 nombre	 de	 dépistages	 (environ	 5.6	millions)	 en	 2011	mais	 ce	 nombre	 est	

resté	stable	ces	4	dernières	années.	La	mise	en	place	de	la	PreP	(prophylaxie	pré-exposition)	

début	 2016	 en	 France,	 est	 un	 espoir	 pour	 faire	 reculer	 le	 nombre	 de	 nouvelles	 infections	

dans	 les	 années	 à	 venir	 (Krakower	 and	Mayer,	 2015).	 La	 PreP	est	 un	 traitement	préventif	

(Truvada®)	 qui	 peut	 être	 pris	 par	 une	 personne	 séronégative	 s’exposant	 à	 un	 risque	

d’infection	par	 le	VIH.	Le	Truvada®	a	d’abord	été	utilisé	en	traitement	curatif	puis	autorisé	

comme	traitement	préventif	aux	États-Unis	en	2012.	

	

	 	 2.1.2.	Les	différents	sous-type	du	VIH	

	

Le	 VIH-1	 a	 été	 découvert	 en	 1983	 (Barré-Sinoussi	 et	 al.,	 1983)	 et	 est	 responsable	 de	 la	

majorité	des	infections	dans	le	monde.	Quelques	années	plus	tard,	le	VIH-2	,	plus	proche	de	

son	homologue	simien	(SIV),	a	été	caractérisé	(Clavel	et	al.,	1986a,	1986b).	Le	VIH-2	touche	

surtout	l’Afrique	de	l’ouest	et	semble	moins	pathogénique	que	le	VIH-1	(Hughes	and	Corrah,	

1990).		
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Le	 VIH-1	 se	 divisent	 en	 4	 groupes	 distincts	 (M,	 N,	 O	 et	 P)	 en	 fonction	 de	 leur	 séquence	

génétique	 (Peeters	 et	 al.,	 2014).	 Le	 groupe	M	est	 le	 plus	 représenté	dans	 le	monde	et	 se	

subdivise	en	9	clades	(A	à	H	et	O)	toujours	sur	la	base	de	variations	génétiques.	En	Europe,	le	

clade	B	est	prédominant	(Hemelaar,	2012).	

Mes	 travaux	 portent	 exclusivement	 sur	 l’étude	 du	 VIH-1.	 Par	 la	 suite	 j’utiliserai	 donc	 le	

terme	VIH	en	référence	au	sous	type	VIH-1	

	

	 	 2.1.3.	La	structure	du	VIH	

	

Le	 VIH	 appartient	 à	 famille	 des	 Retroviridae	 et	 au	 genre	 des	 Lentivirus.	 Son	 génome	 est	

composé	 de	 deux	 copies	 d’ARN	 simple	 brin	 enfermées	 dans	 une	 capside	 composée	 de	

protéines	 p24	 (Turner	 and	 Summers,	 1999).	 L’ARN	 viral	 est	 stabilisé	 sous	 forme	 d’un	

complexe	 ribonucléoprotéique	 comprenant	 des	 protéines	 de	 la	 nucléocapside	 (p7),	 des	

intégrases	(p31)	et	des	réverse-transcriptases	(p66/p51).	La	capside	contient	également	les	

protéines	accessoires	Vif,	Vpr,	Nef	et	p7	(Fig.11).	

Le	 virus	 est	 enveloppé	 d’une	 bicouche	 lipidique	 provenant	 de	 la	 cellule	 hôte.	 Des	

glycoprotéines	d’enveloppe	sont	ancrées	à	cette	membrane	:	la	protéine	de	surface	(gp120)	

stabilisée	 par	 une	 protéine	 transmembranaire	 (gp41).	 Sous	 la	 bicouche	 lipidique,	 les	

protéines	 de	 la	 matrice	 (p17)	 permettent	 de	 protéger	 la	 capside.	 Des	 protéases	 (p11),	

nécessaires	 à	 l’assemblage	 et	 la	 maturation	 du	 virus,	 sont	 contenues	 à	 l’extérieur	 de	 la	

capside	(Turner	and	Summers,	1999)	(Fig.11).	

Le	génome	du	VIH	est	organisé	en	trois	régions	(gag,	pol,	env)	comprises	entre	2	séquences	

LTR	(Long-Terminal	repeats).	La	région	gag	code	pour	le	précurseur	p55	qui	sera	ensuite	clivé	

en	protéines	de	la	matrice,	de	la	capside	et	de	la	nucléocapside	en	plus	de	la	protéine	p6.	La	

région	pol	code	pour	les	enzymes	(protéase,	réverse-transcriptase	et	intégrase)	et	la	région	

env	code	pour	les	protéines	d’enveloppe	et	les	protéines	accessoires.	
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Figure	11	:	Structure	du	VIH.	Adaptée	de	(Robinson,	2002).	L’enveloppe	du	VIH	est	constituée	
d’une	 membrane	 lipidique	 et	 des	 glycoprotéines	 gp120	 et	 gp41.	 Sous	 l’enveloppe,	 les	
protéines	 de	 la	matrice	 (p17)	 protègent	 la	 capside.	 La	 capside	 est	 composée	 de	 protéines	
p24.	L’intégrase	(p31),	la	réverse	transcriptase	(p66/p51),	la	nucléocapside	(p7),	les	protéines	
accessoires	 (Vif,	 Vpr	 et	 Nef)	 et	 le	 génome	 viral	 se	 situent	 à	 l’intérieur	 de	 la	 capside.	 Les	
protéases	(p11)	se	localisent	entre	la	capside	et	les	protéines	de	la	matrice.	

2.1.4.	Cycle	de	réplication	du	VIH	

Les	protéines	d’enveloppe	gp120	du	VIH	se	fixent	aux	protéines	de	surface	CD4	des	cellules	

cibles,	comprenant	 les	LT	CD4+,	 les	DC	et	 les	monocytes/macrophages.	Selon	son	tropisme	

(«	R5	»	 ou	 «	X4	»),	 le	 virus	 utilise	 la	 molécule	 CCR5	 ou	 CXCR4	 comme	 co-récepteur	 pour	

fusionner	avec	la	membrane	de	la	cellule	(Fig.12).		

Suite	à	 la	 fusion,	 la	capside,	contenant	 le	matériel	génétique	et	 les	différentes	enzymes	et	

protéines	 accessoires	 du	 virus,	 est	 libérée	 dans	 le	 cytoplasme	 de	 la	 cellule.	 La	 réverse-

transcriptase	permet	de	transformer	le	brin	d’ARN	en	double	brin	d’ADN	(ADN	proviral)	par	

transcription	 inverse.	 La	 réverse-transcriptase	 incorpore	de	nombreuses	erreurs	 lors	de	 ce	

processus	de	transcription	inverse,	ce	qui	explique	la	variabilité	génétique	exceptionnelle	du	

VIH.	L’ADN	proviral	s’associe	notamment	à	l’enzyme	intégrase	pour	former	un	complexe	de	

pré-intégration	 dans	 le	 cytoplasme.	 Ce	 complexe	 rejoint	 le	 noyau	 par	 translocation	 et	

l’intégrase	 permet	 d’insérer	 l’ADN	 du	 virus	 (grâce	 aux	 séquences	 LTR)	 au	 hasard	 dans	 le	
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in more distantly related subtypes, such as A or C12,20. So,
T-cell responses have good cross-reactivity within a sub-
type and some cross-reactivity across subtypes. Because
T-cell responses are restricted to peptides that are pre-
sented on MHC, each vaccinated individual recognizes
only those peptides that are presented by his or her MHC
(about 5% of the defined epitopes).

CD8+ T cells (cytolytic T cells) directly combat infec-
tions, whereas CD4+ T cells (helper T cells) provide
growth factors and co-stimulatory molecules that sup-
port the activation and maintenance of CD8+ T cells .
CD8+ T cells clear infections by lysing infected cells18.
They also act by suppressing proviral expression through
the release of antiviral cytokines, such as tumour-
necrosis factor (TNF) and interferon-γ (IFN-γ)21–23.
Both CD8+ and CD4+ T cells can block the local spread
of HIV by producing chemokines that interfere with the
activity of co-receptors for viral entry22,24,25. HIV can
escape T-cell responses by mutating sequences within its
target epitopes26,27. Studies in macaques show a direct
correlation between the number of days to death and
the number of CD8+ T-cell epitopes that are recognized
by an individual macaque17. So, as with antiretroviral
drugs, for which multi-drug therapy is more effective
than single-drug therapy, to be effective, T-cell responses
need to be directed against several HIV-1 sequences. The
importance of CD8+ T cells for the control of viral infec-
tions has been best shown in macaques, in which the
depletion of CD8+ T cells results in the emergence of
high levels of viraemia28,29. The importance of CD4+

T cells is shown by the natural history of AIDS, in which
patients progress to disease when they have lost >80%
of their CD4+ T cells.

Proteins that are produced inside cells are the best
substrates for raising CD8+ T cells, because these pro-
teins have access to pathways for processing and presen-
tation by class I MHC. In the past, the vaccines that have
successfully raised specific T cells have been of the live-
attenuated type. However, for immunodeficiency
viruses, live-attenuated vaccines have been problematic.
Vaccines with sufficient replication capacity to effec-
tively immunize can be virulent in newborns30 and,
occasionally, revert to virulence in adults31. So, vaccines
that consist of only a portion of a pathogen or a replica-
tion-defective mimic of the pathogen are the current
preferred candidates for AIDS vaccines. For these to
effectively raise CD8+ T cells, they need to be expressed
in cells. This has been achieved using DNA VACCINES and
live viral vectors.

Promising vaccine strategies
All of the vaccines that have achieved recent success have
been designed to induce cell-mediated immunity. These
vaccines include interleukin-2 (IL-2)-ADJUVANTED DNA
vaccines32; regimens consisting of DNA priming fol-
lowed by recombinant modified vaccinia Ankara
(rMVA)33 or recombinant human adenovirus 5 (Ad5)
boosters34 (DNA–rMVA or DNA–Ad5 vaccines); and
vaccines that use rMVA35 (R. R. Amara et al., unpub-
lished observations) or Ad5 (REF. 34) for both priming
and boosting immunizations (rMVA-only or Ad5-only

CD8+ T cells recognize peptides of 8–11 amino acids pre-
sented by class I MHC, whereas CD4+ T cells recognize
sequences of 10–14 amino acids presented by class II
MHC. These peptides originate from conserved, as well
as variable, regions of HIV proteins (FIG. 1a). About 60%
of the ~200 CD8+ T-cell epitopes that have been defined
for subtype B of HIV-1 are conserved within subtype B,
whereas only about 30% of these epitopes are conserved

3

Transmembrane envelope protein
(gp41, TM)

Matrix
(p17, MA)

Membrane

Integrase
(p31, IN)

Surface envelope protein
(gp120, SU)

Nucleocapsid
(p7, NC)

Viral RNA
genome

Capsid (p24, CA)

Protease (p11, PR)

Reverse transcriptase
(p66/p51, RT)

a 

b 

3 3

Chemokine
receptor

C
N

C
N

CD4V1/V2

Vif, Vpr, Nef and p7

Figure 1 | Structure of HIV-1. a | Schematic of HIV-1 showing the envelope glycoproteins that
are targets for neutralizing antibodies and the structural, as well as enzymatic, proteins that are
targets for T cells. The longest three reading frames of the virus transcribe the Gag, Env and Pol
polyproteins. The Gag polyprotein is processed into MA, CA, NC and p7, which make up the
inner core of the viral particle. Glycoprotein 120 (gp120; SU) and gp41 (TM) are derived from the
envelope (Env) polyprotein and are the outer membrane proteins of the virus. Processing of the
polymerase (Pol) polyprotein yields the enzymes protease (PR), reverse transcriptase (RT) and
integrase (IN), which are encapsulated in the core of the inner particle. The accessory proteins Vif,
Vpr and Nef are encoded by three other reading frames in the virus. The surface envelope
glycoprotein is glycosylated at 25–30 sites, and contains three variable loops that mask receptor-
binding sites. Adapted, with permission, from REF. 115. © (1998) Academic Press. b | Schematic
depicting conformational changes of the gp120 subunit of Env that expose the conserved CD4-
and co-receptor-binding sites. The ‘3’ symbolizes the 3-fold axis, from which gp41 interacts with
gp120 to generate a functional trimer. The left-hand schematic depicts the form of gp120 on the
surface of a virion. The CD4-binding site is partially occluded by variable loops 1 and 2 (V1/V2) —
shown in orange. The middle form represents a conformational change that is depicted as an
inner–outer domain shift, with the purple shape denoting the formation of the CD4-binding cavity.
The right-hand schematic depicts a third conformational form, in which the gp120 ‘bridging
sheet’ and sequences in the third variable loop (shown in green) bind to the chemokine co-
receptor. Adapted, with permission, from Nature (REF. 5) © (1998) Macmillan Magazines.
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génome	 de	 la	 cellule	 hôte	 (Fig.12).	 L’ADN	 du	 VIH	 est	 alors	 transcrit	 en	même	 temps	 que	

l’ADN	 cellulaire.	 Les	 ARN	 produits	 sont	 traduits	 en	 protéines	 virales	 capables	 de	 s’auto-

assembler	en	encapsidant	l’ARN	viral	au	niveau	de	la	membrane	cellulaire	puis	de	sortir	de	la	

cellule	par	bourgeonnement.	A	l’extérieur	de	la	cellule,	le	virus	achève	sa	maturation	grâce	à	

l’action	 des	 protéases	 et	 peut	 infecter	 une	 	 nouvelle	 cellule	 (Barre-Sinoussi	 et	 al.,	 2013)	

(Fig.12).		

Figure	 12	:	 Cycle	 de	 réplication	 du	 VIH.	Adaptée	 de	 (Laskey	 and	 Siliciano,	 2014).	 Le	 VIH	
fusionne	 avec	 la	 membrane	 de	 la	 cellule	 et	 libère	 le	 contenu	 de	 sa	 capside	 dans	 le	
cytoplasme.	La	réverse-transcriptase	transforme	l’ARN	viral	en	ADN	qui	peut	entrer	dans	 le	
noyau	 cellulaire	 sous	 forme	 d’un	 complexe	 de	 pré-intégration.	 La	 machinerie	 cellulaire	
transcrit	 puis	 traduit	 le	 génome	 viral	 en	 même	 temps	 que	 son	 propre	 génome.	 Le	 virus	
s’auto-assemble	 et	 bourgeonne	 à	 la	 surface	 de	 la	 cellule.	 Le	 virus	 pourra	 achever	 sa	
maturation	par	l’action	des	protéases	puis	réinfecter	une	nouvelle	cellule.	

2.1.5.	Les	phases	cliniques	de	l’infection	par	le	VIH	

Le	 VIH	 se	 transmet	 majoritairement	 par	 les	 voies	 mucosales	 mais	 peut	 également	 se	

transmettre	 suite	 à	 une	 exposition	 au	 sang	 (lors	 d’injection	 ou	 de	 transfusion)	 ou	 par	

transmission	mère/fœtus.		

L’infection	 se	 décline	 en	 trois	 phases	:	 la	 primo-infection,	 la	 phase	 chronique	 et	 la	 phase	

SIDA	(Syndrome	de	l’immunodéficience	acquise).	

65



Les	 symptômes	 de	 la	 primo-infection	 apparaissent	 généralement	 2	 à	 4	 semaines	 après	

l’infection.	 Il	 peut	 s’agir	 d’un	 état	 grippal,	 de	 maux	 de	 tête,	 de	 diarrhée,	 d’une	

lymphadénopathie	 	 ou	encore	de	 rougeurs	 cutanées	 (Schacker	 et	 al.,	 1996).	 Lors	de	 cette	

phase	 de	 primo-infection,	 le	 nombre	 de	 LT	 CD4+	 dans	 le	 sang	 chute	 rapidement	 et	

s’accompagne	 d’une	 diminution	 des	 LT	 CD4+	 mémoires	 au	 niveau	 des	 tissus	 lymphoïdes	

associés	 à	 l’intestin.	 Parallèlement	 la	 charge	 virale	 augmente	 de	 façon	 exponentielle	 pour	

atteindre	 un	 pic	 3	 à	 4	 semaines	 post-exposition	 (Little	 et	 al.,	 1999).	 La	 charge	 virale	 et	 le	

nombre	de	 LT	CD4+	 vont	 ensuite	 se	 stabiliser	marquant	 l’entrée	dans	 la	 phase	 chronique.	

Cette	phase	est	parfois	aussi	appelée	«	latente	»,	cependant	le	virus	continue	à	se	répliquer.	

Lors	 de	 la	 phase	 chronique,	 la	 destruction	 des	 LT	 CD4+	 	 est	 progressive	 et	 touche	

particulièrement	les	cellules	des	ganglions	et	de	la	rate	(Pantaleo	et	al.,	1993).	Une	chute	des	

LT	 CD4+	 en	 dessous	 de	 200	 cellules/µL	 de	 sang	 entraîne	 l’apparition	 de	 maladies	

opportunistes	et	caractérise	l’entrée	dans	la	phase	SIDA	(Douek	et	al.,	2003)	(Fig.13).	

Figure	13	:	Les	stades	cliniques	de	l’infection	par	le	VIH.	Adaptée	de	(Peressin	et	al.,	2014).	
La	primo	infection	dure	environ	6	semaines	et	se	caractérise	par	une	chute	des	LT	CD4+	et	un	
pic	de	la	charge	virale	plasmatique.	L’activité	des	LT	CD8+	permet	de	contrôler	le	virus	et	une	
remontée	 des	 LT	 CD4+.	 Pendant	 la	 phase	 asymptomatique	 (plusieurs	 années),	 les	 LT	 CD4+	
chutent	 progressivement	 jusqu’à	 atteindre	 un	 niveau	 critique	 insuffisant	 pour	 assurer	 les	
défenses	immunitaires,	c’est	l’entrée	dans	la	phase	SIDA.	
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Le	premier	 traitement	antirétroviral	 (ART),	 l’azidothymidine	 (AZT),	apparait	en	1987	(Fischl	

et	al.,	1987).	 Il	 s’agit	d’une	molécule	ciblant	 la	réverse-transcriptase	du	VIH.	Cependant,	 le	

virus	 s’adapte	 rapidement	 à	 cette	 monothérapie.	 Dans	 les	 années	 1990,	 de	 nombreuses	

molécules	 antirétrovirales	 ciblant	 la	 réverse-transcriptase	 sont	 mises	 sur	 le	 marché	 puis	

apparaissent	 ensuite	 des	molécules	 ciblant	 d’autres	 protéines	 du	 VIH	 comme	 la	 protéase	

(Laskey	and	Siliciano,	2014).	C’est	seulement	à	partir	de	1997	que	les	traitements	combinés	

(cART)	 sont	 mis	 en	 place.	 Ces	 traitements	 consistent	 en	 la	 combinaison	 d’au	 moins	 2	

molécules	(le	plus	souvent	3	:	trithérapie).	Aujourd’hui,	41	molécules	antirétrovirale	existent	

sur	le	marché.	

	

Certains	 patients	 progressent	 lentement	 vers	 la	 phase	 SIDA	 sans	 aucun	 traitement	 et	

maintiennent	une	 charge	 virale	basse	ainsi	 qu’un	 taux	de	 LT	CD4+	normal	 (Pantaleo	et	 al.,	

1995).	 Parmi	 eux,	 quelques	 rares	 patients,	 appelés	 «	Elite	 Controller	»,	 	 présentent	 une	

capacité	de	contrôle	exceptionnelle	en	maintenant	une	charge	virale	 indétectable	toujours	

sans	 aucun	 traitement	 (Lambotte	 and	 Delfraissy,	 2005).	 J’aborderai	 les	 caractéristiques	

génétiques,	 immunologiques	et	 virologiques	des	différents	groupes	de	 contrôleurs	dans	 le	

paragraphe	2.4.	

	

	 	 2.1.6.	Les	réservoirs	du	VIH	

	

Les	 traitements	 cART	 permettent	 de	 contrôler	 la	 charge	 virale	 des	 patients	 à	 un	 niveau	

indétectable.	Le	virus	n’est	cependant	pas	éradiqué	de	l’organisme.		

Les	réservoirs	du	virus	se	forment	probablement	dès	les	premiers	jours	après	infection	(Moir	

et	al.,	2011).	Lors	de	l’intégration	du	virus	dans	le	génome	d’une	cellule	cible,	cette	dernière	

produit	de	nouveaux	virions	puis	est	 amenée	à	mourir.	Cependant	 le	 virus	peut	 s’intégrer	

dans	des	LT	CD4+	qui	vont	adopter	un	état	quiescent	(Pierson	et	al.,	2000).	Le	VIH	est	alors	

protégé	des	traitements	ART	puisqu’il	ne	se	réplique	plus	mais	pourra	se	disséminer	lors	de	

la	 réactivation	 de	 la	 cellule.	 Les	 réservoirs	 du	VIH	 peuvent	 également	 correspondre	 à	 des	

sites	anatomiques	particuliers	comme	le	système	nerveux	central	(Pierson	et	al.,	2000).			

	

Le	VIH	infecte	les	cellules	qui	expriment	le	marqueur	CD4,	notamment	les	LT	CD4+.	Les	Tfh	

peuvent	donc	être	une	cible	pour	le	virus	et	participent	même	à	l’établissement	du	réservoir.	
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De	plus,	le	VIH	se	localise	précocement	dans	les	OLII	et	provoque	une	hyperplasie	(Pantaleo	

et	al.,	1993).	Ces	observations	suggèrent	une	altération	des	populations	cellulaires	présentes	

dans	les	OLII	et	un	éventuel	impact	sur	la	réaction	du	CG	et	la	production	d’anticorps.	

	

2.2.	L’impact	de	l’infection	par	le	VIH	sur	les	CG		

	

Dans	cette	sous-partie,	je	vais	détailler	l’impact	de	l’infection	par	le	VIH	sur	les	Tfh	et	les	LB	

dans	 les	 OLII.	 J’aborderai	 ensuite	 la	 production	d’anticorps	 (résultat	 d’une	 réaction	 extra-

folliculaire	et	ou	de	la	réaction	du	CG)	chez	les	patients	VIH+.	

A	 noter	 que	 la	 3ème	 partie	 de	mon	 introduction	 se	 concentrera	 sur	 le	 suivi	 de	 la	 réponse	

immunitaire	dans	le	sang.	Dans	ce	contexte,	j’aborderai	les	observations	faites	en	périphérie	

sur	les	populations	de	LB	et	de	Tfh	du	sang	lors	de	l’infection	par	le	VIH.		

	

2.2.1.	Tfh	et	établissement	du	réservoir	

	

Depuis	 longtemps,	 les	 LT	 présents	 dans	 les	 CG	 sont	 connus	 comme	 étant	 des	 cibles	

privilégiées	pour	la	persistance	et	la	réplication	du	virus	(Hufert	et	al.,	1997).		

Les	Tfh	sont	en	effet	des	cibles	du	VIH	et	contiennent	le	plus	grand	nombre	de	copies	d’ADN	

parmi	les	populations	de	LT	CD4+	mémoires	(Perreau	et	al.,	2013).	Les	Tfh	forment	donc	un	

compartiment	 majeur	 pour	 la	 réplication	 et	 la	 production	 de	 particules	 virales	 dans	 les	

ganglions	de	patients	virémiques	(Perreau	et	al.,	2013)	et	servent	probablement	de	réservoir	

au	virus.	Dans	le	cas	de	l’infection	par	le	SIV,		de	l’ADN	proviral	persiste	dans	les	Tfh	issus	de	

ganglions	des	macaques	SIV+	traités	(Fukazawa	et	al.,	2015).	Le	VIH	persiste	également	dans	

les	ganglions	issus	de	patients	VIH+	contrôleurs	(voir	paragraphe	2.4),	en	particulier	dans	les	

Tfh	 (Boritz	 et	 al.,	 2016).	 De	 plus,	 Cette	 étude	 montre	 que	 le	 virus	 présent	 dans	 les	

lymphocytes	du	sang	correspond	à	celui	détecté	dans	 les	ganglions,	suggérant	bien	un	 lien	

entre	le	réservoir	des	OLII	et	la	circulation	(Boritz	et	al.,	2016).	

De	 façon	 intéressante,	 le	 facteur	 de	 restriction	 SAMHD1	 est	moins	 exprimé	 dans	 les	 Tfh,	

rendant	cette	population		particulièrement	susceptible	à	l’infection	par	le	VIH	(Ruffin	et	al.,	

2015).	In	vitro,		les	CG-Tfh	issus	des	ganglions	humains	non	infectés	sont	en	effet	hautement	
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sensibles	 à	 l’infection	 par	 le	 VIH	 (Kohler	 et	 al.,	 2016).	 Des	 virus	 de	 tropisme	 R5	 ou	 X4	

peuvent	infecter	les	CG-Tfh	(Kohler	et	al.,	2016).		

	

	 	 2.2.2.	Impact	de	l’infection	par	le	VIH	sur	la	dynamique	des	Tfh	

	

Paradoxalement,	plusieurs	études	mettent	en	évidence	une	augmentation	de	la	proportion	

de	Tfh	dans	les	ganglions	des	patients	en	stade	chronique	(Lindqvist	et	al.,	2012;	Perreau	et	

al.,	2013).	L’accumulation	des	Tfh	est	plus	marquée	lorsque	les	patients	ne	reçoivent	pas	de	

traitements	ART,	suggérant	un	lien	avec	la	persistance	du	virus.	De	plus,	la	fréquence	des	Tfh	

corrèle	 positivement	 avec	 la	 charge	 virale	mesurée	dans	 le	 plasma	 (Lindqvist	 et	 al.,	 2012;	

Perreau	et	al.,	2013).	Les	ganglions	et	la	rate	concentrent	de	large	quantité	de	virus	associés	

aux	 FDC	 (Cheynier	 et	 al.,	 1994;	 Embretson	 et	 al.,	 1993;	 Pantaleo	 et	 al.,	 1998),	 ce	 qui	

supporte	l’hypothèse	d’un	lien	entre	persistance	de	l’antigène	et	accumulation	des	Tfh	dans	

les	OLII	des	patients	infectés.	

L’infection	des	Tfh	et	leur	accumulation	ont	également	été	observées	dans	les	ganglions	et	la	

rate	de	macaques	SIV+	en	stade	chronique	(Hong	et	al.,	2012;	Petrovas	et	al.,	2012;	Xu	et	al.,	

2015a).	Pendant	la	primo-infection,	la	fréquence	des	Tfh	diffère	selon	la	vitesse	à	laquelle	les	

macaques	 vont	 progresser	 vers	 le	 stade	 SIDA	 (Hong	 et	 al.,	 2014;	Moukambi	 et	 al.,	 2015).	

Ainsi,	la	dynamique	des	Tfh	dans	le	contexte	de	l’infection	par	le	VIH	ou	le	SIV	peut	dépendre	

du	 stade	 de	 l’infection	 (primo-infection	 ou	 chronique),	 de	 la	 population	 de	 Tfh	 étudiée	

(définie	 par	 un	 phénotype	 particulier)	 ou	 de	 la	 vitesse	 de	 progression	 vers	 le	 stade	 SIDA	

(individus	progresseurs	ou	contrôleurs)	(Tableau	2).	

Peu	d’études	se	sont	intéressées	à	la	fonctionnalité	des	Tfh	lors	de	l’infection	par	le	VIH.	Des	

Tfh,	 issus	 des	 ganglions	 ou	 des	 amygdales	 de	 patients	 VIH+,	 mis	 en	 culture	 avec	 des	 LB	

autologues,	n’apportent	pas	 l’aide	nécessaire	 aux	 LB	pour	 la	 sécrétion	d’IgG	 (Cubas	et	 al.,	

2013).	 Ce	 défaut	 pourrait	 être	 lié	 à	 une	 surexpression	 de	 PD-L1	 par	 les	 LB	 qui	 altère	 la	

sécrétion	d’IL-21	par	 les	Tfh.	En	effet,	un	ajout	d’IL-21	dans	la	culture	restaure	la	sécrétion	

d’IgG	par	les	LB	(Cubas	et	al.,	2013).	
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Tableau	2	:	Dynamique	des	Tfh	observée	dans	différentes	études.	N.D.	:	Non	determiné	;	hi	:	
high	;	lo	:	low.	
	

	

2.2.3.	Impact	de	l’infection	par	le	VIH	sur	les	Tfr	

	

Tout	 comme	 les	 Tfh	 et	 les	 Treg	 classiques,	 les	 Tfr	 issus	 de	macaques	 SIV+	 contiennent	 de	

l’ADN	viral,	signe	de	leur	 infection	(Blackburn	et	al.,	2015;	Chowdhury	et	al.,	2015).	Les	Tfr	

participent	 à	 la	 régulation	 du	 CG	 (voir	 partie	 1.4.5).	 Un	 éventuel	 défaut	 de	 leur	 fonction	

et/ou	une	réduction	de	leur	nombre	lors	de	l’infection	par	le	SIV	ou	le	VIH	peut	participer	à	

l’accumulation	des	Tfh	et	à	une	sélection	incontrôlée	de	LB	dans	le	CG.	

Lors	de	l’infection	chronique	par	le	VIH	ou	le	SIV,	les	Tfr	sont	augmentés	dans	les	ganglions	

(Miles	et	al.,	2015).	A	l’inverse,	d’autres	travaux	montrent	une	diminution	de	la	proportion	

Virus	 Stade	 Progression	 Organe	 Phénotype	 Dynamique	 Ref.	

VIH	 Chronique	 N.D.	 Ganglions	 CXCR5+PD-1+	Bcl-
6+	 Accumulation	 (Perreau	et	

al.,	2013)	

VIH	 Chronique	 N.D.	 Ganglions	
CXCR5+PD-1+	Bcl-

6+	(CCR7-

CD45RA-)	
Accumulation	 (Lindqvist	

et	al.,	2012)	

SIV	 Précoce	 Progresseurs	 Rate	 CXCR5+PD-1+	 Perte	 (Moukambi	
et	al.,	2015)	

SIV	 Précoce	 Progresseurs	
lents	 Ganglions	 CXCR5+PD-1+	 Accumulation	 (Hong	et	

al.,	2014)	

SIV	 Précoce	 Progresseurs	
rapides	 Ganglions	 CXCR5+PD-1+	 Pas	

d’accumulation	
(Hong	et	
al.,	2014)	

SIV	 Chronique	 Progresseurs	
lents	 Ganglions	 CXCR5+PD-1+	 Accumulation	 (Hong	et	

al.,	2012)	

SIV	 Chronique	 Progresseurs	
lents	

Rate	
Ganglions	

CD45RA-CD62L+	
CXCR5+PD-1+	 Accumulation	 (Moukambi	

et	al.,	2015)	

SIV	 Chronique	 Progresseurs	
rapides	 Ganglions	 CXCR5+PD-1+	 Perte	 (Moukambi	

et	al.,	2015)	

SIV	 SIDA	 Progresseurs	 Ganglions	 CXCR5+PD-1+	 Perte	 (Xu	et	al.,	
2015b)	

SIV	 Chronique	 Contrôleurs	 Ganglions	 CXCR5+PD-1+	 Préservation	 (Xu	et	al.,	
2015b)	

SIV	 Chronique	 Progresseurs	 Ganglions	 CXCR5+PD-1+	 Accumulation	 (Xu	et	al.,	
2015a)	

SIV	 Chronique	 N.D.	 Ganglions	 CD28hiCD95hi	
CCR7loPD-1hi	 Accumulation	 (Petrovas	et	

al.,	2012)	
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des	Tfr	dans	 les	 ganglions	de	macaques	 SIV+	en	 lien	avec	 l’accumulation	des	Tfh	durant	 le	

phase	chronique	(Blackburn	et	al.,	2015).	A	noter	que,	dans	ces	deux	études,	les	populations	

de	Tfr	ne	sont	pas	identifiées	par	la	même	stratégie	:	CD3+CD8-CXCR5+CD127-CD25hiFOXP3+	

(Miles	et	al.,	2015)	ou	CD3+CD4+CD95+CXCR5+CCR7-CD25+FOXP3+	(Blackburn	et	al.,	2015)	et	

que	les	souches	de	SIV	utilisées	pour	infecter	les	macaques	sont	différentes	SIVmac239	(Miles	

et	al.,	2015)	ou	SIVmac251	(Blackburn	et	al.,	2015).	D’autres	travaux	soulignent	une	diminution	

des	 Tfr	 lors	 de	 l’infection	 chronique	 par	 le	 SIV	 en	 lien	 avec	 l’accumulation	 des	 Tfh	

(Chowdhury	et	al.,	2015).		

Les	Tfh	sont	donc	une	cible	majeure	du	VIH.	Leur	proportion	est	augmentée	lors	de	la	phase	

chronique	de	l’infection	et	certains	éléments	suggèrent	une	altération	de	leurs	fonctions.	A	

ce	jour,	aucune	étude	ne	décrit	les	populations	de	Tfh	dans	la	rate	lors	de	l’infection	par	le	

VIH.	De	plus,	peu	de	choses	sont	connues	sur	la	fonctionnalité	des	Tfh	dans	ce	contexte.	

Parallèlement,	la	réponse	humorale	est	altérée	chez	les	patients	VIH+	probablement	en	lien	

avec	un	défaut	qualitatif	 et/ou	une	quantité	excessive	de	Tfh.	 Je	 vais	détailler	 l’impact	de	

l’infection	sur	les	populations	de	LB	des	OLII	et	sur	la	production	d’anticorps.	

2.2.4.	Impact	de	l’infection	par	le	VIH	sur	les	populations	de	LB	

Dans	 les	 OLII,	 les	 différentes	 étapes	 de	 la	 maturation	 des	 LB	 sont	 identifiées	 par	 les	

marqueurs	 IgD	 et	 CD38.	 Ainsi,	 les	 CG-LB	 sont	 de	 phénotype	 IgD-CD38+	 et	 les	 plasmocytes	

sont	de	phénotype	IgD-CD38hi	(Pascual	et	al.,	1994).	Bien	que	les	LB	ne	soient	pas	des	cibles	

directes	du	VIH,	le	virus	opsonisé	par	des	molécules	du	complément	peut	se	fixer	aux	LB	en	

interagissant	avec	la	molécule	CD21	(Moir	et	al.,	2000).	Les	LB	sont	ainsi	considérés	comme	

un	 réservoir	 extracellulaire	 du	 virus	 et	 participent	 à	 la	 transmission	 du	 virus	 aux	 LT.	 La	

fixation	du	virus	à	 la	molécule	CD21	mène	également	à	une	diminution	de	 l’expression	de	

cette	molécule	par	les	LB	(Moir	et	al.,	2000).		

Parallèlement	à	l’accumulation	des	Tfh,	deux	études	mettent	en	évidence	une	augmentation	

des	 CG-LB	 et	 des	 plasmocytes	 dans	 les	 ganglions	 des	 patients	 VIH+	 non	 traités	 en	 phase	

chronique	(Lindqvist	et	al.,	2012;	Perreau	et	al.,	2013).	Les	traitements	ART	permettent	de	

modérer	(Lindqvist	et	al.,	2012)	voir	de	normaliser	(Perreau	et	al.,	2013)	les	proportions	de	

CG-LB	et	de	plasmocytes	dans	les	ganglions.	
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Les	LB	des	patients	infectés	par	le	VIH	présentent	une	expression	exacerbée	de	marqueurs	

tels	que	CD70	et	CD71	en	lien	avec	leur	hyperactivité	(Martinez-Maza	et	al.,	1987;	De	Milito	

et	al.,	2004).	Cette	hyperactivité	des	LB	dans	les	OLII	a	d’abord	été	associée	à	un	phénomène	

extra-folliculaire	 impliquant	 le	 facteur	viral	Nef	 (Swingler	et	al.,	2008;	Xu	et	al.,	2009).	Ces	

études	suggèrent	que	la	transmission	de	Nef	des	macrophages	aux	LB	initie	l’activation	du	LB	

et	affecte	la	réponse	anti-VIH	en	manipulant	le	mécanisme	de	recombinaison	de	classe	des	

Ig.	Cependant,	 les	récentes	découvertes	sur	 la	dynamique	des	Tfh	 lors	de	 l’infection	par	 le	

VIH	suggèrent	plutôt	un	rôle	des	Tfh	dans	l’hyperactivité	des	LB	(Cubas	and	Perreau,	2014;	

Petrovas	et	al.,	2012).	L’impact	de	l’infection	par	le	VIH	sur	les	LB	est	donc	probablement	lié	

à	un	dysfonctionnement	des	interactions	entre	les	Tfh	et	les	LB	plutôt	qu’à	des	mécanismes	

extra-folliculaires.	

	

Finalement,	une	quantité	excessive	de	Tfh	et	de	LB	dans	les	CG	lors	de	l’infection	par	le	VIH	

participe	probablement	à	l’hyperplasie	observée	chez	les	patients	au	début	de	l’infection.		

	

2.3.	La	réponse	humorale	lors	de	l’infection	par	le	VIH	

	

L’apparition	 d’hypergammaglobulinémies	 lors	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH	 est	 l’une	 des	

premières	caractéristiques	cliniques	à	avoir	été	formellement	établie	(Lane	HC	et	al.,	1983).	

L’hymergammaglobulinémie	 se	 traduit	 par	 une	 sécrétion	 spontanée	 et	 incontrôlée	

d’anticorps,	notamment	des	 IgG1,	en	 lien	avec	 l’hyperactivité	des	 LB	 (Müller	et	 al.,	 1989).	

Dans	cette	sous-partie,	je	vais	d’abord	décrire	la	sécrétion	d’anticorps	auto-immuns	lors	de	

l’infection	par	le	VIH.	J’aborderai	ensuite	les	caractéristiques	des	anticorps	anti-VIH	produits	

par	les	patients	VIH+	et	leur	cinétique	d’apparition.	

	 	

	 	 2.3.1.	L’émergence	d’anticorps	auto-immuns		

	

L’infection	par	le	VIH	pourrait	est	associée	à	l’apparition	de	syndromes	auto-immuns	chez	les	

patients.		

Les	 patients	 VIH+	 peuvent	 développer	 diverses	 pathologies	 auto-immunes	 dont	 un	 lupus	

érythémateux,	 une	 thrombocytopénie,	 une	 vasculite,	 une	 polymyosite	 ou	 une	
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dermatomyosite	 	 (Zandman-Goddard	 and	 Shoenfeld,	 2002).	 Ces	 pathologies	 apparaissent	

rapidement	suite	à	l’infection	et	ont	majoritairement	été	rapportées	avant	l’introduction	des	

traitements	 ART.	 L’introduction	 des	 traitements	 ART	 a	 globalement	 permis	 de	 limiter	

l’émergence	des	phénomènes	auto-immuns.	Cependant,	certaines	pathologies	telles	que	la	

sarcoïdose	sont	plus	fréquemment	rapportées	chez	les	patients	VIH+	depuis	la	mise	en	place	

des	traitements.		

Parallèlement,	 des	 auto-anticorps	 (anti-ADN,	 anti-cardiolipine,	 anti-myosine	 par	 exemple	

(Zandman-Goddard	and	Shoenfeld,	2002))	peuvent	être	détectés	dans	 le	sang	des	patients	

VIH+.		

La	production	d’auto-anticorps	reflète	une	hyper-activation	du	système	immunitaire,	ce	qui	

peut	 d’abord	 paraître	 contradictoire	 étant	 donné	 l’état	 d’immunodéficience	 imposé	 par	

l’infection	par	le	VIH.	Pourtant,	malgré	une	perte	globale	des	LT	CD4+,	nous	avons	vu	que	les	

Tfh	étaient	en	quantité	augmentée	dans	les	OLII.	L’activation	polyclonale	des	LB	(Lane	HC	et	

al.,	 1983)	 est	 probablement	 due	 un	 défaut	 de	 sélection	 des	 LB	 par	 les	 Tfh	 présents	 en	

quantité	excessive	dans	 les	CG.	La	 limitation	de	 la	quantité	de	Tfh,	permettant	 la	sélection	

des	 clones	 de	 LB	 les	 plus	 affins,	 a	 déjà	 été	 démontrée	 (Pratama	 and	 Vinuesa,	 2014).	

Cependant,	la	production	d’anticorps	auto-immuns	peut	également	provenir	de	l’activation	

polyclonale	de	LB	à	l’extérieur	des	CG	(William	et	al.,	2002).	Dans	ce	cas,	les	auto-anticorps	

présentent	tout	de	même	des	hypermutations,	démontrant	que	le	processus	de	maturation	

d’affinité	peut	également	avoir	 lieu	en	dehors	des	CG.	Dans	tous	 les	cas,	une	dérégulation	

des	Tfh	semble	liée	à	l’apparition	de	phénomènes	auto-immuns.		

Certains	 patients	 VIH+	 peuvent	 développer	 un	 purpura	 thrombocytopénique	 idiopathique	

(PTI)	 (Morris	et	al.,	1982)	se	caractérisant	par	 l’apparition	d’anticorps	anti-plaquettes.	Très	

fréquente	 avant	 l’introduction	 des	 traitements	 antirétroviraux,	 la	 progression	 de	 cette	

pathologie	pouvait	être	ralentie	en	retirant	la	rate	des	patients	(Oksenhendler	et	al.,	1993).	

Des	rates	ont	pu	être	collectées	dans	les	années	90	par	l’équipe	de	B.	Autran	et	ont	déjà	fait	

l’objet	de	nombreuses	études	(Cheynier	et	al.,	1994;	Gratton	et	al.,	2000;	Hosmalin	A	et	al.,	

2001;	McIlroy	et	al.,	1995,	2001).	Dans	le	premier	axe	de	mes	travaux	de	thèse,	j’ai	eu	accès	

à	cette	collection	de	rates	humaines	pour	caractériser	les	populations	de	Tfh	et	de	LB.	
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2.3.2.	Les	anticorps	anti-VIH		

2.3.2.1.	Caractéristiques	des	anticorps	anti-VIH	

	

Les	patients	VIH+	produisent	des	anticorps	spécifiques	des	protéines	du	VIH.	Ces	anticorps	

reconnaissent	aussi	bien	des	antigènes	au	niveau	de	l’enveloppe	du	virus	que	des	antigènes	

internes	de	la	capside	ou	encore	des	antigènes	issus	des	protéines	accessoires	comme	Vif	et	

Nef	(Boyd	and	James,	1992).	Lorsqu’ils	sont	spécifiques	de	l’enveloppe	du	VIH,	les	anticorps	

reconnaissent	des	épitopes	de	la	gp160	(Zolla-Pazner,	2004).	La	gp160	est	un	hétéro-trimère	

de	l’enveloppe	du	VIH	composé	de	la	gp120	et	de	la	gp41.			

Nous	 avons	 abordé	dans	 le	 paragraphe	 1.4.4.3.	 les	 différentes	 classes	 d’anticorps	 et	 leurs	

fonctions.	 Les	 anticorps	 anti-VIH	 sont	 des	 IgG	 et	 des	 IgA.	 Les	 IgA	 sont	 généralement	

impliquées	dans	les	défenses	des	muqueuses	(Woof	and	Ken,	2006)	et	semblent	former	une	

barrière	 efficace	 contre	 le	 VIH.	 En	 effet,	 des	 IgA	 anti-VIH	 sont	 détectées	 dans	 le	 sang	 de	

personnes	séronégatives	couramment	exposées	au	VIH	et	peuvent	prévenir	l’infection	chez	

les	 macaques	 (Zhou	 and	 Ruprecht,	 2014).	 Les	 IgG	 anti-VIH	 détectées	 dans	 le	 sang	 des	

patients	 sont	 majoritairement	 de	 sous-type	 IgG1(Banerjee	 et	 al.,	 2010).	 Cependant,	 les	

patients	capables	de	contrôler	l’infection	par	le	VIH	semblent	produire	des	IgG2	anti-VIH	en	

lien	avec	le	contrôle	de	la	réplication	virale	(Ngo-Giang-Huong	et	al.,	2001).	D’autre	part,	la	

sécrétion	 d’IgG3	 pourrait	 également	 être	 liée	 au	 contrôle	 de	 l’infection	 (Ackerman	 et	 al.,	

2016).	Nous	aborderons	ce	sujet	plus	en	détails	dans	la	partie	2.4.	

	

Peu	de	temps	après	la	découverte	du	VIH,	des	anticorps	capables	de	neutraliser	le	virus	ont	

été	détectés	dans	le	sérum	des	patients	(Robert-Guroff	et	al.,	1985;	Weiss	et	al.,	1985).	Les	

anticorps	 anti-VIH	 neutralisants	 reconnaissent	 le	 virus	 entier	 et	 sont	 donc	 exclusivement	

spécifiques	de	l’enveloppe	du	virus.	Nous	aborderons	uniquement	les	IgG	neutralisantes.	
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2.3.2.2.	Production	d’anticorps	neutralisants	

Les	anticorps	anti-VIH	apparaissent	environ	1	semaine	après	l’infection	mais	leur	activité	ne	

permet	 pas	 de	 contrôler	 la	 propagation	 du	 virus	 (Tomaras	 et	 al.,	 2008)	 (Fig.14).	 C’est	

seulement	 plusieurs	 mois	 après	 l’infection	 que	 des	 anticorps	 neutralisants	 sont	 produits.	

Cependant,	 ces	 anticorps	 neutralisent	 des	 souches	 de	 virus	 autologues,	 c’est	 à	 dire	

provenant	du	patient,	mais	restent	inefficaces	contre	les	souches	hétérologues	(Moog	et	al.,	

1997)	(Fig.14).	Des	anticorps	capables	de	neutraliser	plusieurs	souches	hétérologues	du	VIH	

(cross-réactifs)	 sont	 généralement	 produits	 2	 à	 4	 ans	 après	 l’infection	 (Gray	 et	 al.,	 2011)	

(Fig.14).	Environ	20%	des	patients	VIH+	présentent	une	sécrétion	prédominante	d’anticorps	

neutralisant	cross-réactifs	 (Gray	et	al.,	2007).	Parmi	ces	patients,	environ	1%	sécrètent	des	

anticorps	neutralisants	un	 large	 spectre	de	 souches	du	VIH	 (bnAbs	:	 «	broadly	neutralizing	

antibodies	»	(Simek	et	al.,	2009).		

Figure	14	:	Production	des	anticorps	anti-VIH	au	cours	du	temps	(Peressin	et	al.,	2014).	Des	
anticorps	anti-VIH	apparaissent	 rapidement	 lors	de	 la	primo-infection	mais	ne	neutralisent	
pas	 le	 virus.	 Des	 anticorps	 neutralisants	 la	 souche	 autologue	 sont	 produits	 plusieurs	mois	
après	 l’infection,	 pendant	 la	 phase	 asymptomatique	 (ou	 chronique).	 Finalement,	 des	
anticorps	 capables	 de	 neutraliser	 les	 souches	 hétérologues	 du	 VIH	 (cross-réactifs)	
apparaissent	seulement	plusieurs	années	après	l’infection,	lorsque	la	phase	asymptomatique	
est	déjà	bien	avancée.		
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la gp41 (Figure 2). Plus récem-
ment, et grâce à de nouvelles 
techniques de criblage, d’autres 
Ac neutralisants dirigés contre 
la gp120 ont pu être détectés 
[7, 8].
Ces Ac neutralisants ont des 
caractéristiques très particu-

lières et sont généralement le résultat d’une longue 
maturation, traduit par un nombre élevé de muta-
tions somatiques (Figure 2). De plus, certains pos-
sèdent une longue chaîne lourde HCDR3, capable de 
reconnaître des épitopes enfouis, peu accessibles 
mais conservés [9]. Cette grande complexité, ainsi 
que leur conformation tout à fait particulière, 
rendent leur induction par vaccination extrêmement 
complexe.
Le rôle des Ac neutralisants a été largement étudié in 
vivo dans des modèles animaux, principalement dans 
des modèles de primates non humains (NHP) [10, 
11]. L’utilisation de primates non humains infectés 
de manière expérimentale par voie intraveineuse, 
orale ou par les muqueuses, avec des virus SHIV (voir 
Encadré 1) a permis de démontrer le rôle protecteur 
de ces anticorps. Le transfert passif d’Ac neutrali-
sants (inoculés par voie intraveineuse) a permis de 
protéger de l’infection, c’est-à-dire conférer une 
immunité stérilisante [10, 11]. L’ensemble des résul-
tats obtenus à l’aide des modèles de primates non 
humains indique que l’induction d’Ac neutralisants 
par vaccination permettrait de protéger de l’infec-
tion par le VIH.

Activités inhibitrices des anticorps

Des anticorps dépourvus d’activité neutralisante, mais 
exerçant une activité inhibitrice, ont été identifiés 
[12]. L’activité anti-VIH de ces anticorps, dénommés 
anticorps non neutralisants inhibiteurs (AcNoNI), est 
strictement dépendante de la liaison entre leur région 
Fc et un récepteur Fc exprimé à la surface d’une cellule 
effectrice. Différents mécanismes d’inhibition ont été 
démontrés in vitro (Figure 3B-C).

Infection par le VIH et réponse humorale

Après une infection par le VIH-1, on distingue trois phases dans 
l’évolution de la maladie, présentant des caractéristiques virolo-
giques et immunologiques distinctes (Figure 1). La primo-infec-
tion se caractérise par un pic de la charge virale plasmatique et 
des perturbations importantes du nombre et de la composition 
des cellules mononucléées du sang périphérique. La chute de la 
virémie plasmatique est consécutive à l’apparition de la réponse 
cytotoxique (cellules natural killer [NK] et lymphocytes T CD8) 
et des anticorps (Ac) spécifiques du virus (séroconversion conco-
mitante du début de la phase asymptomatique). Les anticorps 
produits sont de type immunoglobulines (Ig) G et IgA ; ils recon-
naissent l’ensemble des protéines virales. Cependant, si la réponse 
humorale spécifique est en principe forte et persistante, avec le 
développement d’une réponse humorale autologue dès la première 
année après la séroconversion [5] (courbe orange, Figure 1), seuls 
10 à 20 % des patients séropositifs développent des anticorps 
hétérologues possédant une activité neutralisante vis-à-vis d’un 
large spectre de souches virales (courbe verte, Figure 1). Ces 
Ac neutralisants sont le résultat de la maturation de la réponse 
immune du fait de contacts répétés avec de nombreux épitopes 
de la gp120 après plusieurs années d’infection. L’apparition de ce 
type d’anticorps n’est pas nécessairement associée à une évolu-
tion favorable de la maladie. En effet, une fois l’infection établie, 
la capacité de contrôle de la réplication du VIH par les anticorps 
neutralisants est faible, en raison des échappements perpétuels du 
virus et de l’établissement de réservoirs viraux [6, 40].

Mécanisme de neutralisation, activité neutralisante

Initialement, cinq anticorps monoclonaux capables de neutraliser 
un large spectre d’isolats primaires du VIH (souches isolées de 
patients infectés) ont été identifiés (b12, 447-52D, 2G12, 4E10 et 
2F5). Ils reconnaissent des épitopes spécifiques de la gp120 ou de 

Figure 1. Évolution de l’infection par 
le VIH-1. Représentation schéma-
tique des trois phases de l’infection 
par le VIH-1. Les différentes courbes 
symbolisent l’évolution de différents 
facteurs viraux, cellulaires et humo-
raux en fonction du temps suivant 
l’infection.
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2.3.2.3.	Les	bnAbs	

	

Les	 bnAbs	 sont	 des	 anticorps	 capables	 de	 reconnaître	 plusieurs	 centaines	 de	 souches	

différentes	du	VIH.	Ils	ciblent	généralement	des	régions	vulnérables	du	virus	dont	le	site	de	

fixation	à	la	molécule	CD4	(CD4bs),	le	site	N-glycan	des	boucles	V1V2	et	V3	et	la	région	MPER	

(membrane	proximal	external	region)	de	la	gp41	(Mouquet,	2014)	(Fig.15).		

Figure	 15:	 Les	 sites	 de	 fixation	 des	 bnAbs	 (Mouquet,	 2014).	 Les	 bnAbs	 reconnaissent	 des	
sites	vulnérables	de	 l’enveloppe	du	VIH	:	 le	site	de	fixation	à	 la	molécule	CD4	(CD4bs)	de	 la	
gp120,	le	sites	V1V2	et	V3	de	la	gp120,	la	région	MPER	(membrane	proximal	external	region)	
de	 la	 gp41	 et	 la	 région	 charnière	 entre	 la	 gp120	 et	 la	 gp41.	Des	 bnAbs,	 identifiés	 comme	
reconnaissant	ces	différentes	zones	du	virus,	sont	listés	pour	chaque	site	de	fixation.	

	
Les	hypermutations	sont	nombreuses	au	niveau	des	chaînes	variables	lourdes	et	légères	des	

bnAbs,	en	lien	avec	leur	haut	pouvoir	de	neutralisation.	Environ	40%	des	acides	aminés	sont	

substitués	 dans	 ces	 régions	 et	 la	 plupart	 des	 bnAbs	 présentent	 une	 boucle	 variable	 de	 la	

chaîne	 lourde	 (CDRH3)	 inhabituellement	 longue	 permettant	 d’accéder	 à	 des	 régions	

cryptiques	 du	 VIH	 (Mouquet,	 2014).	 Ces	 modifications	 supposent	 de	 multiples	 cycles	 de	

maturation	des	LB	dans	les	CG	et	donc	un	rôle	des	Tfh	dans	la	génération	des	bnAbs	(Pissani	

and	Streeck,	2014).	

Certains	bnAbs	ciblant	des	régions	de	la	gp41	sont	polyréactifs	et	peuvent	donc	reconnaître	

d’autres	Ag	que	ceux	du	VIH.	C’est	notamment	le	cas	des	bnAbs	connus	sous	les	noms	2F5	et	

4E10,	capables	de	reconnaître	des	phospholipides	membranaires	en	plus	de	la	gp41	du	VIH	
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(Alam	et	al.,	2007).	De	la	même	manière,	le	bnAb	CH98	a	été	identifié	chez	un	patients	VIH+	

atteint	d’un	lupus	érythémateux	(Bonsignori	et	al.,	2014).	Le	bnAb	CH98	reconnaît	le	site	de	

fixation	 au	 CD4	 au	 niveau	 de	 l’enveloppe	 du	 VIH	 aussi	 bien	 que	 des	 antigènes	 humain	

comme	 l’ADN	 double	 brin	 (Bonsignori	 et	 al.,	 2014).	 La	 poly-réactivité	 et	 plus	

particulièrement	 l’auto-réactivité	 de	 cet	 anticorps	 suggère	 que	 certains	 bnAbs	 pourraient	

être	produits	grâce	à	une	tolérance	du	système	immunitaire	vis	à	vis	de	LB	auto-réactifs.	

Cependant,	 la	 majorité	 des	 bnAbs	 identifiés	 ne	 présentent	 pas	 de	 polyréactivité	 et/ou	

d’auto-réactivité	 (Mouquet	and	Nussenzweig,	2012).	Les	 facteurs	 influençant	 la	génération	

des	bnAbs	lors	de	l’infection	par	le	VIH	restent	donc	mal	compris.	Il	s’agit	probablement	d’un	

ensemble	de	facteurs	génétiques,	immunitaires	et	virologiques.	

La	majorité	des	bnAbs	décrits	sont	des	IgG.	Cependant,	des	IgA	ciblant	le	même	épitope	que	

le	bnAbs	2F5	 (voir	 Fig.15)	et	présentant	une	activité	neutralisante	ont	déjà	été	 identifiées	

(Alfsen	et	 al.,	 2001).	De	plus,	des	 IgA1	à	 fort	pouvoir	neutralisant	ont	 récemment	pu	être	

produites	 in	 vivo	 chez	 des	 souris	 humanisées	 (Benjelloun	 et	 al.,	 2016).	 Contrairement	 au	

bnAbs	 «	classiques	»,	 ces	 IgA1	 présentent	 une	 région	 CDRH3	 courte	 et	 un	 faible	 taux	 de	

mutations	 somatiques.	 Le	 développement	 d’IgA	 neutralisants	 représente	 un	 grand	 intérêt	

étant	donné	leur	localisation	au	niveau	des	muqueuses,	porte	d’entrée	principale	du	VIH.	

	

Aujourd’hui,	 les	 protocoles	 de	 vaccinations	 anti-VIH	 ont	 pour	 but	 de	 promouvoir	 la	

production	 de	 bnAbs.	Malgré	 la	 complexité	 du	mécanisme	 de	 génération	 des	 bnAbs,	 une	

récente	 stratégie	a	permis	de	promouvoir,	 chez	 la	 souris,	 la	 sécrétion	d’anticorps	anti-VIH	

ayant	 les	mêmes	caractéristiques	que	 le	bnAb	VRC01	(Jardine	et	al.,	2015).	Cette	stratégie	

consiste	à	prédire	 l’antigène	à	 l’origine	de	 l’activation	du	précurseur	du	bnAb	VRC01	et	de	

l’utiliser	pour	immuniser	les	souris.	

	

2.3.2.4.	Les	anticorps	anti-VIH	non	neutralisants	

	

Bien	que	la	fonction	neutralisante	des	anticorps	anti-VIH	soit	majoritairement	mise	en	avant,	

d’autres	fonctions	effectrices	peuvent	participer	au	contrôle	de	 l’infection.	Dans	une	revue	

parue	en	2014	dans	le	journal	«	Trends	in	Immunology	»,	Hugo	Mouquet	aborde	la	capacité	

des	anticorps	anti-VIH	à	 (a)	 limiter	 la	 transmission	du	VIH	de	cellules	à	cellules,	 (b)	 induire	
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l’ADCC	 via	 les	 récepteurs	 Fcγ,	 (c)	 inhiber	 le	 transcytose	 du	 virus	 au	 niveau	 des	 cellules	

épithéliales	 des	muqueuses	 et	 (d)	 neutraliser	 le	 virus	 à	 l’intérieur	 des	 cellules	 épithéliales	

(Mouquet,	2014).	

Les	 paramètres	 dictant	 la	 capacité	 des	 bnAbs	 à	 éliminer	 des	 cellules	 infectées	 par	 le	

mécanisme	d’ADCC	ont	récemment	été	étudiés	(Bruel	et	al.,	2016).	Ces	travaux	démontrent	

une	 corrélation	 positive	 entre	 l’intensité	 de	 fixation	 des	 bnAbs	 à	 l’Ag	 et	 leur	 capacité	 à	

induire	une	ADCC.	

D’autre	part,	les	anticorps	anti-VIH	peuvent	être	polyfonctionnels	(Ackerman	et	al.,	2013).	La	

notion	de	polyfonctionnalité	 regroupe	 les	 capacités	d’ADCC,	d’initiation	de	 la	phagocytose	

par	 les	 neutrophiles	 et	 les	 macrophages	 et	 l’initiation	 de	 la	 cascade	 du	 complément	

(Ackerman	et	al.,	2016).	 Les	 IgG3	et	 les	 IgG1	anti-VIH	seraient	 les	plus	aptes	à	adopter	un	

profil	polyfonctionnel	(Ackerman	et	al.,	2016).	

	

Les	fonctions	effectrices	des	anticorps	anti-VIH	sont	très	hétérogènes	selon	les	patients.	Bien	

que	 certains	 patients	 présentent	 dans	 leur	 sérum	des	 anticorps	 anti-VIH	 au	 fort	 potentiel	

neutralisant,	 cette	 particularité	 n’est	 pas	 nécessairement	 liée	 à	 un	meilleur	 pronostic.	 Le	

VIH,	 par	 ses	 capacités	 à	 muter	 et	 à	 former	 des	 réservoirs,	 peut	 échapper	 à	 la	 réponse	

immunitaire	dépendante	des	anticorps.	

Cependant,	quelques	rares	patients	peuvent	contrôler	naturellement	l’infection	par	le	VIH.	

	

2.4.	Les	contrôleurs	du	VIH	

	

	 	 2.4.1	Définitions	cliniques		

	

Les	 contrôleurs	 du	 VIH	 maîtrisent	 naturellement	 la	 réplication	 du	 virus	 sans	 aucun	

traitement	 ART	 depuis	 au	moins	 8	 ans	 et	 ne	 présentent	 aucun	 symptôme.	 En	 France,	 ils	

représentent	moins	de	2%	des	patients	VIH+	selon	une	étude	menée	en	2009	(Grabar	et	al.,	

2009).		

Deux	groupes	de	patients	se	distinguent	:		

- Les	contrôleurs	virémiques	(VC),	généralement	recrutés	sur	des	critères	de	contrôle	

immunologique	(maintien	d’un	taux	de	CD4	≥	500/μL	ou	600/μL)	;	
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- Les	contrôleurs	non	virémiques,	aussi	appelés	Elite	Controller	 (EC)	qui	maintiennent	

un	nombre	de	copies	d’ARN	viral	sous	le	seuil	détectable	(<50	copies/mL).	Cependant	

l’ANRS	 (France	 Recherche	 Nord&Sud	 Sida-HIV	 Hépatites)	 considère	 parfois	 comme	

EC	 les	 patients	 ayant	 réalisé	 au	moins	 5	 tests	 de	 charge	 virale	 <	 400	 copies/mL	 et	

n’ayant	reçu	aucun	traitement	ces	5	dernières	années	(Madec	et	al.,	2013).	

	

La	 COhorte	 Des	 EXtrêmes	 (CODEX	 ou	 CO21),	 sous	 l’égide	 de	 l’ANRS,	 est	 une	 cohorte	

française	 de	 contrôleurs	 du	 VIH.	 Elle	 regroupe	 des	 patients	 VC	 et	 EC	 ainsi	 que	 des	

contrôleurs	post-traitement	(voir	annexe	1).	Initiée	en	février	2012,	des	patients	continuent	

à	être	inclus	dans	la	cohorte.		

	

De	 nombreuses	 études	 sont	 menées	 pour	 élucider	 les	 paramètres	 virologiques,	

immunologiques	 et/ou	 génétiques	 permettant	 le	 contrôle	 de	 l’infection	 par	 ces	 patients.	

Une	revue	parue	en	2009	résume	les	éléments	connus,	notamment	chez	les	EC	(O’Connell	et	

al.,	2009).	Depuis,	la	littérature	s’est	enrichie	et	de	nombreuses	pistes	sont	envisagées.	

	

2.4.2.	Contrôle	du	VIH	et	réponses	CD8+	cytotoxiques	

	

Les	LT	CD8+	sont	impliqués	dans	le	contrôle	de	la	réplication	du	virus.	En	effet,	un	déplétion	

des	 LT	 CD8+	 chez	 des	 macaques	 chroniquement	 infectés	 par	 le	 SIV	 entraîne	 une	

augmentation	 de	 la	 charge	 virale	 (Jin	 et	 al.,	 1999).	 Une	 partie	 des	 contrôleurs	 du	 VIH	

présentent	une	forte	réponse	CD8	cytotoxique	dirigée	contre	le	VIH	(Hersperger	et	al.,	2011;	

Lambotte	 and	 Delfraissy,	 2005;	 Sáez-Cirión	 et	 al.,	 2007).	 Cette	 réponse	 cytotoxique	 a	 été	

identifiée	contre	différents	Ag	du	VIH	dont	gag,	env	et	 les	protéines	accessoires	(O’Connell	

et	al.,	2009)	mais	la	réponse	cytotoxique	anti-gag	semble	être	majoritairement	associée	au	

maintien	d’une	charge	virale	basse	(Kiepiela	et	al.,	2007).	La	réponse	cytotoxique	se	traduit	

par	 le	 relargage	de	perforines	 et	 de	 granzymes	 accompagné	par	 la	 sécrétion	de	 cytokines	

comme	l’IFNγ,	le	TNFα,	l’IL-2	et	le	MIP1β	(Hersperger	et	al.,	2011;	Migueles	et	al.,	2008).	La	

qualité	de	 la	 réponse,	plutôt	que	 la	quantité,	 semble	être	associée	à	un	meilleur	contrôle.	

Ainsi,	 plus	 la	 réponse	 cytotoxique	 fait	 intervenir	 de	 facteurs	différents,	 plus	 la	 virémie	est	

basse	 (Betts	 et	 al.,	 2006).	 Cependant	 la	 capacité	 suppressive	 des	 LT	 CD8+	 cytotoxiques	
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semble	liée	à	la	fréquence	de	LT	CD8+	spécifiques	du	VIH,	en	particulier	de	gag	(Sáez-Cirión	

et	al.,	2009).	

Une	forte	réponse	CD8+	cytotoxique	chez	les	contrôleurs	du	VIH	est	généralement	associée	à	

l’expression	de	l’allèle	HLA-B*57	(Betts	et	al.,	2006;	Lambotte	and	Delfraissy,	2005;	Migueles	

et	al.,	2000;	Pereyra	et	al.,	2008;	Sáez-Cirión	et	al.,	2007;	Xie	et	al.,	2010).	L’allèle	B*57	est	

d’ailleurs	surreprésenté	dans	la	population	de	contrôleurs	du	VIH	(Pereyra	et	al.,	2008).	Chez	

les	 contrôleurs	HLA-B*57+,	 la	 réponse	CD8	 cytotoxique	 est	majoritairement	 dirigée	 contre	

des	 épitopes	 du	 VIH	 dont	 la	 fixation	 est	 restreinte	 à	 l’allèle	 B*57	 (Migueles	 et	 al.,	 2000).	

Cependant,	l’éventuelle	prédominance	d’un	clone	de	TCR	en	lien	avec	l’expression	de	l’allèle	

B*57	et	le	contrôle	du	VIH	n’est	pas	claire.	Si	l’étude	du	répertoire	des	TCR	de	LT	CD8+	issus	

de	patients	contrôleurs	HLA	B*57+	ne	révèle	pas	de	différences	avec	celui	de	patients	non	

contrôleurs	également	HLA	B*57+	(Mendoza	et	al.,	2012),	d’autres	travaux	relient	le	contrôle	

de	 la	 réplication	 du	 virus	 chez	 les	 contrôleurs	 HLA	 B*57+	 avec	 l’expression	 d’un	 clone	

particulier	de	TCR	 (Chen	et	 al.,	 2012).	 L’expression	de	 l’allèle	B*57	par	 les	 contrôleurs	 est	

également	associée	à	une	augmentation	de	la	fréquence	des	LT	CD8+	mémoires	anti-gag	en	

lien	avec	un	niveau	bas	de	la	virémie,	ce	qui	n’est	pas	le	cas	pour	les	LT	CD8+	anti-Nef	(Xie	et	

al.,	2010).		

Cependant	une	forte	réponse	CD8+	cytotoxique	dirigée	contre	le	VIH	n’est	pas	détectée	chez	

tous	 les	 contrôleurs	du	VIH	 suggérant	 l’implication	d’autres	paramètres	 (Sáez-Cirión	et	al.,	

2009).	

	

2.4.3.	Contrôle	du	VIH	et	paramètres	génétiques	

	

En	plus	de	l’allèle	HLA-B*57,	les	allèles	B*5801	et	B*27	sont	également	surreprésentés	dans	

la	 population	 de	 contrôleurs	 du	 VIH	 et	 potentiellement	 liés	 à	 une	 forte	 réponse	 CD8+	

cytotoxique	(O’Connell	et	al.,	2009).		

D’autres	particularités	génétiques	peuvent	être	en	lien	avec	le	contrôle	de	l’infection	par	le	

VIH.	C’est	par	exemple	le	cas	d’une	mutation	de	la	molécule	CCR5	(Poropatich	and	Sullivan,	

2011).	Une	délétion	de	32	paires	de	bases	(CCR5Δ32)	introduit	un	codon	stop	et	aboutit	à	la	

production	d’une	protéine	tronquée	qui	sera	retenue	dans	les	endosomes	et	non	exprimée	à	

la	surface	de	la	cellule.	L’expression	hétérozygote	de	CCR5Δ32	limite	l’infection	des	cellules	

par	 les	 virus	 de	 tropisme	R5	et	 corrèle	 avec	une	progression	 lente	 vers	 la	 phase	 SIDA.	 Ce	
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polymorphisme	de	CCR5	est	d’ailleurs	plus	fréquent	chez	les	contrôleur	du	VIH	(Poropatich	

and	Sullivan,	2011).	

	

2.4.4.	Contrôle	du	VIH	et	paramètres	virologiques	

	

Plusieurs	 travaux	 ont	 d’abord	 suggéré	 que	 les	 contrôleurs	 du	 VIH	 étaient	 infectés	 par	 un	

virus	 déficient	 facilitant	 le	 contrôle	 de	 la	 réplication	 virale	 (O’Connell	 et	 al.,	 2009).	 Cette	

hypothèse	est	remise	en	cause	par	la	démonstration	(in	vitro	et	in	vivo)	que	des	virus	isolés	

chez	des	EC	se	répliquent	normalement	et	sont	bien	capables	d’infecter	de	novo	des	LT	CD4+	

(Salgado	 et	 al.,	 2014).	 De	 plus,	 les	 EC	 continuent	 à	 contrôler	 l’infection	 lorsqu’ils	 sont	

surinfectés	par	une	autre	souche	du	virus	et	une	même	souche	du	VIH	peut	très	bien	mener	

à	 une	 progression	 jusqu’au	 stade	 SIDA	 ou	 à	 un	 contrôle	 de	 l’infection	 selon	 les	 individus	

(O’Connell	et	al.,	2009).	Ce	dernier	point	a	été	établi	lors	d’une	étude	de	la	transmission	du	

virus	de	patients	en	phase	SIDA	à	des	individus	qui	contrôleront	l’infection.	

Pourtant,	 il	 a	 récemment	 été	 montré	 qu’un	 défaut	 d’expression	 de	 Nef	 par	 le	 virus	 est	

associé	à	un	contrôle	précoce	de	l’infection	(Kuang	et	al.,	2014).	Chez	certains	contrôleurs,	

un	défaut	du	virus	pourrait	donc	participer	à	leur	capacité	à	contrôler	l’infection.	

	

2.4.5.	Contrôle	du	VIH,	réponse	immunitaire	innée	et	réponse	intrinsèque	

	

Le	contrôle	précoce	de	l’infection,	dès	la	phase	de	primo-infection,	suggère	l’implication	de	

la	 réponse	 immunitaire	 innée.	 Les	 NK	 (Natural	 Killer)	 peuvent	 par	 exemple	 éliminer	 les	

cellules	présentant	une	expression	diminuée	des	molécules	du	CMH-I	suite	à	l’infection	par	

le	VIH	(Fauci	et	al.,	2005).	Le	phénotype	des	NK	est	altéré	chez	la	plupart	des	patients	VIH+	

mais	 reste	 inchangé	 chez	 les	EC	 (Barker	et	 al.,	 2007).	 L’expression	de	 récepteur	KIR	 (Killer	

Immunoglobulin-like	 Receptors)	 KIR3DS1	 par	 les	 NK	 et	 sa	 liaison	 à	 un	 HLA-B	 particulier	

pourrait	être	impliqué	dans	le	contrôle	de	l’infection	par	le	VIH	(Martin	et	al.,	2002).	Dans	ce	

cas,	il	s’agit	davantage	d’une	prédisposition	génétique.	Le	fonctionnement	des	NK	in	vivo	lors	

de	 l’infection	par	 le	VIH	 reste	 cependant	peu	 connu	et	 rend	donc	difficile	une	association	

formelle	entre	l’activité	des	NK	et	le	contrôle	de	la	réplication	virale	(Fauci	et	al.,	2005).		

D’autre	 part,	 le	 polymorphisme	 du	 	 récepteur	 de	 l’immunité	 innée	 TLR9	 et	 une	 forte	

concentration	de	MBL	(Mannose-binding	lectin)	dans	le	sérum	peuvent	favoriser	un	contrôle	

81



 

de	 l’infection	et	une	progression	 lente	de	 la	maladie	par	 les	patients	VIH+	 (Poropatich	and	

Sullivan,	2011).	

D’autres	 pistes,	 impliquant	 des	 réponses	 intrinsèques	 sont	 envisagées	 pour	 expliquer	 le	

contrôle	de	l’infection	par	le	VIH.	Le	facteur	de	restriction	APOBEC3G	bloque	l’intégration	du	

VIH.	 Une	 expression	 élevée	 d’APOBEC3G	 chez	 les	 patients	 VIH+	 permet	 une	 progression	

lente	vers	le	stade	SIDA	(Jin	et	al.,	2007).	De	la	même	façon,	l’expression	de	certains	allèles	

du	 gène	 codant	 pour	 TRIM5,	 un	 autre	 facteur	 de	 restriction	 du	 VIH,	 est	 en	 faveur	 d’un	

contrôle	de	l’infection	(Van	Manen	et	al.,	2008).	

	

2.4.6.	Contrôle	du	VIH	et	rôle	des	LT	CD4+	 	

	

Récemment,	le	répertoire	des	LT	CD4+	des	patients	VIH+	contrôleurs	a	été	étudié	(Benati	et	

al.,	 2016).	 Comparés	 à	 des	 patients	 VIH+	 traités,	 les	 contrôleurs	 présentent	 un	 biais	 du	

répertoire	 de	 TCR	 exprimés	 par	 leur	 LT	 CD4+	 en	 faveur	 d’un	 clonotype	 dirigé	 contre	 un	

peptide	immunoprévalent	de	la	protéine	gag	du	VIH.	Le	transfert	de	ce	TCR	particulier	dans	

des	LT	CD4+	issus	de	donneurs	sains	leur	confère	une	forte	affinité	contre	gag	et	la	capacité	à	

produire	simultanément	un	large	panel	de	cytokines	(Benati	et	al.,	2016).	D’autre	part,	les	LT	

CD4+	issus	de	patients	VIH+	contrôleurs	présentent	une	meilleure	avidité	pour	gag	(Vingert	et	

al.,	2010).	Un	maintien	de	 la	 fonction	des	LT	CD4+	mémoires	chez	 les	 contrôleurs	pourrait	

également	 être	 impliqué	 (Saez-Cirion	 et	 al.,	 2014).	 En	 effet,	 l’expression	 de	 la	 molécule	

inhibitrice	CTLA-4	et	de	la	molécule	pro-apoptotique	FOXO3a	est	réduite	à	la	surface	des	LT	

CD4+	mémoires	des	contrôleurs	du	VIH	(Saez-Cirion	et	al.,	2014).	

Nous	 avons	 largement	 abordé	 les	 Tfh	 dans	 la	 partie	 1.	 Les	 Tfh	 sont	 augmentés	 lors	 de	

l’infection	par	 le	VIH	et	 le	SIV.	Cependant,	chez	des	macaques	contrôlant	 l’infection	par	 le	

SIV,	 la	 proportion	 de	 Tfh	 est	 maintenue	 (Xu	 et	 al.,	 2015a).	 De	 plus,	 la	 fréquence	 de	 Tfh	

infectés	 chez	 l’hôte	 naturel	 du	 SIV	 (singe	 Mangabey)	 et	 moins	 importante	 que	 chez	 les	

patients	 VIH+	 et	 les	macaques	 SIV+	(Brenchley	 et	 al.,	 2012).	 Actuellement,	 peu	 d’éléments	

sont	 connus	 concernant	 un	 lien	 entre	 les	 Tfh	 et	 le	 contrôle	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH	 chez	

l’Homme.	

	

	

 

82



 

2.4.7.	Contrôle	du	VIH	et	réponse	humorale	

	

La	 réponse	 humorale	 est	 hétérogène	 chez	 les	 contrôleurs	 du	 VIH	 notamment	 en	 ce	 qui	

concerne	 les	 fonctions	effectrices	des	anticorps	anti-VIH.	Ainsi,	 seuls	quelques	 contrôleurs	

produisent	des	bnAbs	 (Scheid	et	al.,	2009a).	Des	contrôleurs	 infectés	par	deux	souches	du	

VIH	présentent	un	spectre	de	neutralisation	par	les	anticorps	plus	large	que	des	contrôleurs	

infectés	par	une	 seule	 souche	 (Pernas	et	al.,	 2015).	Cette	étude	 soutient	 l’hypothèse	d’un	

lien	 entre	 diversité	 antigénique	 et	 production	 de	 bnAbs.	 D’autre	 part,	 les	 capacités	

neutralisantes	 des	 anticorps	 anti-VIH	 ne	 sont	 pas	 meilleures	 chez	 des	 patients	 VIH+	

progresseurs	non	traités	que	chez	des	patients	VIH+	contrôleurs	(Lambotte	et	al.,	2009).	De	

plus,	 les	 spectres	 de	 neutralisation	 des	 anticorps	 produits	 par	 les	 contrôleurs	 sont	 très	

hétérogènes.	 Finalement,	 une	 présence	 accrue	 d’anticorps	 capables	 d’ADCC	 pourrait	

différencier	 les	 patients	 VIH+	 contrôleurs	 des	 non	 contrôleurs	 (Lambotte	 et	 al.,	 2009).	

Comme	 abordé	 précédemment,	 une	 récente	 étude	 démontre,	 chez	 les	 contrôleurs,	 une	

polyfonction	 des	 anticorps	 anti-VIH	 qui	 pourrait	 participer	 au	 contrôle	 de	 l’infection	

(Ackerman	 et	 al.,	 2016).	 Dans	 ce	 contexte,	 les	 IgG3	 et	 les	 IgG1	 anti-VIH	 seraient	 les	 plus	

aptes	à	adopter	ce	profil	polyfonctionnel	(Ackerman	et	al.,	2016).	Les	contrôleurs	produisent	

majoritairement	des	IgG1	tout	comme	les	non	contrôleurs	(Banerjee	et	al.,	2010).	Les	IgG1	

anti-p24	et	anti-gp120	sont	détectés	en	plus	grande	quantité	dans	le	sérum	des	contrôleurs	

comparé	 à	 des	 patients	 progresseurs	 non	 traités.	 Des	 IgG3	 anti-gp120,	 bien	 qu’en	 faible	

quantité,	 sont	plus	 fréquemment	détectés	dans	 le	 sérum	des	 contrôleurs	 (Banerjee	et	 al.,	

2010).	Dans	cette	étude,	aucune	différence	significative	n’est	relevée	concernant	la	présence	

d’IgG2	 anti-VIH	 bien	 que,	 globalement,	 la	 réponse	 IgG2	 anti-gp120	 soit	 prédominante	

comparée	à	 la	 réponse	anti-gp41	dans	 les	deux	groupes	de	patients.	D’autres	 travaux	ont	

montré	que	la	présence	d’IgG2	anti-gag	et	anti-gp41	corrèle	avec	la	diminution	de	la	charge	

virale	 chez	des	patients	 contrôleurs	 (Martinez	et	al.,	 2005;	Ngo-Giang-Huong	et	al.,	 2001).	

Cependant	 les	 patients	 contrôleurs	 étudiés	 ne	 présentent	 pas	 les	mêmes	 caractéristiques	

puisqu’ils	ont	été	inclus	soit	sur	des	critères	virologiques	(nombre	de	copies	d’ARN	viral/mL)	

(Banerjee	 et	 al.,	 2010)	 soit	 sur	 des	 critères	 immunologiques	 (nombre	 de	 CD4/μL)	 (Ngo-

Giang-Huong	et	al.,	2001).	Ainsi,	il	reste	difficile	de	tirer	des	conclusions	sur	les	paramètres	

impliqués	 dans	 le	 contrôle	 naturel	 du	 VIH	 puisque	 chaque	 observation	 est	 propre	 à	 une	

cohorte	en	particulier.	

83



 

	

Cette	 complexité	 de	 définition	 des	 contrôleurs	 du	 VIH	 amène	 parfois	 à	 des	 résultats	

divergents	 lors	 de	 l’étude	 de	 leurs	 réponses	 immunitaires.	 De	 nombreuses	 pistes	 ont	 été	

envisagées	pour	expliquer	 la	capacité	de	ces	patients	à	contrôler	naturellement	 l’infection.	

Cependant,	 aucune	 ne	 semble	 être	 privilégiée	 et	 il	 s’agit	 probablement	 de	 l’action	 d’un	

ensemble	de	facteurs	qui	peuvent	différer	selon	les	individus.	Ainsi,	nous	pouvons	supposer	

qu’il	existe	différents	«	schémas	»	combinant	des	paramètres	virologiques,	immunologiques	

et	génétiques	pour	permettre	à	certains	individus	de	contrôler	le	VIH.		

Dans	le	second	axe	de	ma	thèse,	j’ai	étudié	la	réponse	B	mémoire	dans	le	sang	de	patients	

contrôleurs	inclus	dans	la	cohorte	«	CODEX	».	

	

L’infection	 par	 le	 VIH	 a	 un	 impact	 sur	 la	 réponse	 humorale	 probablement	 en	 lien	 avec	

l’altération	des	CG.	Les	proportions	de	Tfh	et	de	LB	dans	les	CG	sont	anormalement	élevées	

lors	de	 l’infection	par	 le	VIH	et	 les	Tfh	semblent	présenter	un	défaut	fonctionnel.	Dans	ces	

conditions,	 la	réaction	du	CG	peut	être	perturbée	et	mener	 (a)	à	 la	production	d’anticorps	

auto-immuns,	via	la	sélection	de	clones	de	LB	peu	affins	et	(b)	à	un	délai	dans	la	maturation	

des	 LB	 pour	 la	 production	 d’anticorps	 anti-VIH	 hypermutés	 et	 hautement	 neutralisants.	

Quelques	 rares	 patients	 VIH+	 réussissent	 à	 contrôler	 l’infection	 par	 le	 VIH	 sans	 ART	mais	

cette	 capacité	 n’est	 pas	 nécessairement	 liée	 à	 de	 meilleures	 réponses	 humorales	 bien	

qu’elles	 y	 participent	 probablement	 dans	 certains	 cas.	 L’étude	 de	 la	 réponse	 immunitaire	

des	 contrôleurs	 du	 VIH	 est	 un	 point	 clé	 pour	 tenter	 de	 comprendre	 les	 mécanismes	

intervenant	 dans	 le	 contrôle	 de	 l’infection.	 Ces	 nouvelles	 connaissances	 pourront	 par	

exemple	être	appliquées	dans	l’élaboration	d’un	vaccin	anti-VIH.		

Quelques	 semaines	 après	 une	 infection	 ou	 une	 vaccination,	 des	 anticorps	 spécifiques	 de	

l’antigène	en	question	sont	facilement	détectables.	Les	interactions	Tfh/LB	sont	au	centre	de	

la	 production	 des	 anticorps	 et	 sont	 régies	 par	 de	 nombreux	 paramètres	 (voir	 partie	 1).	

Cependant,	 les	OLII	sont	difficiles	d’accès	chez	 l’Homme,	 limitant	 l’étude	des	Tfh	et	des	LB	

dans	ces	organes.	Récemment,	des	LTh	circulants,	présentant	des	capacités	à	induire	in	vitro	

une	maturation	des	 LB,	ont	été	 identifiés	dans	 le	 sang,	 compartiment	bien	plus	accessible	

que	 les	ganglions	ou	 la	 rate.	Cette	population	de	LTh	est	appelée	Tfh	périphériques	 (pTfh)	

(Morita	et	 al.,	 2011).	 Les	pTfh	 sont	 considérés	 comme	 le	 reflet	direct	des	Tfh	 (et	donc	de	
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l’activité	 des	 CG)	 et	 offrent	 ainsi	 la	 possibilité	 d’étudier	 les	 paramètres	 des	 réponses	 T	

dépendantes	dans	le	sang.	
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3.	Suivi	des	réponses	T	dépendantes	dans	le	sang	

	

Dans	 le	 sang,	 les	 lymphocytes	présents	peuvent	 à	 la	 fois	 être	des	 lymphocytes	effecteurs,	

des	lymphocytes	naïfs	provenant	des	OLI	et	des	lymphocytes	mémoires	provenant	des	OLII	

ou	 de	 la	MO.	 L’étude	 de	 ces	 populations	 lymphocytaires	 dans	 le	 sang	 permet	 d’avoir	 un	

aperçu	 de	 la	 réponse	 immunitaire	 initiée	 par	 (1)	 un	 agent	 pathogène	 dans	 un	 contexte	

infectieux	ou	(2)	par	la	vaccination.	

Je	vais	d’abord	décrire	 les	pTfh,	 leur	 identification	et	 leurs	fonctions.	J’aborderai	ensuite	 le	

suivi	 des	 pTfh	 dans	 le	 cadre	 de	 la	 vaccination	 et	 l’impact	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH	 sur	 ces	

cellules.	 Dans	 un	 second	 temps,	 je	 décrirai	 les	 différentes	 populations	 de	 LB	 dans	 le	 sang	

ainsi	que	les	outils	disponibles	pour	étudier	leur	spécificité	dans	le	contexte	de	l’infection	par	

le	VIH.	Pour	finir,	j’exposerai	les	impacts	de	l’infection	par	le	VIH	sur	les	LB	du	sang.	

	

3.1.	Les	Tfh	dans	le	sang	(pTfh)	

	

	 	 3.1.1.	Identification	et	fonctions	des	pTfh	

	

	En	 même	 temps	 que	 l’identification	 des	 Tfh	 dans	 les	 OLII,	 des	 LT	 CD4+CXCR5+	 ont	 été	

caractérisés	dans	le	sang	(Schaerli	et	al.,	2000).	Les	LT	CXCR5+	en	périphérie	co-expriment	les	

marqueurs	CD62L	et	CCR7	et	ont	été	proposés	comme	une	sous	population	de	LT	«	central	

mémoire	»	(Tcm)	qui	diffère	des	LT	«	effecteurs	mémoires	»	(Tem)	CCR7-.	D’autre	part,	les	LT	

CXCR5+	semblent	sécréter	moins	de	cytokines	comparés	aux	Tfh	dans	les	OLII	(Schaerli	et	al.,	

2000).	Cependant,	le	lien	entre	les	LT	CXCR5+	dans	le	sang	et	les	Tfh	dans	les	OLII	n’était	pas	

clairement	établi.	Plus	tard,	la	preuve	qu’une	délétion	du	gène	codant	pour	ICOS	mène	à	une	

réduction	des	LT	CXCR5+	dans	les	OLII	et	dans	le	sang	a	conforté	l’hypothèse	d’un	lien	entre	

ces	deux	populations	(Bossaller	et	al.,	2006).		

C’est	seulement	en	2011	que	Morita	et	al.	montrent	que	des	LB	du	sang	en	co-culture	avec	

des	 LT	CXCR5+	 du	 sang	produisent	 plus	 d’anticorps	 comparé	 à	 une	 co-culture	 avec	des	 LT	

CXCR5-	 (Morita	 et	 al.,	 2011).	 Les	 LT	 CXCR5+	 sont	 proposés	 comme	 le	 versant	 mémoire	

périphérique	des	Tfh	et	sont	alors	appelés	pTfh	(Chevalier	et	al.,	2011).	
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Comparée	aux	Tfh,	l’expression	de	CXCR5	et	ICOS	est	moins	intense	à	la	surface	des	pTfh	et	

Bcl-6	n’est	plus	exprimé	(Morita	et	al.,	2011;	Schaerli	et	al.,	2000;	Simpson	et	al.,	2010).		

Finalement,	 les	pTfh	forment	une	population	hétérogène	et	leur	origine	n’est	pas	claire.	Ils	

pourraient	provenir	des	centres	germinatifs	et/ou	d’étapes	extra-folliculaires	plus	précoces.		
	

3.1.2.	Les	différentes	populations	de	pTfh	

	

Les	pTfh	sont	appelés	Tfh1,	Tfh2	et	Tfh17	en	lien	avec	leurs	ressemblances	aux	Th1,	Th2	et	

Th17	 (Morita	 et	 al.,	 2011).	 L’hétérogénéité	 des	 pTfh	 peut	 notamment	 s’expliquer	 par	 le	

contexte	cytokinique	lors	de	la	différenciation	d’un	LT	CD4+	naïf	en	LTh.	Dans	le	paragraphe	

1.2.3.,	 nous	 avons	 vu	 que	 la	 différenciation	 en	 Tfh	 nécessite	 la	 présence	 d’IL-6,	 d’IL-21	 et	

l’engagement	d’ICOS.	Cependant,	la	présence	de	cytokines	additionnelles	impliquées	dans	la	

différenciation	d’autres	sous-type	de	LTh	influencerait	également	 la	différenciation	des	Tfh	

et	 dicterait	 leur	 futur	 profil	 fonctionnel	 (Hale	 and	 Ahmed,	 2015).	 Ainsi	 la	 présence	 d’IL-

12/IFNγ	 ou	 IL-4	 ou	 IL-6/	 IL-1β/TGFβ	 lors	 des	 premières	 étapes	 de	 différenciation	

influencerait	respectivement	l’apparition	de	Tfh1,	Tfh2	ou	Tfh17.		

L’expression	des	marqueurs	ICOS,	CCR7	et	PD-1	témoigne	de	l’état	activé	(ICOS+PD1+CCR7-)	

ou	quiescent	 (ICOS-PD-1+/-CCR7+)	 de	 ces	 cellules.	 Chaque	population	de	pTfh	présente	des	

aptitudes	différentes	à	 soutenir	 la	production	 in	 vitro	 d’anticorps	par	 les	 LB.	Alors	que	 les	

Tfh1	semblent	avoir	perdu	leur	aptitude	à	soutenir	 la	différenciation	des	LB,	 les	Tfh2	et	les	

Tfh17	activés	ont	bien	ce	rôle	:	les	Tfh2	vont	plutôt	induire	la	production		d’IgG	et	d’IgE,	alors	

que	les	Tfh17	favorisent	la	sécrétion	d’IgG	et	d’IgA	(Morita	et	al.,	2011).		

Une	population	particulière	de	pTfh	CCR7-PD-1hiCXCR5+CD4+	semble	provenir	de	LT	n’étant	

jamais	entrés	dans	les	CG,	suggérant	l’existence	d’une	réponse	mémoire	précoce	des	Tfh	(He	

et	al.,	2013).	Ces	pTfh	peuvent	induire	une	réponse	anticorps	rapide	lors	d’une	réexposition	

à	l’Ag	(He	et	al.,	2013).	

Plus	récemment,	des	travaux	ont	mis	en	évidence	que,	dans	le	sang,	les	LT	CD4+	sécrétant	de	

l’IL-21	sont	les	plus	proches	phénotypiquement	(expression	de	BCL-6,	MAF	et	CXCR5)	et	sur	

un	plan	fonctionnel	des	Tfh	des	OLII	(Schultz	et	al.,	2016).	

Les	pTfh	forment	donc	une	population	hétérogène.	En	fonction	du	contexte	inflammatoire,	

en	lien	avec	l’agent	infectieux	rencontré,	les	pTfh	adoptent	des	profils	différents	associés	à	

des	fonctions	différentes.	Le	suivi	des	populations	de	pTfh	dans	le	sang	permet	d’apprécier	
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la	qualité	de	la	réponse	immunitaire.	Dans	le	cadre	de	la	vaccination,	il	est	particulièrement	

important	d’avoir	un	aperçu	de	la	réponse	immunitaire	qui	a	été	initiée	de	façon	à	prédire	

l’efficacité	du	vaccin.	Ainsi,	étant	donné	le	lien	entre	les	Tfh	et	la	production	d’anticorps,	les	

pTfh	semblent	être	de	bons	marqueurs	de	l’efficacité	vaccinale.	

	

3.1.3.	pTfh	et	vaccination	

	

Plusieurs	 études	 mettent	 en	 évidence	 une	 corrélation	 positive	 entre	 l’augmentation	 des	

pTfh,	 une	 dizaine	 de	 jours	 après	 la	 vaccination	 anti-grippe,	 et	 l’apparition	 d’anticorps	

protecteurs	 dirigés	 contre	 influenza	 quelques	 semaines	 plus	 tard	 (Bentebibel	 et	 al.,	 2013;	

Pallikkuth	et	al.,	2012;	Spensieri	et	al.,	2013).	Bien	que	les	pTfh	ne	soient	pas	caractérisés	de	

la	même	façon	:	CD4+CXCR5+	(Pallikkuth	et	al.,	2012)	CD4+ICOS+CXCR3+CXCR5+	(Bentebibel	et	

al.,	2013)	ou	CD4+CXCR5-ICOS+IL-21+	(Spensieri	et	al.,	2013),	dans	tous	les	cas,	une	expansion	

des	 pTfh	 suite	 à	 la	 vaccination	 corrèle	 positivement	 avec	 l’apparition	 d’anticorps	 anti-

influenza.	D’autre	part,	les	pTfh	anti-influenza	présentent	bien	la	capacité	d’induire,	in	vitro,	

la	différenciation	des	LB	anti-influenza	en	plasmocytes.	

La	dynamique	des	pTfh	a	également	été	étudiée	dans	le	cadre	d’une	vaccination	anti-grippe	

comparant	de	jeunes	adultes	à	des	personnes	âgées	(Herati	et	al.,	2014).	L’augmentation	des	

pTfh	 CXCR5+PD1+	 dans	 le	 sang	 de	 sujets	 jeunes	 corrèle	 positivement	 avec	 la	 production	

d’anticorps	spécifiques.	Cette	corrélation	n’est	pas	retrouvée	chez	 les	personnes	âgées.	De	

plus,	 les	pTfh	de	personnes	âgées	présentent	une	 réduction	de	 l’expression	d’ICOS	et	une	

fonctionnalité	 in	vitro	moins	importante	comparativement	aux	pTfh	de	sujets	jeunes.	Cette	

différence	d’expansion	et	de	 fonctionnalité	des	pTfh	chez	 les	personnes	âgées	pourrait	en	

partie	refléter	 les	échecs	vaccinaux	observés	dans	cette	population	 lors	des	campagnes	de	

vaccination	anti-grippe.	

A	ce	jour,	une	seule	étude	s’est	intéressée	au	suivi	des	pTfh	dans	le	cadre	de	la	vaccination	

anti-VIH	 chez	 l’Homme	 (Schultz	 et	 al.,	 2016).	 Les	 individus	 impliqués	 dans	 l’essai	 «	Thaï	»	

RV144	(Supachai	Rerks-Ngarm,	Punnee	Pitisuttithum	et	al.,	2009)	présentent	une	proportion	

plus	 élevée	 de	 pTfh	 anti-VIH	 IL-21+	 comparés	 aux	 individus	 impliqués	 dans	 d’autres	

protocoles	de	vaccination	anti-VIH	(Schultz	et	al.,	2016).	L’essai	«	Thaï	»	est	actuellement	le	

seul	à	avoir	permis	une	réduction	de	31%	du	taux	d’infection	dans	 la	population	vaccinée.	
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L’augmentation	des	pTfh	chez	ces	individus	suggère	que	la	protection	pourrait	être	conférée	

par	les	anticorps	induits	par	cette	vaccination.		

La	même	observation	a	été	faite	dans	des	ganglions	de	macaques	lors	du	test	d’un	candidat	

vaccin	anti	VIH/SIV	(Vargas-inchaustegui	et	al.,	2016).	Dans	cet	essai,	la	fréquence	élevée	de	

pTfh	anti-SIV	 	IL-21+	est	associée	à	une	augmentation	de	la	taille	et	du	nombre	des	CG	et	à	

une	fréquence	accrue	de	LB	sécrétant	des	anticorps	anti-SIV.	

	

Dans	le	cadre	de	la	vaccination	anti-grippe,	une	augmentation	des	pTfh	semble	prédire	une	

bonne	protection	en	cas	d’infection	notamment	via	la	production	d’anticorps.	Mais	qu’en	est	

il	lors	de	l’infection	par	le	VIH	sans	vaccination	préalable.	Nous	avons	vu	dans	le	paragraphe	

2.2.1	 que	 les	 Tfh	 du	 CG	 sont	 affectés	 par	 le	 VIH.	 Je	 vais	maintenant	 aborder	 l’impact	 de	

l’infection	par	le	VIH	sur	les	pTfh	et	le	lien	potentiel	avec	la	production	de	bnAbs.	

	

3.1.4.	pTfh	et	infection	par	le	VIH	

	

Dans	 les	 ganglions,	 les	 Tfh	 sont	 hautement	 infectés	 et	 s’accumulent	 lors	 de	 la	 phase	

chronique	de	l’infection	par	le	VIH.	Les	pTfh	sont	également	préférentiellement	infectés	par	

le	VIH	et	forment	un	réservoir	du	virus	dans	le	sang	(Pallikkuth	et	al.,	2015).	Par	contre,	les	

observations	 divergent	 concernant	 les	 variations	 de	 leur	 proportions,	 tandis	 que	 certains	

observent	 une	 proportion	 de	 pTfh	 préservée	 (Cohen	 et	 al.,	 2014;	 Pallikkuth	 et	 al.,	 2012),	

d’autres	 montrent	 une	 augmentation	 (Locci	 et	 al.,	 2013;	 Pallikkuth	 et	 al.,	 2015)	 voir	 une	

diminution	(Bekele	et	al.,	2015;	Boswell	et	al.,	2014).	Cependant,	en	fonction	des	études,	les	

populations	de	pTfh	ne	sont	pas	identifiées	(a)	selon	les	mêmes	phénotypes	et/ou	(b)	lors	du	

même	stade	de	l’infection	et/ou	(c)	en	présence	ou	non	d’ART	(Tableau	3).	

De	 façon	 intéressante,	 la	proportion	de	pTfh	 identifiée	par	 le	phénotype	CD4+PD-1+CXCR3-

CXCR5+	corrèle	positivement	avec	l’apparition	de	bnAbs	dans	le	sang	de	patients	VIH+	ce	qui	

n’est	 pas	 le	 cas	 des	 pTfh	 seulement	 identifiés	 par	 le	 phénotype	 CD4+CXCR5+	 (Locci	 et	 al.,	

2013).	Cette	observation	soulève	2	points	:	 (a)	 le	choix	des	marqueurs	pour	 l’identification	

des	 pTfh	 est	 crucial	 et	 (b)	 la	 proportion	 de	 pTfh	 semble	 être	 liée	 à	 la	 capacité	 de	

neutralisation	 des	 anticorps.	 Cela	 peut	 expliquer	 la	 discordance	 des	 études	 concernant	 la	

dynamique	des	pTfh	lors	de	l’infection	par	le	VIH.	Certains	proposent	qu’une	diminution	des	
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pTfh	dans	le	sang	des	patients	VIH+	pourrait	être	due	à	une	rétention	des	Tfh	dans	les	OLII	

suite	à	l’altération	de	ces	structures	lors	de	l’infection	par	le	VIH	(Boswell	et	al.,	2014).	

	

Tableau	3	:	Dynamique	des	pTfh	chez	les	patients	VIH+.	N.D.	:	Non	déterminé.	
	

Le	phénotype	et	la	fonctionnalité	des	pTfh	sont	globalement	altérés	lors	de	l’infection	par	le	

VIH.	 La	 proportion	 de	 cellules	 exprimant	 ICOS	 et/ou	 PD-1	 est	 diminuée	 parmi	 les	 pTfh	

CD4+CXCR5+CD45RO+	dans	 le	sang	d’enfants	VIH+	comparé	à	des	donneurs	sains	(Bekele	et	

al.,	2015).	Les	pTfh	VIH+	présentent	également	un	profil	Tfh1	plus	marqué	comparé	au	pTfh	

VIH-	 se	 traduisant	 par	 une	 forte	 production	 d’IFNγ	 au	 détriment	 de	 l’IL-21	 (Cubas	 et	 al.,	

2015).	 Lors	 d’une	 stimulation	 avec	 un	 super-antigène,	 les	 pTfh	 VIH+	 expriment	 moins	 de	

cytokines	telles	que	l’IL-4	(Bekele	et	al.,	2015)	et	l’Il-21	et	apportent	moins	d’aide	au	LB	pour	

leur	différenciation	et	la	productions	d’anticorps	(Boswell	et	al.,	2014).		

Le	défaut	fonctionnel	des	pTfh	lors	de	l’infection	par	le	VIH	peut	avoir	des	répercussions	sur	

la	 réponse	 immunitaire	 contre	 d’autres	 infections	 telles	 que	 le	 virus	 influenza.	 Environ	 la	

moitié	 des	 patients	 VIH+	 sont	 dits	 «	non-répondeurs	»	 lors	 d’une	 vaccination	 anti-grippe,	

c’est	à	dire	qu’ils	ne	développent	pas	une	quantité	suffisante	d’anticorps	anti-influenza	pour	

être	protégés	de	 l’infection.	Tandis	que	chez	 les	patients	VIH+	 répondeurs	et	 les	donneurs	

contrôles,	la	proportion	de	pTfh	augmente	4	semaines	après	la	vaccination,	le	proportion	de	

pTfh	des	patients	VIH+	non-répondeurs	reste	quasiment	inchangée	(Pallikkuth	et	al.,	2012).	

De	plus,	la	co-culture	in	vitro	de	LB	avec	les	pTfh	des	patients	VIH+	non-répondeurs	mène	à	

une	 production	 réduite	 d’anticorps	 anti-influenza.	 Un	 défaut	 fonctionnel	 des	 pTfh	 semble	

Stade	 ART	 Progression	 Commentaires	 Phénotype	 Dynamique	 Ref.	
Chronique	 oui	 N.D.	 -	 CXCR5+	 Préservation	 (Pallikkuth	et	

al.,	2012)	

Chronique	 oui	 N.D.	 Cohorte	
d’enfants	

CXCR5+	or	
CD45RO+CXCR5+	 Perte	 (Bekele	et	al.,	

2015)	

Précoce	 non	 Contrôleurs	 Production	de	
bnAbs		 CXCR5+PD-1+	 Préservation	 (Cohen	et	al.,	

2014)	

Chronique	 non	 Progresseurs	 Initiation	d’ART	
=	%	Tfh	rétablit	

CCR7+CXCR5+	
CCR6+PD-1+	
(+/-CXCR3)	

Perte	 (Boswell	et	
al.,	2014)	

Précoce	
(environ	9	
mois)	

non	 N.D.	
Production	de	
bnAbs	(40	mois	
post-infection)	

PD-1+	CXCR3-		
(%	of	CXCR5+)	 Accumulation	 (Locci	et	al.,	

2013)	

Chronique	 oui	 N.D.	 -	 CCR7+CXCR5+PD-1+	
CXCR3-	 Accumulation	 (Pallikkuth	et	

al.,	2015)	
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donc	bien	être	à	l’origine	du	statut	non-répondeur	de	certains	patients	VIH+	(Pallikkuth	et	al.,	

2012)	

Malgré	 tout,	 la	 quantité	 de	 pTfh	 CD4+PD-1+	 CXCR5+CXCR3-ou+	dans	 les	 phases	 précoces	 de	

l’infection	(environ	4	mois	après	l’infection)	corrèle	positivement	avec	l’apparition	de	bnAbs	

plusieurs	mois	ou	années	plus	tard	(Cohen	et	al.,	2014;	Locci	et	al.,	2013).	D’autre	part,	plus	

la	proportion	de	pTfh	est	importante,	plus	le	spectre	de	neutralisation	des	bnAbs	sera	large	

(Cohen	 et	 al.,	 2014).	 Les	 travaux	 de	 Cohen	 et	 al.	 insistent	 sur	 l’importance	 d’une	

préservation	précoce	des	pTfh	 lors	de	 l’infection	par	 le	VIH.	En	effet,	bien	que	pendant	 la	

phase	chronique	aucune	différence	significative	ne	soit	relevée	concernant	la	proportion	de	

pTfh	entres	les	patients	VIH+	qui	sécréteront	des	bnAbs	(«	broad	»)	et	ceux	qui	sécréteront	

des	anticorps	faiblement	neutralisant	(«	narrow	»),	dans	 la	phase	précoce	de	 l’infection	 les	

patients	 narrow	 présentent	 clairement	 une	 proportion	 plus	 faible	 de	 pTfh	 comparé	 aux	

patients	broad.	D’un	point	de	vu	fonctionnel,	lorsque	des	pTfh	de	patients	narrow	ou	broad	

sont	mis	 en	 co-culture	 avec	 des	 LB,	 la	 même	 quantité	 d’Ig	 est	 détectée.	 Cependant,	 les	

anticorps	sécrétés	par	 les	LB	en	culture	avec	des	pTfh	 issus	du	sang	de	patients	broad	ont	

d’avantage	subi	la	commutation	de	classe	isotypique	en	lien	avec	une	expression	plus	forte	

du	gène	codant	pour	l’enzyme	AID	dans	ces	LB	(Cohen	et	al.,	2014).	

Pour	conclure,	les	pTfh	correspondent	au	compartiment	mémoire	circulant	des	Tfh.	Lors	de	

l’infection	 par	 le	 VIH,	 leur	 dynamique	 peut	 être	 modifiée.	 Cependant,	 selon	 la	 sous-

population	de	pTfh	étudiée,	une	préservation,	une	augmentation	ou	une	diminution	ont	été	

rapportés.		

La	facilité	d’accès	au	compartiment	sanguin	a	permis	de	mener	des	études	plus	approfondies	

sur	la	fonctionnalité	des	pTfh	lors	de	l’infection	par	le	VIH.	Les	pTfh	sont	donc	des	cibles	de	

l’infection	VIH	et	présentent	un	défaut	fonctionnel	dans	l’apport	d’aide	aux	LB.		

L’étude	des	pTfh	apporte	de	nouveaux	éléments	de	compréhension	concernant	 le	rôle	des	

Tfh	dans	le	défaut	de	la	réponse	humoral	chez	les	patients	VIH+.	De	plus,	étant	donné	leur	

rôle	 de	 réservoir,	 les	 pTfh	 pourront	 être	 étudiés	 pour	 estimer	 l’efficacité	 de	 nouveaux	

traitements	sur	la	latence	du	virus	et	la	purge	du	réservoir.		
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3.2.	Les	LB	dans	le	sang	

L’étude	des	pTfh	permet	de	mieux	comprendre	les	mécanismes	impliqués	dans	le	défaut	de	

la	réponse	humorale	lors	de	l’infection	par	le	VIH	alors	que	les	LB	sont	le	reflet	direct	de	la	

qualité	de	la	réponse	humorale.	Ainsi,	les	sous-populations	de	LB	du	sang	ont	largement	été	

étudiées	 et	 leur	 phénotype	 est	 bien	 établi.	 Je	 vais	 d’abord	 décrire	 les	 différentes	 sous-

populations	 de	 LB	 dans	 le	 sang.	 J’aborderai	 ensuite	 brièvement	 les	 outils	 existant	 pour	

étudier	les	LB	spécifiques	du	VIH	avant	d’exposer	l’impact	de	l’infection	sur	les	populations	

de	LB.	

3.2.1.	Identification	des	populations	de	LB	dans	le	sang	

Quatre	 grandes	 populations	 de	 LB	 sont	 présentes	 dans	 le	 sang	:	 Les	 LB	

immatures/transitionnels,	Les	LB	matures	naïfs,	 Les	LB	mémoires	et	 les	cellules	sécrétrices	

d’anticorps	 (CSA)	 (Kaminski	 et	 al.,	 2012)	 (Tableau	 4).	 Toutes	 ces	populations	 expriment	 le	

marqueur	CD19.	

Les	 LB	 immatures/transitionnels	sont	 identifiés	 par	 le	 phénotype	 IgD+CD27-.	 Le	marqueur	

CD10	permet	de	séparer	les	stades	T1/T2	(CD10+)	du	stade	T3	(CD10-).	Une	perte	progressive	

de	l’expression	des	marqueurs	CD24	et	CD38	permet	de	distinguer	le	stade	T1	du	stade	T2	

(Tableau	4).	

Les	LB	matures	naïfs	sont	à	première	vue	semblables	au	LB	en	stade	T3	(IgD+CD27-CD10-).	Ils	

sont	cependant	 les	précurseurs	circulants	des	LB	du	CG,	des	LB	mémoires	et	des	ASC	et	se	

différencient	des	LB	T3	par	l’expression	de	molécules	de	co-stimulation	telles	que	CD80/86	

(Tableau	4).	

Les	 LB	 mémoires	 se	 caractérisent	 par	 l’expression	 du	 marqueur	 CD27,	 comme	 les	 LT	

mémoires.	Le	compartiment	des	LB	mémoires	se	divise	en	plusieurs	sous-populations.	Les	LB	

mémoires	n’ayant	pas	subi	 le	switch	 isotypique	expriment	encore	 l’IgD	 (CD27+IgD+)	qui	est	

perdue	à	la	surface	des	LB	mémoires	switchés	en	plus	d’une	perte	de	l’IgM	(CD27+IgD-IgM-).	

Une	population	de	LB	CD27+IgD-IgM+	est	appelée	«	marginal	zone-like	»	(MZ-like).	Les	LB	MZ-
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like	 semblent	provenir	directement	de	 la	 zone	marginale	de	 la	 rate	et	 sont	en	 charge	des	

réponses	T	indépendantes	dirigées	contre	les	bactéries	(Weller	et	al.,	2004)	(Tableau	4).	

Les	 CSA	 sont	de	phénotype	 IgD-CD27hiCD38hi	et	ont	perdu	 l’expression	du	marqueur	CD20	

généralement	 exprimé	 par	 les	 autres	 populations	 de	 LB.	 Les	 CSA	 sont	 divisées	 en	 2	 sous	

populations	:	 les	 plasmocytes	 et	 les	 plasmablastes.	 Nous	 avions	 abordé	 la	 différenciation	

dans	 les	 OLII	 de	 ces	 sous-populations	 dans	 les	 paragraphes	 1.3.3.2.1	 et	 1.4.4.1.2.	 Les	

plasmocytes	 expriment	 le	 marqueur	 CD138	 ce	 qui	 n’est	 pas	 le	 cas	 des	 plasmablastes	

(Tableau	4).	

Populations	 Sous-populations	 Phénotype	

LB	immatures/naïfs	
T1	 IgD+CD27-CD10+CD24hiCD38hi	
T2	 IgD+CD27-CD10+CD24+CD38+	
T3	 IgD+CD27-CD10-CD24+/-CD38+/-	

LB	matures	naïfs	 IgD+CD27-CD10-CD80/86+	

LB	mémoires	
Non	switchés	 IgD+CD27+	
Switchés	 IgD-IgM-CD27+	
MZ-like	 IgD-IgM+CD27+	

Cellules	sécrétrices	d’anticorps	
(CSA)	

Plasmocytes	 CD20-IgD-CD27hiCD38hiCD138+	
Plasmablastes	 CD20-IgD-CD27hiCD38hiCD138-	

Tableau	4	:	Phénotype	des	différentes	populations	de	LB	du	sang.	Toutes	les	populations	de	
LB	expriment	 le	marqueur	CD19.	Le	marqueur	CD20	est	également	exprimé	par	 les	LB	sauf	
par	 les	 CSA.	 L’expression	 du	marqueur	 CD10	 est	 perdue	 par	 toutes	 les	 populations	 de	 LB	
matures.	

Dans	 le	 contexte	 particulier	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH,	 4	 sous-populations	 de	 LB	 sont	

classiquement	identifiées	en	se	basant	sur	l’expression	de	marqueurs	CD21	et	CD27	(Moir	et	

al.,	2008).	Ces	populations	sont	nommées	:	

• Activated	memory	(AM):	CD27+CD21-

• Resting	memory	(RM):	CD27+CD21+

• Intermediate	memory	(IM):	CD27-CD21+

• Tissue	like	memory	(TLM):	CD27-CD21-

J’aborderai	dans	le	paragraphe	3.2.3	la	dynamique	de	ces	sous-populations	lors	de	l’infection	

par	le	VIH.	
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3.2.2.	Les	outils	pour	étudier	les	LB	spécifiques	du	VIH	dans	le	sang	

L’étude	de	la	quantité	et	de	la	qualité	des	anticorps	anti-VIH	dans	le	sang	des	patients	VIH+	

permet	 d’apprécier	 la	 qualité	 de	 la	 réponse	 humorale.	 Cependant,	 il	 est	 également	

indispensable	 de	 pouvoir	 étudier	 la	 fréquence	 et	 le	 phénotype	 des	 LB	 à	 l’origine	 de	 la	

production	 de	 ces	 anticorps.	 La	 caractérisation	 des	 LB	 spécifiques	 du	 VIH	 dans	 le	 sang	

permet	 d’évaluer	 le	 maintien	 des	 réponses	 B	 mémoires	 dans	 différentes	 cohortes	 de	

patients	VIH+	et	de	 relier	 ces	observations	à	d’autres	paramètres	 comme	 la	 fonctionnalité	

des	Tfh	ou	les	capacités	neutralisantes	des	anticorps.		

Classiquement,	2	approches	sont	utilisées	pour	étudier	les	LB	spécifiques	du	VIH	:	

• Par	cytométrie	de	flux,	l’incubation	des	LB	avec	un	trimère	de	protéines	d’enveloppe

gp140	permet	d’identifier	les	LB	exprimant	un	BCR	spécifique	de	la	gp140	(Scheid	et

al.,	2009b).	 Il	est	ensuite	possible	de	déterminer	 la	répartition	des	LB	anti-VIH	dans

les	différentes	sous-populations.

• L’Elispot	B	est	une	méthode	utilisée	depuis	les	années	90	permettant	de	déterminer

la	fréquence	des	LB	spécifiques	de	divers	Ag	du	VIH	(Shirai	et	al.,	1992).	Aujourd’hui,

la	 large	 gamme	d’anticorps	 disponible	 sur	 le	marché	 permet	 de	 faire	 un	 screening

complet	 des	 LB	 anti-VIH	 en	 combinant	 divers	 Ag	 du	 VIH	 et	 des	 anticorps	 de

révélations	 ciblant	 les	différents	 isotypes	d’Ig.	A	notre	 connaissance,	 aucune	étude

ne	s’est	 intéressée	aux	sous	types	d’IgG	(IgG1,	 IgG2,	 IgG3	et	 IgG4)	sécrétées	par	 les

LB,	par	la	méthode	d’Elispot	B	et	particulièrement	dans	le	contexte	de	l’infection	par

le	VIH.	Cette	méthode	nécessite	au	préalable	de	différencier	 in	vitro	 les	LB	en	CSA.

Les	 détails	 de	 cette	 technique	 seront	 abordés	 dans	 la	 partie	 «	Matériel	 et

Méthodes	»	de	l’axe	2	du	chapitre	«	RÉSULTATS	».

3.2.3.	Impact	de	l’infection	par	le	VIH	sur	les	populations	de	LB	dans	le	sang	

Les	populations	de	LB	du	sang	sont	altérées	 lors	de	 l’infection	par	 le	VIH	 	(Moir	and	Fauci,	

2013).	

Globalement,	 les	 LB	 immatures/transitionnels,	 les	 plasmablastes,	 les	 LB	 AM	 et	 TLM	 sont	

augmentés	 dans	 le	 sang	 de	 patients	 VIH+	 non	 traités	 comparé	 à	 des	 donneurs	 sains.	 Au	

contraire,	 les	 LB	 RM,	 impliqués	 dans	 le	 maintien	 de	 la	 réponse	 humorale,	 sont	 diminués	
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(Moir	and	Fauci,	2013).	Les	contrôleurs	du	VIH	présentent	une	proportion	plus	 importante	

de	LB	RM	et	AM	comparés	aux	patients	VIH+	non	contrôleurs	(Pensieroso	et	al.,	2013).	

L’augmentation	des	plasmablastes	est	liée	à	l’hypergammaglobulinémie	largement	observée	

chez	 les	 patients	 VIH+.	 Avec	 les	 LB	 AM,	 les	 plasmablastes	 forment	 une	 population	 de	 LB	

fortement	 activés	qui	 expriment	notamment	 les	marqueurs	 Ki-67	 (plasmablastes)	 et	 CD95	

(AM).	Ces	cellules	sont	particulièrement	sujettes	à	la	mort	par	apoptose.	

Les	 LB	 TLM	ont	 d’abord	 été	 identifiés	 dans	 les	 amygdales	 comme	 exprimant	 le	 récepteur	

inhibiteur	FCRL4	puis	une	population	similaire	a	été	identifiée	dans	le	sang	de	patients	VIH+	

(Moir	et	al.,	2008).	Les	LB	TLM	correspondent	à	une	population	de	LB	épuisés	notamment	en	

lien	avec	l’expression	de	FCRL4.	Ce	récepteur	inhibiteur	est	d’ailleurs	exprimé	plus	fortement	

sur	 les	 TLM	 de	 patients	 VIH+	 virémiques	 non	 traités	 comparés	 aux	 patients	 traités	 non	

virémiques	en	lien	avec	leur	plus	faible	capacité	à	proliférer.	L’augmentation	des	TLM	touche	

particulièrement	 les	 patients	 VIH+	 virémiques	 et	 les	 LB	 anti-VIH	 sont	 principalement	 des	

TLM.	L’initiation	des	ART	permet	de	contrôler	la	virémie	et	de	diminuer	la	proportion	de	TLM	

chez	les	patients,	par	contre	ils	ne	permettent	pas	de	restaurer	totalement	le	compartiment	

RM	(Moir	and	Fauci,	2013).	Chez	les	patients	VIH+	contrôleurs,	la	proportion	de	LB	TLM	est	

similaire	 à	 celle	 observée	 chez	 des	 individus	 non	 infectés	 ou	 des	 patients	 VIH+	 traités	

avirémiques	 (Buckner	 et	 al.,	 2016;	 Pensieroso	 et	 al.,	 2013).	 D’autre	 part,	 	 chez	 les	

contrôleurs,	 la	 proportion	 de	 LB	 TLM	 anti-VIH	 est	 réduite	 au	 profit	 du	 compartiment	 RM	

(Buckner	et	al.,	2016).		

Les	 patients	 non	 traités	 virémiques	 présentent	 également	 un	 défaut	 d’expression	 de	

molécules	 de	 co-stimulation	 telles	 que	 CD80/86	 à	 la	 surface	 de	 leur	 LB	 totaux	 circulants	

pouvant	altérer	l’apport	des	signaux	au	LT	CD4+	(Malaspina	et	al.,	2003).	

Pour	conclure,	le	défaut	de	maturation	des	LB	dans	les	OLII	lors	de	l’infection	par	le	VIH	se	

répercute	 sur	 les	 populations	 de	 LB	 du	 sang.	 Une	 perte	 des	 LB	 mémoires	 et	 une	

augmentation	des	plasmablastes	peuvent	expliquer	 les	altérations	de	 la	réponse	humorale	

chez	les	patients	VIH+.	Au-delà	de	l’étude	des	LB	dans	leur	globalité	il	paraît	indispensable	de	

s’intéresser	 particulièrement	 aux	 LB	 spécifiques	 du	 VIH	 à	 l’origine	 des	 anticorps	 anti-VIH.	

L’analyse	de	leur	phénotype	et	de	leur	fréquence	permettrait	de	comprendre	la	qualité	de	la	

réponse	humorale	anti-VIH	qui	en	résulte,	notamment	chez	les	contrôleurs	du	VIH.	
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OBJECTIFS	DU	TRAVAIL	DE	THÈSE	
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Les	 individus	 infectés	par	 le	VIH	présentent	un	défaut	du	compartiment	B	mémoire	et	des	

réponses	humorales,	en	particulier	des	réponses	anti-VIH.	Les	réponses	humorales	s’initient	

suite	aux	 interactions	entre	 les	Tfh	et	 les	LB	dans	 les	OLII.	 Les	Tfh	sont	 infectés	par	 le	VIH	

mais,	de	 façon	paradoxale,	 leur	proportion	est	augmentée	dans	 les	OLII	des	patients	VIH+.	

Certaines	études	suggèrent	une	altération	des	fonctions	des	Tfh	lors	de	l’infection	par	le	VIH.	

Cependant	les	mécanismes	à	l’origine	de	ce	potentiel	défaut	restent	mal	compris.	De	plus,	la	

majorité	 des	 études	 chez	 l’Homme	 se	 sont	 concentrées	 sur	 les	 Tfh	 des	 ganglions	 et	 des	

amygdales	mais	aucune	ne	décrit	les	Tfh	de	la	rate	chez	des	individus	infectés	par	le	VIH.	La	

rate	étant	l’organe	où	les	réponses	immunitaires	contre	les	agents	infectieux	circulant	dans	

le	sang	s’initient,	l’étude	de	cet	organe	semble	pertinente	dans	le	contexte	de	l’infection	par	

le	VIH.		

Mon	hypothèse	de	 travail	 était	que	 l’interaction	entre	 les	Tfh	et	 les	 LB	est	altérée	 lors	de	

l’infection	 par	 le	 VIH,	 ce	 qui	 pourrait	 être	 à	 l’origine	 du	 défaut	 des	 réponses	 B	mémoires	

observé	chez	les	patients	VIH+.		

Un	défaut	d’interaction	Tfh/LB	pourrait	s’expliquer	par	:	

(a)	des	interactions	entre	les	molécules	de	co-stimulation	altérées	;	

(b)	un	défaut	de	sécrétion	des	cytokines	par	les	Tfh	et/ou	les	LB	;		

(c)	une	altération	de	l’interaction	TCR/CMH-IIpeptide.	

	Dans	 le	 premier	 axe	 de	ma	 thèse,	 je	me	 suis	 concentrée	 sur	 les	 points	 (a)	 et	 (b)	 en	me	

plaçant	du	côté	du	Tfh,	dans	un	organe	particulier	:	la	rate.		Les	objectifs	ont	été	de	:	

- Caractériser	 les	Tfh,	 les	CG-Tfh	et	 les	Tfr	dans	des	 rates	VIH+	et	des	 rates	contrôles	

issus	de	donneurs	non	infectés	par	le	VIH	(VIH-).	

- Caractériser	les	populations	de	LB	dans	des	rates	VIH+	et	des	rates	VIH-	

- Analyser	 le	 profil	 transcriptionnel	 des	 Tfh	 et	 des	 CG-Tfh	 issus	 des	 rates	 VIH+	

comparées	aux	rates	VIH-	

- Étudier	 le	profil	 de	production	de	 cytokines	des	 splénocytes	 issus	de	 rates	VIH+	ou	

VIH-	après	stimulation.	

Cette	première	étude	a	permis	de	mettre	en	évidence	 le	défaut	 fonctionnel	des	Tfh	de	 la	

rate	lors	de	l’infection	par	le	VIH	en	lien	avec	un	défaut	de	la	maturation	des	LB.		
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Dans	 le	 second	axe	de	ma	 thèse,	 je	me	suis	 intéressée	aux	 réponses	B	mémoires	anti-VIH	

dans	différentes	 cohortes	de	patients	 infectés	par	 le	VIH	:	des	 contrôleurs	non	virémiques	

(EC),	 des	 contrôleurs	 virémiques	 (VC)	 et	 des	 patients	 sous	 ART	 (cART)	;	 comparés	 à	 des	

individus	non	infectés.	Les	premiers	objectifs	de	cette	seconde	étude	ont	été	de	:	

- Analyser	 les	différentes	populations	de	 LB	mémoires	dans	 le	 sang	de	patients	VIH+	

contrôleurs	ou	non	contrôleurs	comparés	à	des	individus	non	infectés.	

- Déterminer	 la	 fréquence	 des	 LB	 mémoires	 spécifiques	 du	 VIH	 dans	 les	 différents	

groupes	de	patients	VIH+.	

- Caractériser	les	réponses	B	mémoires	anti-VIH	chez	les	contrôleurs	:	les	antigènes	du	

VIH	reconnus	et	l’isotype	(IgG1,	IgG2,	IgG3)	des	anticorps	produits.	

- Analyser	les	capacités	neutralisantes	des	anticorps	présents	dans	le	sérum	des	EC.	

Dans	cette	étude,	 la	cohorte	d’EC	était	divisée	en	2	groupes	:	HLA-B*57+	et	HLA-B*57-.	

Etant	donné	l’association	entre	l’expression	de	cet	allèle,	l’existence	de	fortes	réponses	

CD8+	 cytotoxiques	 et	 le	 contrôle	 de	 l’infection,	 il	 nous	 a	 semblé	 important	 de	

différencier	ces	2	groupes.	L’étude	différentielle	 les	EC	HLA-B*57+	et	HLA-B*57-	permet	

de	poser	des	questions	complémentaires,	à	savoir	:	

- Y	a-t-il	 une	différence	au	niveau	des	 compartiments	B	mémoires	entre	 les	EC	HLA-

B*57+	et	HLA-B*57-	?		

- La	fréquence	de	LB	mémoires	anti-VIH	est-elle	différente	entre	 les	EC	HLA-B*57+	et	

HLA-B*57-	?	

- La	proportion	d’EC	HLA-B*57+	présentant	des	réponses	B	mémoires	anti-VIH	est-elle	

la	même	que	la	proportion	d’EC	HLA-B*57-	?	

- Y	a-t-il	une	différence	de	la	capacité	de	neutralisations	des	anticorps	produits	par	les	

EC	HLA-B*57+	et	HLA-B*57-	?	
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AXE	1	DU	TRAVAIL	DE	THÈSE	:		

Caractérisation	des	Populations	de	Tfh	dans	des	

rates	de	patients	infectés	par	le	VIH	
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RÉSUMÉ	DE	L’AXE	1	

	

Les	lymphocytes	T	folliculaires	helper	(Tfh)	sont	impliqués	dans	l’apport	d’aide	aux	LB	pour	

leur	différenciation	et	la	maturation	de	leurs	anticorps.	Plusieurs	travaux	ont	déjà	démontré	

l’altération	de	la	différenciation	des	LB	lors	de	l’infection	par	le	VIH,	suggérant	un	défaut	des	

Tfh.	En	effet,	 in	 vitro,	des	Tfh	 issus	de	ganglions	de	personnes	VIH+	n’apportent	pas	 l’aide	

nécessaire	 aux	 LB	pour	 la	 production	d’anticorps.	 Cependant	 peu	d’éléments	 sont	 connus	

sur	les	mécanismes	pouvant	mener	à	un	défaut	fonctionnel	des	Tfh	lors	de	l’infection	par	le	

VIH.	De	plus,	la	majorité	des	études	se	sont	intéressées	aux	Tfh	présents	dans	les	ganglions	

et	les	amygdales.	

La	 rate	 étant	 l’organe	 où	 les	 réponses	 immunitaires	 contre	 les	 pathogènes	 du	 sang	 sont	

initiées,	j’ai	d’abord	étudié	les	Tfh	spléniques	lors	de	la	phase	chronique	de	l’infection	par	le	

VIH	comparés	aux	Tfh	issus	de	rates	non	infectées	par	le	VIH.		

J’ai	 identifié	 les	populations	de	Tfh,	Tfh	du	CG	 (CG-Tfh)	et	Tfh	 régulateurs	 (Tfr)	 issus	de	 la	

rate	 par	 cytométrie	 de	 flux.	 Les	 populations	 de	 Tfh	 et	 CG-Tfh	 sont	 en	 proportions	 plus	

importantes	dans	les	rates	VIH+	comparé	aux	rates	VIH-.	Les	Tfr	sont	également	augmentés,	

suggérant	une	activité	soutenue	des	CG	dans	la	rate	lors	de	l’infection	par	le	VIH.	L’analyse	

du	 profil	 d’expression	 des	 gènes	 dans	 les	 Tfh	 et	 les	 CG-Tfh	 a	 révélé	 une	 réduction	 de	

l’expression	 des	 ARNm	 codant	 pour	 des	molécules	 de	 co-stimulation,	 de	 régulation	 et	 de	

transduction	du	signal.	J’ai	ensuite	mis	en	évidence	une	diminution	de	la	production	d’IL-4	et	

d’IL-10	par	les	splénocytes	VIH+	comparé	aux	splénocytes	VIH-.	Parallèlement,	la	maturation	

des	 LB	 est	 altérée	 dans	 les	 rates	 VIH+	 avec	 notamment	 une	 augmentation	 des	 CG-LB	 au	

détriment	des	LB	mémoires.		

Ces	travaux	soulignent	un	défaut	fonctionnel	des	Tfh	et	des	CG-Tfh	dans	la	rate	des	patients	

chroniquement	infectés	par	le	VIH	en	lien	avec	le	défaut	de	maturation	des	LB	observé.	

	

J’ai	 publié	 ces	 travaux	 en	 1er	 co-auteur	 dans	 le	 journal	Plos	One	 en	 2015	 (Colineau	 et	 al.,	

2015).	
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Abstract
Follicular helper T (Tfh) cells within secondary lymphoid organs control multiple steps of B
cell maturation and antibody (Ab) production. HIV-1 infection is associated with an altered B
cell differentiation and Tfh isolated from lymph nodes of HIV-infected (HIV+) individuals pro-
vide inadequate B cell help in vitro. However, the mechanisms underlying this impairment of
Tfh function are not fully defined. Using a unique collection of splenocytes, we compared
the frequency, phenotype and transcriptome of Tfh subsets in spleens from HIV negative
(HIV-) and HIV+ subjects. We observed an increase of CXCR5+PD-1highCD57-Tfh and ger-
minal center (GC) CD57+ Tfh in HIV+ spleens. Both subsets showed a reduced mRNA
expression of the transcription factor STAT-3, co-stimulatory, regulatory and signal trans-
duction molecules as compared to HIV- spleens. Similarly, Foxp3 expressing follicular regu-
latory T (Tfr) cells were increased, suggesting sustained GC reactions in chronically HIV+

spleens. As a consequence, GC B cell populations were expanded, however, complete
maturation into memory B cells was reduced in HIV+ spleens where we evidenced a
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compromised production of B cell-activating cytokines such as IL-4 and IL-10. Collectively
our data indicate that, although Tfh proliferation and GC reactions seem to be ongoing in
HIV-infected spleens, Tfh “differentiation” and expression of costimulatory molecules is
skewed with a profound effect on B cell maturation.

Introduction
T follicular helper cells (Tfh) are a specialized subset of CD4 T cells that support the multiple
steps of B cell maturation and differentiation into long-lived plasma cells. Tfh cells are charac-
terized by the expression of the chemokine (C-X-C motif) receptor (CXCR) 5 that allows their
migration towards the chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL) 13, a chemokine strongly
expressed in the follicles of the spleen, lymph nodes, and Peyer’s Patches. In these follicles, Tfh
cells provide cognate help to B cells, promoting germinal center (GC) B cell responses and
long-term protective humoral immunity. Tfh cells are characterized by a very high expression
of co-stimulatory molecules involved in B help such as Inducible T-cell Costimulator (ICOS),
OX40 and CD40 ligand (CD40L) [1]. They also express high levels of Programmed Death-1
(PD-1). One functional feature of Tfh cells is their high capacity to secrete Interleukin-21 (IL-
21) and IL-4, which are necessary for GC formation and B cell differentiation into long-lived
plasma cells, respectively [2,3]. In addition to the lineage-specific transcriptional regulator B
cell lymphoma-6 (Bcl6), transcription factor achaete-scute homologue 2 (ASCL2) is selectively
upregulated in Tfh cells and initiates their development [4]. Tfh cell differentiation may be
driven by ICOS [5] and CD28 [6] signals during the priming by dendritic cells (DCs) of CD4 T
cells into Tfh and during Tfh expansion, particularly in response to infection. After priming,
membrane expression of chemokine receptors CCR7 is down-regulated while CXCR5 is up-
regulated thus allowing Tfh cells to migrate towards the follicle. The first antigen specific inter-
action between Tfh and B cells takes place at the T/B border in secondary lymphoid organs.
The second interaction occurs within the germinal center between GCTfh and GC B cells.
CD40L/CD40, OX40/OX40L, Signaling Lymphocyte Activation Molecule (SLAM) family
members and adhesion molecules that strengthen GCTfh / GC B cell interaction are required
for full B cell maturation. These interactions activate B cell somatic hyper-mutation of Ig vari-
able regions and selection of high-affinity B cells. Of note, GCTfh cell maintenance requires
sustained antigenic stimulation by GC B cells. Thus Tfh and GC B cell numbers are closely
interrelated [7].

Recently, T follicular regulatory cells (Tfr) have been described as the regulatory counterpart
of the Tfh population [8–11]. Tfr most probably derive from natural T regulatory cells that up-
regulate Bcl6 and migrate into follicles after up-regulation of CXCR5 and PD-1 [9]. Hence, Tfr
cells share features with both conventional Treg cells and Tfh cells. Similarly to Tregs, they
express the typical markers Forkhead Box P3 (Foxp3) and CTLA-4. Tfr also produce high
amounts of IL-10 and control the GC reaction to prevent the emergence of autoantibodies [9–
12].

In lymph nodes, Tfh cells expand during the chronic phase of HIV infection [13,14]. The
expansion of Tfh cells is highly associated with the viremia, along with increased GC B cell and
plasma cell populations [14]. Similarly, in the non-human primate model of SIV-infection, Tfh
accumulation is associated with increased frequency of GC B cells and SIV-specific antibodies
[15,16]. Interestingly, when cocultured in vitro with autologous B cells, Tfh cells from HIV-
infected subjects fail to provide adequate B cell help, which may be related to the increased

Splenic Tfh Subsets in HIV-1 Infection
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PD-L1 expression on B cells [17]. Tfh cells are also targets of HIV infection, replication and
production [13]. Regarding humoral responses, HIV infection impairs B cell maturation caus-
ing a loss of memory B cells and an expansion of plasma cells [14,17–19]. It should be noted
that most of these studies were restricted to lymph nodes.

Because spleen is the largest lymphoid organ and the place where immune responses against
blood-borne pathogens are elicited, we decided to characterize splenic Tfh cell populations of
HIV-infected individuals. During the 90s, before introduction of Highly Active Antiretroviral
Therapy (HAART), Autran and colleagues collected spleen samples from HIV- donors and
untreated HIV-1+ individuals [20–24]. At that time, immune thrombocytopenic purpura (ITP)
was a frequent complication of HIV infection. To resolve thrombocytopenia, splenectomy was
proposed as treatment for HIV+ patients who did not respond to standard therapy [25]. Studies
of such clinical specimens led to important breakthroughs in the comprehension of HIV inter-
ference with immune system. One of the most important work performed on HIV-infected
white pulps revealed for the first time, that infected CD4 T cells are present in lymphoid area
where they might be eliminated by HIV-specific cytotoxic T lymphocytes infiltrated in the
spleen [24]. Indeed, a topological study of the CTL response showed that HIV specific cytotoxic
T lymphocytes (CTL) co-localize with HIV-producing cells in germinal centers [26], suggesting
an efficient CD8 priming in vivo. In line with this, antiviral CTL immune responses directed
against Nef protein have been evidenced [27]. Taking advantage of this unique collection of
splenocytes, we performed an extensive characterization of splenic Tfh and B cells from HIV+

and HIV- individuals.
Here, we uncover that Tfh, GCTfh and Tfr cells from the spleen of HIV-infected patients

are expanded as compared to those of uninfected individuals. However, chronic HIV-infection
severely impacts the transcription profiles of splenic Tfh and GCTfh, particularly affecting the
expression of genes implicated in costimulation, inhibition and signal transductions. We show
that splenocytes from HIV+ individuals fail to produce IL-10 and IL-4 that are of particular
importance for B cell maturation and the regulation of GC reaction. As a putative consequence
of Tfh and Tfr dysfunctions, we evidenced a skewed B cell maturation towards an expansion of
GC B cells population at the cost of memory B cells in HIV+ spleens.

Materials and Methods
Samples
Spleens were obtained from organ transplant donors or from patients requiring therapeutic
splenectomy. The spleen collection consists of 4 groups: HIV negative Immune Thrombocyto-
penic Purpura negative (HIV-ITP-) (n = 9), HIV+ITP- (n = 8), HIV-ITP+ (n = 4), HIV+ITP+

(n = 10). All spleen samples included in this study were collected following national ethical
guidelines regulating the use of human tissues and have already been described in previous
studies: HIV-ITP- [28], HIV+ITP- [29,30], HIV-ITP+ [31], HIV+ITP+ [23,26]. Note that HIV
+ spleens were isolated from individuals classified in chronic stage (from middle to late stage)
of HIV infection and who did not receive any HAART [31].

Ethics statement
All samples included in this study were collected following national ethical guidelines regulat-
ing the use of human tissues. All adult subjects provided informed consent, and a parent or
guardian of any child participant provided written informed consent on their behalf. Patient
samples were collected according to French Ethical rules. Written informed consent and
approval by Institutional Review Board at the Pitié-Salpêtrière Hospital were obtained for this
study.
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Splenocytes stimulation
Splenocytes from HIV-ITP- (n = 4), HIV+ITP- (n = 4), HIV-ITP+ (n = 3), HIV+ITP+ (n = 5)
were cultured at 37°C in 6 well plates at a concentration of 1 X 106 cells/mL in complete RPMI
medium containing 10% FBS containing IL-2 (0.2U/mL), Penicillin/streptomycin (Gibco) and
when stated were activated for two days using PHA (PAA) (1μg/mL).

IL-10, IL-6, IL-1ß, IL-4 concentrations were evaluated in supernatants from PHA stimu-
lated splenocytes by Cytometric Beads Array high sensitivity assay according to the manufac-
turer protocol (BD Biosciences).

Flow cytometry
Antibodies. Directly conjugated antibodies were purchased from BD Biosciences (San

Jose, CA, USA): CCR7-PECy7 (3D12), CD3-PerCPCy5.5 and CD3-V500 (UCHT1), Fox-
p3-AF488 (259D/C7), CD25-AF700 (M-A251), CD4-APCH7 (RPA-T4), CXCR5-AF647
(RF8.B2), CD45RA-PECF594 (HI100), CD19-APCCy7 (SJ25C1), IgM-FITC (G20-127),
IgD-PECF594 (IA6-2), CD38-V450 (HB7), CD138-PerCPCy5.5 (MI15), CD21-APC (B-LY4),
CD27-PE (M-T271), IgG-BV605 (G18-145) or BioLegend (San Diego, CA, USA): PD1-PE
(EH12.2H7), CD19-BV650 (HIB19), CD57-PB (HCD57), ICOS-FITC and ICOS-PerCPCy5.5
(C398.4A), OX40-PECy7 (BER-ACT35), CD40L-BV605 (24–31).

Membrane staining. Cells were washed twice with PBS1X containing 0.5% BSA and 2mM
EDTA, pre-incubated 5 minutes at room temperature with anti-CXCR5 and anti-CCR7 anti-
bodies and then stained for 20 minutes at room temperature with the corresponding mix of
conjugated antibodies.

Intracellular Foxp3 staining. Cells were washed and permeabilized using Human Foxp3
Buffer Set (BD Biosciences) according to the manufacturer’s recommendation and stained for
30 minutes at room temperature with antibody Foxp3-AF488 (259D/C7) from BD Biosciences.

Cell acquisition was performed with a Fortessa cytometer (BD Biosciences) and data was
analyzed with BD FACSDiva software (BD Biosciences) or FlowJo (Tree Star, Ashland, OR,
USA).

Assessment of integrated proviral DNA using qRT-PCR
A fraction of the naive, memory, Tfh and GCTfh CD4 cells sorted from infected spleens were
reserved and conserved at -80°C in RNA later (Qiagen). Proviral integration was assessed by
quantitative real-time PCR (qRT-PCR) for HIV-gag DNA, as previously described [32].

Fluidigm Gene Expression analysis
Cell sorting and reverse transcription. Splenocytes from 5 HIV+ITP+ and 4 HIV-ITP-

patients were thawed and stained with the “Tfh sorting” panel (S2 Fig).
One hundred cells of each population were collected by FACS sorting using a FACSAria II

(BD Biosciences) in a RT-PreAmplification Reaction mix containing the pooled TaqMan prim-
ers (0.2X of each) and the SuperScriptIII Platinium Taq Polymerase from the CellDirect One-
Step qRT-PCR Kit (Invitrogen). Reverse transcription and gene-specific pre-amplification
were performed (18 cycles). cDNA was diluted 1/5 in DNA suspension buffer (Teknova), and
stored at 4°C.

Fluidigm dynamic array. Samples and assays (primer pairs) were prepared for 96.96 Flui-
digm Dynamic arrays (Fluidigm, San Fransisco, CA, USA) according to the manufacturer’s
recommendation. Briefly, assays were prepared by dispensing 20X Fluidigm Gene Expression
assay Loading Reagent and the matching 20X TaqMan Gene Expression Assay into the wells of
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a 10X Assay Plate. Samples were mixed with 20X Fluidigm Sample Loading Reagent and Taq-
Man Universal PCR Master Mix 2X (Applied Biosystems). A 96.96 Dynamic Array primed
chip was then loaded with assays and samples, and the real time-PCR was run on a Biomark
System for Genetic Analysis according to the Fluidigm Protocol. All reactions were made in
duplicate. Data were collected and analyzed using Fluidigm Real-Time PCR Analysis software.

Multivariate analysis. Multivariate analysis allows for the simultaneous consideration of
all investigated genes, for the identification of genes that contributed most to the total variance
between HIV+ and control samples. SAS-JMP software version 10.0.0 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) was used for multivariate analysis: Principal component Analysis and unsu-
pervised hierarchical clustering (S3 Fig).

Statistics
Statistical significance (p-values) was obtained using the non parametric Mann-Whitney U
test. !p<0.05, !!p<0.005, !!!p<0.001. Error bars depict mean +/- standard error of the mean
(SEM) in all bar graphs shown. The GraphPad Prism statistical analysis program (Graph-Pad
Software, version 5.0) was used throughout.

Results
Impact of chronic HIV infection on CD4 T and B cell distribution in the
spleen
Using flow cytometry, we evaluated the impact of HIV infection on the distribution of CD4 T
cell subsets and B cell maturation in splenocytes. Spleen samples consisted of 4 groups includ-
ing HIV negative ITP negative (HIV-ITP-) (n = 7), HIV-ITP+ (n = 3), HIV+ITP- (n = 4), HIV+-

ITP+ donors (n = 8). All HIV+ spleens came from individuals classified in the chronic stage
(from middle to late stage) of HIV infection who did not receive HAART.

First, we investigated the distribution of CD4 T cells among naïve, central memory (TCM),
effector memory (TEM), terminally differentiated effector memory cells with reacquired
CD45RA (the marker of naïve cells) (TEMRA) and regulatory T cell (Treg) (Fig 1A). Propor-
tions of naïve, TCM TEM and TEMRA CD4 T cell subsets were not affected by HIV infection.
Interestingly, HIV+ spleens exhibited a slight increase of the Treg population, while this popu-
lation was decreased (p<0.05) in HIV-ITP+ spleens, as compared to HIV- ITP- spleens (Fig
1A).

We then focused on the follicular helper T cell populations (Fig 1B and S1 Fig). We identi-
fied splenic Tfh cells as memory T helper cell expressing CXCR5high PD-1high but not CCR7.
CD57 expression was used to characterize GCTfh [33] (S1 Fig). We observed that the percent-
ages of Tfh and GCTfh cells were significantly increased among memory CD4 T cells (Fig 1B).
Overall, this increase is strictly restricted to HIV+ individuals independently of their ITP sta-
tus. HIV+ITP- samples exhibit a significant increase of Tfh cell (p = 0.0141) and of the GCTFh
cell (p = 0.0131) frequencies, as compared to HIV-ITP-, whereas we observed no significant dif-
ferences between HIV-ITP- and HIV-ITP+ samples. Of note, Tfh and GCTfh cell frequencies
were similar between HIV+ITP- and HIV+ITP+ samples (not shown) confirming that the ITP
status does not impact Tfh cells distribution in these samples.

We also analyzed the Tfr cell population, the regulatory counterpart of Tfh cells, within the
spleens (Fig 1B). Tfr express all the characteristic markers of Tfh, as well as Foxp3 and CD25
markers (S1 Fig). Remarkably, the proportion of Tfr among memory CD4 T cells was signifi-
cantly increased in HIV+ splenocytes as compared to HIV-ITP- and HIV-ITP+ individuals (Fig
1B).
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We then asked whether Tfh and Tfr cell expansions might be associated, in the spleens, with
alterations of the B cell compartment. To this end we used flow cytometry, to characterize the
different stages of differentiation from naïve B cells to memory B cells and antibody-secreting
plasma cells [34] (S1 Fig). The percentage of naive B cells, defined as Bm1 and Bm2 popula-
tions among total B cells (S1 Fig), was comparable in HIV-infected spleens as compared with
uninfected (Fig 2A). In contrast, the percentages of the pre-GC and GC B cells, defined as
Bm2’ and Bm3/4 respectively (S1 Fig) were significantly increased in both HIV+ITP- and HIV-

+ITP+ samples (Fig 2A). In addition, in the context of HIV-infected spleens, the ratio of mem-
ory B cells, defined as early Bm5 and late Bm5 was decreased, independently of the ITP status

Fig 1. Tfh cell subsets, including Tfr, are present in greater proportions in HIV+ spleens. (A) Splenocytes were stained for T helper cell markers and
analyzed by flow cytometry: according to the expression of CD45RA and CCR7, CD4 T cells were subdivided into CD45RA+CCR7+ naïve, CD45RA-CCR7-

effector memory (TEM), CD45RA+CCR7- terminally differentiated effector memory (TEMRA) and CD45RA-CCR7+ central memory (TCM) T cells. Regulatory
T (Treg) cells were identified as CD4+ CD45RA- Foxp3+ CD25+. HIV-ITP- n = 8, HIV+ITP- n = 4, HIV-ITP+ n = 3 and HIV+ITP+ n = 9. (B) Tfh cells were
identified as CD3+ CD4+ CD45RA- CCR7- CXCR5+, GCTfh are the CD57+ subset of Tfh, and Tfr are Foxp3+ Tfh cells (S1 Fig). The frequency of Tfh, GCTfh
and Tfr cells is represented as the percentage of total memory CD4+ T cells. HIV-ITP- n = 8, HIV+ITP- n = 4, HIV-ITP+ n = 3 and HIV+ITP+ n = 9. Frequency of
Treg and Foxp3+ Tfh (Tfr) were identified for HIV-ITP- n = 4, HIV-ITP+ n = 3, HIV+ITP- n = 3 and HIV+ITP+ n = 4. Statistics were obtained using the non
parametric Mann-Whitney test *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0140978.g001
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Fig 2. GC B cells accumulate whereasmemory B cell compartment is reduced in HIV+ spleens. (A) Using flow cytometry, B cell maturation was
assessed according to the expression of CD38 and IgD markers by CD19+ cells (34). The gating strategy is presented in S1 Fig. In HIV chronically infected
patients, B cell maturation is biased towards GC B cells and PC subsets as compared to HIV- donors and ITP+ patients. (B) The transitional B cell population
was identified as CD19+CD38++IgD+CD27-IgM+ and plasma cells as CD19+CD38++IgD-. In the box-and-whiskers plot, box size represents the limits of data
for the second and third quartiles, with medians shown as bars. Whiskers define the minimum and maximum of the data presented. HIV-ITP- n = 8, HIV-ITP+

n = 3, HIV+ITP- n = 5 and HIV+ITP+ n = 8. Statistics were obtained using the non parametric Mann-Whitney test *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0140978.g002
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(Fig 2A). Remarkably, transitional B cells (CD19+CD38++IgD+CD27-IgM+) were significantly
increased in HIV+ spleens as compared to HIV-ITP- and HIV-ITP+ samples (Fig 2B). Plasma
cells (CD19+CD38++IgD-) were also slightly increased in HIV+ spleens (Fig 2B).

Altogether our data unravel that Tfh cell subsets, including Tfr, are present in greater pro-
portions in HIV+ spleens. Pre-GC and GC B cells also accumulate in the spleen while further
differentiation is rerouted to plasma cells at the cost of memory B cell differentiation as already
reported in lymph nodes by Lindqvist et al. [14].

Transcriptional profiles of splenic Tfh and GCTfh cells
Recent studies performed with the blood or lymph nodes of HIV-infected donors, suggested
that Tfh cells might be functionally altered as compared to Tfh from uninfected individuals
[13,14]. We therefore investigated some functional attributes of Tfh from the spleen. To this
end, we performed a comparative transcription profile analysis between Tfh and GCTfh from
chronically HIV+ and HIV- spleens. Expansion of splenic Tfh and GCTfh cells is restricted to
HIV+ individuals independently of their ITP status (Fig 1B). Thereafter and because of the
scarcity of spleen samples from HIV+ITP- donors, we performed the transcriptome analysis on
HIV+ITP+ samples. GCTfh and Tfh were isolated by cell sorting based on the expression of
CXCR5 and PD-1 markers. GCTfh cells express the CD57 marker that allows their identifica-
tion. S2 Fig shows the gating strategy used to sort splenic Tfh and GCTfh from 4 HIV-ITP-

(A-D) and 5 HIV+ITP+ (F-J) donors. Sorted cells were used to perform high throughput gene
expression measurement with real time PCR in a microfluidic dynamic array. Using this
approach, we quantified the expression of 96 genes of interest in 100 cells. After cleansing and
normalization, consistent data were used for statistical analysis. We focused on genes specifi-
cally implicated in T cell functions (S1 Table).

First, using JMP statistical software, we performed a principal component analysis (PCA) to
reduce the multidimensional gene expression data set to lower dimensions for analysis, by
retaining genes that contributed most to the total variance (Fig 3A). The projection of the data
on the first component (38.3% variance explained) efficiently discriminated HIV+ samples,
suggesting that HIV infection deeply impacts gene expression profile of Tfh and GCTfh cells
(Fig 3A, Top panel). Particularly, component 1 revealed a bias of Tfh from HIV+ spleens to
preferentially express genes implicated into Tfh cell differentiation and Th1 functions whereas
Tfh from HIV- spleens more highly expressed genes implicated in costimulation, inhibition
and signal transduction functions (Fig 3A, lower panel and S1 Table).

Genes displaying significant differences in their expression levels between Tfh cells from
HIV+ and HIV- donors are presented in Fig 3B. Gene expression levels between Tfh and
GCTfh cells were similar except in two cases: in HIV- samples, CXCL13 gene expression was
significantly enhanced in GCTfh samples as compared to Tfh and in HIV+ samples, IL-10 was
greatly impaired in Tfh as compared to GCTfh. Remarkably, the expression levels of genes
implicated in Tfh differentiation such as BCL6, BATF, andMAF were not affected by HIV
infection, appearing slightly increased in Tfh and GCTfh from HIV+ samples (Fig 3B), while
IL-21 and CXCL13 expression, two key mediators of Tfh function, were increased in Tfh from
HIV+ spleens. In contrast, the expression level of signal transducer and activator of transcrip-
tion (STAT)-3 gene, which is required for full Tfh differentiation [35] was significantly reduced
in Tfh and GCTfh from HIV+ spleens as compared to HIV- samples. In addition, HIV infection
significantly compromised the expression of the costimulatory molecules OX40 (TNFRSF4),
CD40L and, to a lesser extent, ICOS encoding genes, in both Tfh and GCTfh. Very interest-
ingly, the expression of genes encoding immune regulatory molecules such as IL-10, CTLA4
and PD-1 was also severely impacted by HIV infection in both Tfh and in GCTfh. Of note, the
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expression of the proliferation marker Ki67 mRNA was also notably reduced. Finally, our
results indicated that gene encoding SLAMF1 and CD48 receptors that belong to the family of
the Signaling lymphocytic activation molecule (SLAM) are significantly impacted by HIV
infection. Of note, SLAMF1 is specifically required for IL-4 production by GCTfh [36]. In con-
trast, the expression of SLAM-associated protein (SAP), known to play a critical role in the sus-
tained adhesion between T and cognate B cell [37,38] is not compromised by HIV-infection. In
conclusion in HIV+ spleens, the expression of most genes implicated in Tfh and GCTfh differ-
entiation was not compromised with the notable exception of STAT-3 suggesting that only the
final stage of Tfh differentiation might be affected by HIV-infection. In contrast, the expression
of genes implicated in Tfh function, such as costimulation, immune regulation or signal trans-
duction were severely reduced in HIV-infected spleens.

Unsupervised hierarchical clustering grouped together GCTfh from HIV+ samples (S3 Fig).
Hence, CXCL13, IL-21, and CXCR5 genes were highly expressed in GCTfh cells from HIV+

samples as well as those encoding transcription factors implicated in Tfh differentiation (MAF,
BATF, Bcl6). These observations might explain the higher proportion of GCTfh in HIV+

spleens.

Ex-vivo cytokine production by splenocytes
To evaluate whether our observations on the skewed transcription profiles of Tfh cells might
modulate the splenic microenvironment we analyzed ex vivo the capacity of activated spleno-
cytes to secrete various cytokines. This question could not be addressed directly using Tfh cells
since their low frequency in HIV- spleens did not allow their sorting and assessement of func-
tional properties such as cytokine secretions. Thereafter, cytokine secretion profiles were evalu-
ated using whole splenocytes.

To this end, splenocytes from HIV-ITP- (n = 4), HIV-ITP+ (n = 3), HIV+ITP- (n = 4) and
HIV+ITP+ (n = 5) were activated using PHA and secretion of IL-10, IL-4, Il-6 and IL-1ß were
quantified (Fig 4).

We observed a profound defect of HIV+ splenocytes to produce IL-10 and IL-4, two major
cytokines produced by Tfh cells and related to B cell maturation. This observation is restricted
to HIV+ samples independently of the ITP status since no significant difference was observed
when comparing ITP- and ITP+ samples (not shown). Strikingly, IL-6 and IL-1ß productions
were not affected by HIV-infection (Fig 4). IL-6 secretion is classically linked to viral infection.
However Shive et al. have demonstrated that IL-6 secretion is not correlated with HIV-RNA.
Moreover, histoculture of HIV chronically infected lymph nodes as well as histoculture of
HIV- lymph nodes in vitro infected with HIV do not reveal any difference in the amount of IL-
6 secretion as compared to control lymph nodes [39].

Fig 3. HIV infection severely impacts transcription profile of splenic Tfh and GCTfh cells.GCTfh and Tfh were sorted using flow cytometry based on
the expression of CXCR5 and PD-1 associated or not with CD57 marker respectively (S2 Fig). Sorted cells were used to perform high throughput gene
expression measurement with real time PCR in a microfluidic dynamic array. After cleansing and normalization, consistent data were used for statistical
analysis. We focused on genes specifically implicated in T cell functions (S1 Table). (A) 2D Principal component analysis (PCA) plot representation of gene
expression profile of Tfh (triangle) and GCTfh (diamond) cells from HIV- ITP- (n = 4, empty symbols) and HIV+ ITP+ (n = 5, filled symbols) spleens. The
projection of the data on the first and second principal components efficiently discriminates HIV+ samples, suggesting that HIV-infection deeply impacts gene
expression profile of Tfh and GCTfh cells. (B) mRNA expression in Tfh and GCTfh sorted from splenocytes of uninfected (n = 4) and HIV+ (n = 5) individuals.
The data are expressed in 40-Ct where Ct represents the threshold cycle number and 40 is chosen because the PCR run stops after 40 cycles. This value is
directly correlated with the initial amount of RNA and therefore allows a quantitative comparison for 18 genes encoding cytokines/chemokines and proteins
implicated in Tfh differentiation, costimulation, immune regulation and signal transduction. Statistics were obtained using the non parametric Mann-Whitney
test *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0140978.g003
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Thus, our results demonstrated a defective IL-10 and IL-4 production by activated spleno-
cytes and provided new evidence to explain both defective B cell differentiation and Tfh cells
abundance observed in HIV+ individuals.

HIV-1 DNA integration in splenic Tfh cells
CD4+ T cells being the major target for HIV infection, we then asked whether HIV might
infect splenic Tfh cells. To address this question, we sorted CD3+CD4+CD45RA+ naïve, CD3+-

CD4+CD45RA-ICOS- resting memory, and CD3+CD4+CD45RA-ICOS+PD-1highCXCR5+ total
Tfh CD4 T cell populations from chronically HIV+ subjects (HIV+ITP+ n = 5) and quantified

Fig 4. Activated HIV+ splenocytes fail to produce IL-4 and IL-10: Total splenocytes were stimulated with PHA for 2 days and culture supernatants
were analyzed for IL-1ß, IL-6, Il-4 and IL-10 using enhanced sensitivity BD CBA flex set assay.Horizontal bars represent mean and error bars show
SEM. HIV-ITP- n = 4, HIV-ITP+ n = 3, HIV+ITP- n = 4 and HIV+ITP+ n = 5. Statistics were obtained using the non parametric Mann-Whitney test *p<0.05,
**p<0.005, ***p<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0140978.g004
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integrated HIV proviral genomes (Fig 5). HIV proviral DNA copy numbers were normalized
to genomic DNA input (Fig 5).

Our results indicated that whereas resting memory CD4 T cell populations harbored only a
slightly higher amount of HIV-DNA copies than naïve CD4T cells, the Tfh subset harbored a
significantly higher amount of HIV DNA (more than 4-fold increase). Our data obtained using
HIV-infected spleens are in accordance with observations using lymph nodes [13]. This raises
an apparent paradox between the elevated proportions of Tfh cells population and their acti-
vated status and their higher susceptibility to HIV integration.

Discussion
The recent discovery of broad and potent HIV-1 neutralizing antibodies (bNAbs) has renewed
optimism for developing an effective vaccine against HIV-1 [40]. The generation of bNAbs
requires multiple rounds of B cell receptor (BcR) affinity maturation, suggesting a crucial role
of Tfh in their generation [41]. However, less than 1% of HIV-infected patients develop bNAbs
that arise late in the infection, 2 to 4 years after infection, indicating probable Tfh and B cell
dysfunctions in HIV infection [42].

Fig 5. Splenic Tfh subset harbor high amount of HIV-1 DNA integration. qRT-PCR quantification of HIV
proviral DNA levels in GCTfh, Tfh, memory and naïve CD4+ T cell subsets isolated from splenocytes of five
HIV+ ITP+ individuals as described in S1 Fig. Symbols represent individual samples: horizontal bars
represent mean; and error bars show SEM. Statistics were obtained using the non parametric Mann-Whitney
test *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0140978.g005
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Until now, most studies have investigated human Tfh subsets in lymph nodes of HIV-
infected patients [13,14,17]. However, spleen constitutes another major compartment for the
induction of adaptive immunity against blood borne pathogens such as HIV. Here, using a
unique collection of cryopreserved spleens cells from HIV-infected individuals, we performed
an extensive characterization of Tfh, GCTfh and Tfr cells. Similar to what has been already
reported in lymph nodes, the percentages of Tfh and GCTfh cells were significantly increased
in HIV+ spleens, while ITP status did not impact these populations. We also reported a slight
increased Foxp3+ Treg population in accordance with reports of highly elevated Treg levels in
mucosa of untreated chronically HIV+ patients [43]. For the first time we showed that Tfr pro-
portions were significantly increased in HIV+ spleens. These results suggest that the expansion
of Tfh and GCTfh populations might not result from a scarcity in Tfr cells, as suggested in
HIV-ITP+ spleen samples studies [44]. The question of Tfr suppressive functions would be
very interesting to address in those samples. However due to the lack of specific cell surface
markers identifying Tfr, splenic Tfr cells could not be sorted and tested for their suppressive
function on Tfh proliferation. Moreover, since the development of Tfr cells kinetically follows
Tfh amplification in order to regulate the GC reaction [10] one can hypothesize that the GC
reaction is sustained but not completed in chronically HIV+ spleens.

HIV infection impairs B cell maturation causing a loss of memory B cell and an expansion
of plasma cells [13,14,18,19,45]. Of note, loss of memory B cells during HIV infection is also
due to apoptosis [46]. Here, we reported a skewed B cell distribution in HIV+ spleens: pre-GC
and GC B cells accumulated while further differentiation was rerouted to plasma cells at the
cost of memory B cell differentiation. The loss of memory B cells has already been noted in the
spleens from SIV-infected macaques [47]. Hence, although increased in HIV+ spleens, Tfh and
GCTfh populations were not able to support complete B cell differentiation from naïve to
memory phenotype. Remarkably, excessive numbers of Tfh cells can result in B cells losing
their affinity for antigen or even becoming self-reactive [48]. In line with this, it has been
shown that splenic Tfh expansion participates in anti-platelet-antibody production in ITP [49].
In our collection of HIV- ITP+ samples, we did not observe enrichment in Tfh cells as com-
pared to HIV- ITP-, further highlighting that the increase of Tfh cells in HIV+ samples is most
likely a consequence of HIV-infection. Many autoimmune disorders, such as ITP, have been
shown to have a higher incidence among HIV+ individuals [50]. Of note, a recent study
reported the characterization of an anti ds-DNA antibody that also broadly neutralizes HIV in
a SLE/HIV individual [51].

Perreau et al. have already shown that Tfh cells serve as a major CD4 T cell compartment
for HIV infection, replication and production in lymph nodes from viremic HIV+ patients
[13]. Consistent with their data, we reported a higher amount of HIV-1 DNA integration in
total splenic Tfh cell populations than in naïve and resting memory CD4 T cells. However,
according to the phenotypic characterization of ex vivo splenic CD4 T cell populations, Tfh
cells were in higher proportion in HIV+ individuals. This raises an apparent contradiction
between the elevated proportions of Tfh cells and their higher susceptibility to HIV infection.
One possible explanation is that antigen persistence could drive CD4 T cells away from antivi-
ral Th1 toward Tfh differentiation [52]. Hence, one can hypothesize that untreated patients in
chronic stage of HIV infection present high amounts of viral antigens leading to an exacerbated
Tfh differentiation. Interestingly, HIV particles are associated to GC follicular dendritic cells in
tonsils and lymph nodes from infected patients [53–55] and Cheynier et al. reported persis-
tence of high level of HIV particles in GC of HIV+ spleens from untreated subjects [24]. Thus,
antigen persistence combined with immune activation could explain Tfh (and Tfr) expansion
despite their higher susceptibility to HIV-integration. In contrast to what reported by Perreau
et al. [13], we found that Ki67 mRNA expression was significantly lower in Tfh and GCTfh
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from HIV+ samples than in HIV- samples. However, in accordance with our results, Petrovas
et al. reported that higher Ki67 expression by Tfh cells is restricted to the acute phase and is not
observed at the chronic stage of SIV infection [15].

This suggests that the higher proportion of Tfh cells was most likely due to a bias towards
Tfh differentiation rather than to higher proliferative capacities. Another, non exclusive expla-
nation is that Tfh cells may display restriction factors that are specific or more abundant than
in other CD4+ T cells, allowing persistent HIV infection and integration with low
proliferation.

The cytokine / chemokine environment might also promote Tfh cells differentiation and
their homing into GC [1]. In this study, we showed that expression of IL-21 and CXCL13
encoding genes was enhanced in Tfh from HIV+ samples, suggesting that Tfh cells differentiat-
ing during HIV infection can contribute to a suitable signaling milieu for GC development.

The key role of Tfh cells is to provide strong B cell helper signals and therefore promote
their differentiation into memory B cell displaying high affinity for pathogens. This signal con-
sists of cytokines such as IL-4 and IL-21 and of cell surface molecules such as ICOS and CD40L
[1]. Despite the large proportion of follicular T cell subsets in HIV+ spleens, gene expression
profiling suggested that both Tfh and GCTfh cells were compromised in their capacity to pro-
vide strong co-stimulatory signals. CD40L down modulation as been described in total CD4T
cell population in late stages of HIV infection [56]. Our transcriptome data using Tfh are in
accordance with these observations.

The expression of SLAMmolecules was also severely impacted. Combined together, these
defects will impact the long lasting T cell / B cell cognate interaction required for the full B cell
differentiation into long-lived plasma cells. Very interestingly, SLAMF1 is specifically required
for IL-4 production by GCTfh [36], which underlines its major role in GC homeostasis. Hence,
our data indicated a defect in SLAMF1 gene expression that might explain the low level of IL-4
production observed in those spleens. Since IL-4 is one of the major cytokines secreted by Tfh
[57] and is required for optimal humoral responses, low IL-4 production displayed by HIV+

spleens might contribute to defective GC reaction.
As suggested by our gene expression analysis, IL-10 production was severely compromised

in HIV+ spleens. Considering that IL-10 is a potent B cell differentiation factor, low level of IL-
10 production might contribute to the defective B cell maturation into memory B cells in HIV+

spleens. Moreover, IL-10 is a key component of immune regulation in addition to PD-1 and
CTLA-4. Here we identified an impaired expression of these inhibitory receptors in the total
Tfh population. Interestingly, in addition to PD-1/PD-L1 interactions [17], recent studies
reported the major role of the coinhibitory CTLA-4 receptor in the control of the GC reaction
by modulating Tfh, Tfr and Treg [58–60]. Therefore, defective expression of IL-10, PD-1 and
CTLA-4 might also lead to uncontrolled GC reaction and support Tfh and GCTfh cell differen-
tiation observed in HIV+ spleens.

In the context of HIV-infection, the defective STAT-3 encoding gene expression reported
here is also of particular interest since it should impact on the full polarization of Tfh. Hence,
following acute viral infection, STAT-3 has been reported to repress Type I interferons to pro-
mote Tfh cell differentiation, at the cost of Th1 polarization [61]. Therefore, defective STAT-3
expression might explain why Tfh from HIV+ spleens harbored a transcription profile biased
toward Th1 functions.

Some limitations of the present study should be addressed. First, most of our findings are
based on transcriptome profile analysis of sorted Tfh and GCTFh cells and are not confirmed
at the level of the protein expression because of the low numbers of cells. Of note, whereas Bcl6
mRNA quantification is not predictive for Bcl6 protein expression [62], STAT-3, CXCR5,
CXCL13, IL-4, IL-21, CTLA4 and Il-10 mRNA quantifications have been reported to correlate
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with the protein levels and most of theses transcripts are biomarkers of pathogenic processes in
oncology and transplantation [63–68]. Second, the number of samples is relatively small, nota-
bly for HIV+ITP- samples. By comparing HIV-ITP- with HIV-ITP+ and HIV+ITP- with HIV+-

ITP+, we found that ITP status does impact the frequency of Tfh and GCTfh cell populations
(not shown). We also verify that IL-4 and IL-10 secretions are not driven by ITP status. These
verifications allowed us to combine samples ITP+ samples with ITP- in our analysis and reach
the sample size that allows statistical significance.

In sum, using unique samples obtained from chronically HIV-infected individuals, we char-
acterized splenic Tfh, GCTfh, and Tfr cells subsets. To our knowledge, this study constitutes
the first characterization of Tfh populations, including regulatory cells, in spleen that is the
largest lymphoid organ and where the adaptive immune response against blood-borne antigens
takes place. We observed that HIV infection leads to a higher proportion of Tfh cells in the
spleen as well as a global increase of natural regulatory T and Tfr cells. Remarkably, chronic
HIV-infection severely impacted the transcription profile of splenic Tfh and GCTfh, particu-
larly affecting expression of genes implicated in costimulation, inhibition and signal transduc-
tion. Moreover, upon activation, the production of IL-4 and IL-10 was severely compromised
in HIV+ spleens. These multiple failures displayed by Tfh cells and splenocytes from HIV+

individuals most likely contributed to impair B cell maturation and differentiation. Indeed in
HIV-infected spleens, pre-GC and GC B cells accumulated while further differentiation was re-
routed toward plasma cells at the cost of memory B cell differentiation. This skewed B cell dif-
ferentiation might strongly impact the capacity of the immune system to generate bNAbs.
Altogether, our work provides new insights in HIV pathogenesis and explains the global defec-
tive humoral responses observed in chronically HIV+ patients.

Supporting Information
S1 Fig. Representative flow cytometry contour plots (A) Phenotypic analysis of CXCR5high

CCR7low memory CD4 T cells in splenocytes from HIV-infected individuals. Gating strat-
egy used to identify total Tfh, Tfh, GCTfh and Tfr is shown. (B) Representative flow cytom-
etry contour plots showing the B cell maturation for HIV- ITP-, HIV- ITP+, HIV+ ITP- and
HIV+ ITP+ individuals. Bm1 (naïve) CD38-IgD+, Bm2 (activated naive) CD38-IgD++, Bm2’
(pregerminal center) CD38++IgD+, Bm3/4 (germinal center) CD38++IgD-, early Bm5 CD38
+IgD-, late Bm5 (CD38-IgD-), and plasma cells (PC) CD38+++IgD- proportions were deter-
mined among CD19+ cells.
(TIF)

S2 Fig. Gating strategy used to sort Tfh and GCTfh from healthy (n = 4) and HIV+ ITP+

spleens (n = 5). Sorted cells were used for transcriptome profile analysis (Fluidigm assay).
(TIF)

S3 Fig. Unsupervised hierarchical clustering using ward clustering method of 17 selected
genes reported to play key roles in Tfh functions: HIV- ITP- (n = 4, A-D) HIV+ ITP+ (n = 5,
F-J). Gene expression has been quantified using the Fluidigm technology in Tfh and GCTfh
populations. As compared to healthy controls (green square), Tfh and GCTfh from HIV+ sam-
ples display a down-modulation of both costimulatory (TNFRSF4, ICOS, CD40LG) and regu-
latory molecules (CTLA-4, PD-1, IL-10). Expression of genes implicated in signal transduction
(CD48 and SLAMF1) is also impaired in HIV+ samples. Tfh and GCTfh cells from HIV+ sam-
ples highly express genes implicated in Tfh associated functions (CXCL13, IL-21, CXCR5) and
genes encoding transcription factors implicated in Tfh differentiation (MAF, BATF, Bcl6) (red
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square).
(TIF)

S1 Table. Name and function of genes associated with T helper function and differentia-
tion.
(TIF)
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  Supplemental Data 
 
Supplementary figure 1. Phenotypic analysis of CXCR5high CCR7low memory CD4 T cells in 

splenocytes from HIV-infected individuals. Gating strategy used to identify total Tfh, Tfh, 

GCTfh and Tfr is shown.  

Supplementary figure 2. Representative flow cytometry contour plots showing the B cell 

maturation for HIV- ITP-, HIV- ITP+, HIV+ ITP- and HIV+ ITP+ individuals. Bm1 (naïve) 

CD38-IgD+, Bm2 (activated naive) CD38-IgD++, Bm2’ (pregerminal center) CD38++IgD+, 

Bm3/4 (germinal center) CD38++IgD-, early Bm5 CD38+IgD-, late Bm5 (CD38-IgD-), and 

plasma cells (PC) CD38+++IgD- proportions were determined among CD19+ cells. 

Supplementary figure 3. Gating strategy used to sort Tfh and GCTfh from healthy (n=4) and 

HIV+ ITP+ spleens (n=5). Sorted cells were used for transcriptome profile analysis (Fluidigm 

assay). 

Supplementary figure 4. Unsupervised hierarchical clustering of 17 selected genes reported 

to play key roles in Tfh functions: HIV- ITP- (n = 4, A-D) HIV+ ITP+ (n = 5, F-J). Gene 

expression has been quantified using the Fluidigm technology in Tfh and GCTfh populations. 

As compared to healthy controls (green square), Tfh and GCTfh from HIV+ samples display 

a down modulation of both costimulatory (TNFRSF4, ICOS, CD40LG) and regulatory 

molecules (CTLA-4, PD-1, IL-10). Expression of genes implicated in signal transduction 

(CD48 and SLAMF1) is also impaired in HIV+ samples. Tfh and GCTfh cells from HIV+ 

samples highly express genes implicated in Tfh associated functions (CXCL13, IL-21, 

CXCR5) and genes encoding transcription factors implicated in Tfh differentiation (MAF, 

BATF, Bcl6) (red square).  

Supplementary table 1. Name and function of genes tested for their expression in Tfh and 

GCTfh. These genes were included in PCA analysis and in unsupervised hierarchical 

clustering.  
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Supplementary figure 1 
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Supplementary figure 2 
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Supplementary figure 3 
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Supplementary figure 4 
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Supplementary table 1 
 

Category Genes name 
  Costimulatory molecules TNFRSF4 

 
CD40LG 

  ICOS 

  Immune regulators IL10 

 
PD1 

 
CTLA4 

 
FOXP3 

  BTLA 

  Localization regulating molecules CXCR5 

 
CXCL13 

 
IL21R 

 
IL6R 

 
IFNg 

  S1PR1 

  Cell activation MKI67 

 
IL2r 

 
CD38 

 
CD69 

 
LAG3 

  CD48 

  Tfh differentiation BCL6 

 
IL21 

 
B3GAT1 (CD57) 

 
IL7r 

 
MAF 

 
BATF 

  IRF4 

  Signalling SLAMF1 
  SH2D1A (SAP) 

  Transcription factors TBX21 

 
GATA3 

 
PRDM1 

 
STAT1 

 
STAT3 

 
STAT4 

 
STAT5A 

  NFATC1 
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Étude	des	réponses	B	mémoires	dans	le	sang	de	

patients	infectés	par	le	VIH	
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Cette	étude	s’inscrit	dans	un	projet	collaboratif	financé	par	l’ANRS.	Quatre	autres	équipes	de	

recherche	contribuent	à	 ce	projet	:	 L’équipe	de	Christiane	Moog	 (Fédération	de	Médecine	

Translationnelle	 de	 Strasbourg),	 l’équipe	 de	 Christine	 Rouzioux	 (Hôpital	 Necker,	 Paris),	

l’équipe	 de	 Brigitte	 Autran	 (Centre	 d’Immunologie	 et	 des	Maladies	 Infectieuses,	 Paris)	 et	

l’équipe	d’Olivier	Lambotte	(Hôpital	du	Kremlin-Bicêtre).	
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RÉSUMÉ	DE	L’AXE	2	

	

Dans	 le	 second	 axe	 de	 ma	 thèse,	 j’ai	 étudié	 les	 réponses	 B	 mémoires	 dans	 différentes	

cohortes	:	 des	 patients	 VIH+	 Elite	 Controller	 (EC)	 et	Viremic	 Controller	 (VC)	 qui	 contrôlent	

naturellement	 l’infection	 sans	 traitement	 antirétroviral,	 des	 patients	 VIH+	 sous	 traitement	

antirétroviral	combiné	(cART)	et	des	donneurs	non	infectés	par	le	VIH.	Parmi	le	groupe	d’EC,	

certains	 expriment	 la	 molécule	 HLA-B*57	 associée	 à	 une	 meilleure	 réponse	 cytotoxique	

médiée	par	les	lymphocytes	T	ex	vivo.	

J’ai	d’abord	réalisé	un	immuno-monitorage	des	différentes	sous-populations	de	LB	CD19+	du	

sang.	De	façon	intéressante,	les	EC	HLA-B*57-	présentent	une	altération	de	la	répartition	de	

ces	 sous	 populations	 de	 LB	 avec	 une	 proportion	 des	 LB	 Tissue-like	 memory	 (CD27-CD21-)	

augmentée	comparé	aux	EC	HLA-B*57+	et	aux	donneurs	sains.	J’ai	ensuite	analysé	par	Elispot	

B	la	fréquence,	l’isotype	et	la	spécificité	des	LB	mémoires	circulants	des	patients	EC	et	cART.	

Alors	que	80%	des	EC	présentent	des	réponses	B	mémoires	spécifiques	du	VIH,	ces	réponses	

sont	détectées	chez	moins	de	10%	des	patients	cART	et	chez	 les	VC	majoritairement	avant	

l’initiation	 des	 traitements.	 D’autre	 part,	 une	 activité	 neutralisante	 des	 anticorps,	

notamment	 des	 souches	 Tier	 2,	 a	 été	 détectée	 chez	 la	 plupart	 des	 EC.	 Cette	 capacité	

neutralisante	corrèle	positivement	avec	 la	 fréquence	de	LB	anti-VIH	chez	 les	EC	HLA-B*57+	

probablement	en	lien	avec	une	meilleure	préservation	globale	du	système	immunitaire	chez	

les	EC	HLA-B*57+	permettant	le	contrôle	de	l’infection	par	le	VIH.	

La	 détection	 des	 réponses	 B	 mémoires	 anti-VIH	 chez	 la	 majorité	 des	 EC	 suggère	 une	

présence	 résiduelle	du	virus,	 indispensable	au	maintien	de	ces	 réponses.	 Les	 LB	mémoires	

des	 EC	 produisent	 majoritairement	 des	 anticorps	 anti-VIH	 d’isotype	 IgG1	 tandis	 que	 les	

anticorps	anti-VIH	d’isotypes	IgG2	et	IgG3	ont	été	détectés	respectivement	chez	35%	et	25%	

des	EC.		

Ces	travaux	mettent	en	évidence	le	maintien	des	réponses	B	mémoires	anti-VIH	chez	les	EC	

indépendamment	 de	 l’expression	 de	 l’allèle	 HLA-B*57	 et	 constituent	 la	 première	

caractérisation	isotypique	des	anticorps	sécrétés	par	les	LB	mémoires	chez	ces	patients.	

Le	manuscrit	ci-après	sera	bientôt	soumis	à	publication	et	je	suis	1er	auteur	pour	ces	travaux.	
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Abstract (250 words) 
 
Background: In the absence of antiretroviral therapy (ART), elite controllers (EC) naturally 

control HIV infection maintaining low to undetectable viral loads. Immune responses, in 

particular cytotoxic T cell responses, participate in the control of HIV. The impact of B cell 

antibody responses is less clear. 

Objective: Understanding the mechanisms implicated in natural control of HIV infection will 

help in developing efficient HIV vaccines. In EC, we aimed at characterizing memory B cell 

compartments and determining the frequency, the specificity and the isotype of HIV-specific 

memory B cell responses. We asked whether the preservations of HIV-specific B cells could 

be associated with the capacity to neutralize HIV infection. 

Methods: In EC expressing or not the protective HLA-B*57 allele, patients under combined 

ART and HIV-negative individuals, we characterized the memory B cell compartments and 

HIV-specific memory B cells responses using flow cytometry and B cell-Elispot, 

respectively. We analyzed the capacity the serum from EC to neutralize transmitted/founder 

(T/F) HIV strains.  

Results: EC preserve memory B cell compartments and in contrast to treated patients, 

maintain HIV-specific responses. HIV-specific B cells mainly express IgG1+ antibody (Ab). 

However, some EC also secrete anti-HIV IgG2+ and IgG3+ Abs. Importantly, 27% of EC 

neutralized at least 40 % of T/F virus strains tested. The maintenance HIV-specific B cells, in 

particular in HLA-B*57+ EC, results in broader HIV neutralizing capacities of T/F viruses. 

Conclusion: Preservation of HIV-specific B cells, in particular in HLA-B*57+ EC, is 

associated with potent neutralizing capacities. Memory B cell responses also contribute to 

natural control of HIV infection.  

 

Key messages: 

 

• In contrast to treated HIV-infected patients, elite controllers (EC) preserve memory B 

cell compartments and maintain HIV-specific responses. 

• The maintenance HIV-specific B cells, in particular in HLA-B*57+ EC, is associated 

with an efficient humoral response against highly resistant heterologous HIV strains. 

• Memory B cell responses contribute to natural control of HIV infection.  
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INTRODUCTION 

 

HIV-1 (HIV) infection alters B cell differentiation resulting in spontaneous immunoglobulin 

secretion, hypergammaglobulinaemia 1 and decrease in memory B cells 2, 3, 4. Antibodies 

(Abs) against HIV appear progressively after contamination but are inefficient in controlling 

viral replication during the early phase of infection 5. HIV-specific Abs with neutralizing 

ability are detected after several month but are not proficient against heterogeneous strains 6, 7. 

Cross-reactive Abs, are generally produced after 2 to 4 years 8. Broadly neutralizing Abs 

(bnAbs) that block infection of multiple HIV strains have been identified 9, 10. 

Some individuals naturally control HIV infection without combined antiretroviral therapy 

(cART) 11. Among them, elite controllers (EC, less than 1% of HIV-infected individuals) 

maintain very low to undetectable viremia 12, 13. Understanding the mechanisms implicated in 

this natural control could be helpful to design efficient anti-HIV vaccines. A fraction of EC 

exhibit potent cytotoxic CD8+ T cell responses against HIV 14-16, often associated with the 

expression of the HLA-B*57 allele 12, 15, 17. In EC, HIV-specific CD4+ T cells also present 

high TCR avidies suggesting that helper responses contribute to HIV-control 18. Whether 

humoral responses and, in particular, memory B cells might play a role in HIV control is not 

firmly established. Some groups detected bnAbs in EC and proposed that bnAbs might 

participate in controlling infection 9, 19 while others did not 20, 21. The status of EC seems also 

associated with an increase capacity to mediate ADCC (Antibody-dependent cell-mediated 

cytotoxicity), however, the presence of ADCC-mediating Abs is heterogeneous 19. In fact in 

EC, the capacity of HIV-specific Abs to performed multiple effector functions (so called 

polyfunctionality) has been recently linked to HIV-control 22. B cells, probably by their 

capacity to produce Ab, are implicated in HIV-control since their depletion in HIV-infected 

patients leads to a rise of viremia 23.  

According to cell surface markers, memory B cells can be divided in 4 subpopulations: 

activated memory (AM, CD27+CD21-), resting memory (RM, CD27+CD21+), intermediate 

memory (IM, CD27-CD21+) and tissue like memory (TLM, CD27-CD21-) 2. AM and TLM 

B cells, the latter correspond to anergic cells, are overrepresented in untreated HIV-infected 

patients. In contrast, RM cells that are considered as the B cell subset implicated in 

maintenance of humoral responses 24, 25 are decrease upon infection. Initiation of cART 

restores TLM and AM B cell proportions to levels observed in HIV-negative individuals but it 

does not completely restored the RM compartment 2, 26. Remarkably, in the absence of 

treatment, HIV-specific B cells are enriched in TLM and AM B cell subsets but decreased in 
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RM 27. In EC, RM and AM B cells are increased compared to treated HIV-infected patients 

but no differences were observed concerning the global proportion of TLM cells 28. However, 

in EC, the frequency of HIV-specific TLM B cells is reduced as compared to treated HIV-

infected patients 29. Taken together these results suggest that the B cell compartment might be 

relatively preserved in EC but also exhibit features of viremic individuals  (increased AM).  In 

EC, whether this preservation of B cell phenotypes is associated with the capacity of B cells 

to secrete HIV-specific Abs has been barely studied. A potential correlation between HIV-

specific B cell responses and Ab-mediated HIV neutralization has not been analyzed thus far.  

The nature of secreted antibodies by HIV-specific B cells might also impact disease outcome. 

IgG are the predominant immunoglobulins secreted by antibody secreting cells (ASC). IgG 

are subdivided in 4 classes (IgG1, IgG2, IgG3 and IgG4) with different abilities to bind Fc� 

receptor and to activate complement cascade. In HIV infection, HIV-specific IgG detected in 

sera from untreated patients are mainly IgG1 30. Remarkably, the presence of HIV-specific 

IgG2 in the sera from viremic-controllers (VC) has been associated with lower viral load and 

slower disease progression 31. In addition, HIV-specific IgG2 were mostly find in EC without 

expression of the HLA-B*57 protective allele, suggesting that HIV-specific IgG2 Abs provide 

an alternative for the control of HIV infection 32. IgG2 production in EC was also linked with 

a higher secretion of IFN� in VC 33. More recently, Ackerman et al. showed that, in EC, 

IgG1/IgG3 rather than IgG2/IgG4 HIV-specific Abs mainly contribute to the polyfunctional 

activities associated with HIV control 22.  

In the present study, we characterize memory B cell responses in a large cohort of EC 

expressing or not expressing the protective HLA-B*57 allele and asked whether a 

preservation of B cell compartments might be linked to the capacity of B cells to secrete HIV-

specific Abs and of patient's sera to neutralize HIV. We used transmitted/founder (T/F) virus 

highly resistant to neutralization for this purpose. We compared HLA-B*57+ and HLA-B*57- 

EC with aviremic patient undergoing successful cART or HIV-negative individuals. We first 

analyzed the phenotype of total memory B cells by flow cytometry and then determined the 

frequency, specificity and isotype of HIV-specific memory B cell responses using B cell-

Elispot assay. We evidenced a global preservation of memory B cell compartments in EC 

with a proportion of TLM comparable to what observed in cART and HIV-negative 

individuals. However, HLA-B*57- EC presented a slight but significant increase of TLM B 

cells compared to HLA-B*57+ EC and to HIV-negative individuals. Interestingly, HIV-

specific B cells were detected in 80% of EC. In contrast, only 7% of cART patients presented 
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HIV-specific responses. All groups exhibited similar levels of Influenza-specific B cells 

responses. HIV-specific responses consisted mainly of IgG1 secreting B cells whereas HIV-

specific IgG2 and IgG3 secreting B cells were detected in only few EC. Of note, HIV-specific 

Abs responses were also detected in untreated VC. These HIV-specific responses were lost 

after initiation of cART. Remarkably, 59% of serums from EC neutralized at least one HIV 

strain tested and 27% blocked infection at least 40 % neutralization resistant Tier-2 T/F virus. 

Tier-2 neutralization represents an effective anti-HIV humoral response 34. Remarkably, in 

HLA-B*57+ EC, the frequency of HIV-specific B cells correlated with the capacity to 

neutralize a wider range of T/F HIV strains. 

 
  

143



 

MATERIALS 

 

Patients and Samples 

EC (n=38) and VC (n=3) were recruited in the CO21 CODEX cohort implemented by ANRS 

(Agence nationale de recherches sur le SIDA et les hépatites virales). Ten to 15 million cells 

from EC or VC were available for this study. EC were defined as HIV-infected individuals 

maintaining viral loads under 400 copies of HIV RNA/mL without cART for more than 5 

years. EC were divided in 2 groups: HLA-B*57+ (n=19) or HLA-B*57- (n=19). VC are HIV-

infected individuals that maintained high CD4 counts (>400 mm3) without cART for more 

than 8 years. For some VC, cART has been initiated. HIV-infected efficiently treated patients 

(cART) (n=13) were recruited at Kremlin Bicêtre Hospital. They were treated for at least 1 

year (mean of 10 years) and had a viral load undetectable by standard assays. HIV-negative 

individuals (n=12) are anonym blood donors (Établissement Français du sang). A detailed 

description of the patients is provided in Table 1, including the median and interquartile range 

for age (at the time of the study), CD4 T cell count and RNA load for each group. 

 

Ethic statement.  

All the subjects provided their written informed consent to participate in the study. The CO21 

CODEX cohort and this sub-study were funded and sponsored by ANRS and approved by the 

Ile de France VII Ethics Committee. The study was conducted according to the principles 

expressed in the Declaration of Helsinki. 

 

Flow cytometry 

Cell viability was evaluated using LIVE/DEAD® (ThermoFisher Scientific) and the 

following Abs were used: CD19-APCCy7 (SJ25C1), CD21-APC (B-ly4), CD27-PE (M-

T271), IgD-PECF594 (IA6-2), IgG-BV605 (G18-145), CD38-V450 (HB7) (all from BD 

biosciences), IgM-AF700 (CH2, Exbio) and IgG2-AF488 (HP6002, Southern Biotech). 

Stainings were performed using standard procedures in PBS containing 0,5% BSA and 2mM 

EDTA (20 min at 4°C). Samples were processed on a Fortessa cytometer using FACSDiva 

software (BD Biosciences) and further analyzed using FlowJo2 software (Tree Star). 

 

Differentiation of B cells into Antibody secreting cells (ASC) 

PBMCs were thawed and cultured in Yssel medium supplemented with 1% human serum AB 

(Institut Jacque Boy), 0,5µg/mL of TLR7/8 ligand (R848, InVivoGen) and 100 U/mL rhIL-2 
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(Miltenyi Biotec). Cells were cultured at 1x106 cells/mL. After 6 days, cells were harvested 

and the proportion of B cells evaluated by flow cytometry using anti-CD19 antibody. 

 

B cell-Elispot assay 

Elispot plates (Millipore MSIPN4550) were pre-wet with 35% ethanol (1 min), washed with 

PBS and coated overnight at 4°C with 15 µg/mL anti-IgG antibodies (Mabtech, MT91/145) or 

viral antigens diluted in PBS. HIV antigens included gp140Yu2b produced as in 9, gp41S30 

and gp160THO and were coated at 10 µg/mL. Influenza antigens (5 µg/mL, 2015 VAXIGRIP 

vaccine, Sanofi Pasteur Msd) and keyhole limpet hemocyanin (KLH, 10 µg/mL, Sigma-

Aldrich) were used as positive and negative controls, respectively. Plates were washed with 

PBS and saturated with RPMI containing 10% FBS. Six days post activation, 1500 to 3000 or 

1.5x105 to 3x105 ASC/well were plated for total IgG or antigen-specific detections, 

respectively, and incubated overnight at 37°C in RPMI+10% FBS. Plates were then washed in 

PBS+0,05% Tween-20 prior incubation with biotinylated anti-IgG (1 µg/ml, MT78/145, 

Mabtech), anti-IgG1 (1 µg/ml, G17-1, BD), anti-IgG2 (0.2 µg/mL, HP6200, Mabtech) or anti-

IgG3 (0.2 µg/mL, HP6050, Southern Biotech) (2h, RT). Spots were revealed using alkaline-

phosphatase coupled streptavidin (0,5 U/mL, Roche Diagnostics, 1h RT) and 50 µL 

BCIP/NBT substrate (15min, Sigma). The reaction was stopped using water. The number of 

spots was counted using AID reader (Autoimmun Diagnostika GmbH). Frequency of antigen-

specific ASC was calculated taking account the number of CD19+ B cells plated.  

 

TZM-bl neutralization assays 

Sera were tested for their ability to neutralize HIV-1 Env-containing pseudo-viruses using 

TZM-bl neutralization as described previously 35. Two standard Tier-1 reference strains 

(SF162.LS and BaL.26), seven Tier-2 strains (QH0692.42, CH058, CH077, CH106, RHPA, 

THRO4156.18 and REJO 4541.67) and one Tier-3 strain (TRJO4551.58) were used. The 50% 

inhibitory dose (IC50) was defined as the sample concentration that caused a 50% reduction 

in relative luminescence units (RLU) 35. 

 

Statistics 

Statistical significance (p-values) were determined using Mann-Whitney test (*p<0.05, 

**p<0.005, ***p<0.001) and Association between continuous variables were evaluated by 

Spearman rank order correlation using Graph-Pad software.  
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RESULTS 

 

Memory B cell compartments are preserved in EC 

Using flow cytometry, we first analyzed the peripheral memory B cell compartments in EC, 

cART and HIV-negative individuals (gatings as shown in Supplemental Fig 1). The 

proportion of CD19+ B cells was slightly higher in EC as compared to HIV-negative donors 

(Fig 1A). EC, cART and HIV-negative donors presented no significant differences 

concerning the proportion of AM, IM and RM B cells (Fig 1B) and other populations studied 

(total memory B cells, naïve B cells, IgG+ and IgG2+ B cells and plasmablasts)  

(Supplemental Fig 2 A-F). We observed a slight, but not significant, increase of RM B cells in 

EC as compared to cART patients (median 16% among B cells vs 10% respectively) (Fig 1B). 

This expansion seems more marked in HLA-B*57- EC (median 19% among B cells). 

However, we noticed a significant increase of TLM B cell proportion in HLA-B*57- EC as 

compared to HLA-B*57+ EC and HIV-negative individuals (Fig 1B). Concerning 

plasmablasts and MZ-like B cells, we did not observe significant difference in EC compared 

to the 2 other groups (Supplemental Fig 2 E-F). However, EC presented a higher proportion 

of IgG+ memory B cells as compared to HIV-negative individuals mostly due to HLA-B*57- 

EC (Supplemental Fig 2 C). 

Overall, with the exception of the TLM B cell population expended in HLA-B57- EC, the B 

cell compartments seem preserved in EC. We next analyzed the frequency and isotype of 

HIV-specific memory B cell responses.  

 

B cells from EC display a better expansion after in vitro stimulation 

The B-cell Elispot assay requires differentiating B cells into antibody secreting cells (ASC). 

PBMCs were treated with (R848+IL-2) 36 and 6 days post treatment, the frequency and 

expansion of CD19+ B cells assessed. Interestingly, B cells from EC presented a better 

capacity to expand as compared to cells from cART patients (4 and 1.5 fold increase, 

respectively) (Supplemental Fig 3). Of note, ex vivo, no difference was observed between 

these 2 groups concerning the proportion of TLM B cells (Fig 1B). In contrast, ex vivo, TLM 

proportion was increased in HLA-B*57- EC as compared to HLA-B*57+ EC (Fig 1B) and we 

found a trend to a reduced expansion of B cells in HLA-B*57- EC as compared to HLA-

B*57+ EC (Supplemental Fig 3).  
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EC maintain HIV-specific memory B cell responses 

We then evaluated the frequency of HIV-specific ASC using Elispot (Fig 2 and Supplemental 

Fig 4). As immunogens, we used different HIV envelope (HIV Env): gp140Yu2b, gp41S30, 

gp160THO and Influenza antigens or KLH as positive and negative controls, respectively. 

The frequencies of ASC secreting IgG, IgG1 or IgG3 were not significantly different between 

the 3 groups (Supplemental Fig 4). In contrast, we noticed a reduced frequency of IgG2 

secreting ASC in EC as compared to HIV-negative donors (Supplemental Fig 4C).  

Strikingly, 82% of EC (28/34 EC tested) but only 7% of cART patients (1/13) exhibited a 

positive response against HIV Envs (Fig 2A). This difference is strictly specific to HIV 

antigens since both groups reacted to Influenza antigens (63% and 75% reacting EC and 

cART-patients, respectively) (Fig 2B). Thereafter, although EC and cART patients have an 

undetectable viral load, only EC maintain HIV-specific memory B cell responses. 

 

HIV-specific memory B cell responses are mainly of the IgG1 isotype 

We next analyzed the specificity and isotype of HIV-specific secreted Abs in EC (Fig 3). 

Generally, patients with detectable antibody responses to gp140 also reacted against gp41 and 

gp160 (Fig 3A). In EC, IgG+ ASC specific for gp140, gp41 and gp160 represented 

respectively 0.24, 0.20 and 0,13 mean % of IgG+ B cells (Fig 3A). The frequency of IgG+ 

Influenza-specific ASC in EC was similar to the frequency of HIV Env-specific ASC (Fig 

3A) and in the same order of magnitude than described in literature 36. Note that, comparing 

EC, cART and HIV-negative donors, we did not evidence a significant difference in the 

frequency of Influenza-specific ASC (Supplemental Fig 5). 

HIV Env- and Flu-specific B cell responses in EC were mainly mediated by IgG1 Abs, which 

represented nearly 50% of responses (Fig 3B). In addition, all patients reacting to HIV Env 

antigens exhibited an HIV-specific IgG1 response. In contrast, only 35% and 26% of EC 

showed gp140-specific IgG2+ or IgG3+ B cell responses, respectively (Fig 3C-D). Note that 

IgG2+ and IgG3+ responses were not necessarily detected in the same patients (Fig 3C-D).  

Finally, whatever the targeted antigens, the proportion of HLA-B*57- or HLA-B*57+ EC 

presenting IgG, IgG1 and IgG2 memory B cell responses (Fig 4A-C) and the magnitude B 

cells  (Fig 3A-C) were similar. However, there is a tendency towards a higher proportion of 

HLA-B*57+ EC presenting IgG3+ HIV Env-specific responses as compared to HLA-B*57- 

EC (17.6% vs 8.8% for gp140; 14.7% vs 11.8% for gp41; 7.7% vs 3.8% for gp160, for HLA-

B*57+ and HLA-B*57- EC, respectively) (Fig 3D and 4D).  
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HIV-specific memory B cell responses are lost in VC following cART initiation. 

The absence of HIV Env-specific B cell responses in cART patients might be due to complete 

suppression of viral replication under cART. To assess this issue, we explored HIV-specific 

memory B cell responses in a group of viremic controllers (VC) before and after cART 

initiation (Fig 5). Two of the 3 VC (patients VC39 and VC41), tested before initiation of 

cART, showed gp140-specific B cell responses (Fig 5A). Remarkably, upon treatment VC41 

lost HIV-specific Ab responses (Fig 5A) while VC39 reduced the frequency of responding B 

cells, most likely due to the residual viral replication observed in this patient (Fig 5A and 

Table-1). B cell responses to Influenza antigens were maintained after ART initiation (Fig 

5B). These observations suggest that the presence of the virus is required to maintain 

circulating HIV-specific memory B cell responses in HIV infected individuals including EC. 

 

In HLA-B*57+ EC, the frequency of HIV-specific B cells correlates with the 

neutralization of Tier-2 T/F virus 

We then asked whether HIV-specific B cell memory responses might be associated with the 

capacity of EC to neutralize HIV infection. To this end, we tested the ability of the serum 

from EC in neutralizing two lab strains (Tier-1) and 8 neutralization resistant 

transmitted/founder (T/F) HIV strains (7 Tier-2 and one Tier-3 strains) (Fig 6). 59% of EC 

neutralized at least one HIV strain tested. Among them, with 27% of EC neutralizing at least 

40% of HIV strains (Fig 6B). Remarkably, 44% of EC blocked infection of at least one 

resistant Tier-2 T/F virus and 27% of EC blocked at least 40 % of Tier-2 T/F virus tested (Fig 

6B). Tier-2 neutralization represents an effective anti-HIV humoral response 34. To further 

analyze the nAb responses, we calculated breadth scores that account for the sensitivities of 

each HIV strain (Fig 6A). This reported breadth score represents the number of viruses that a 

given serum sample neutralized at an IC50 that is higher than the median IC50 for that virus 

across all samples 37. The average neutralization score for all strains and Tier-2 T/F virus were 

not significantly different comparing HLA-B*57+ and HLA-B*57- EC (Fig 6A). However, in 

HLA-B*57+ EC, the frequency of HIV-specific B cells, evaluated in Elispot, correlated with 

the capacity to neutralize a wider range of Tier-2 T/F HIV strains (Fig 7). These results 

suggest that a fraction of EC exhibit an effective anti-HIV humoral response and that it might 

contribute to HIV control. In addition, the maintenance HIV-specific B cells, in particular in 

HLA-B*57+ EC, results in stronger neutralizing capacities.   
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*Figure disponible en annexe 2 du manuscrit de thèse 

DISCUSSION 

 

In this study, we show that, in contrast to treated patients, EC naturally preserve their memory 

B cell compartments and maintain HIV-specific memory B cell responses. HIV-specific B 

cells largely express IgG1+ Ab isotype however, some EC also secrete anti-HIV IgG2 and 

IgG3 Abs. In addition, sera from a large fraction of EC exhibit an effective anti-HIV humoral 

response. The maintenance HIV-specific B cells, in particular in HLA-B*57+ EC, results in 

broader neutralizing capacities. Overall, these results strongly suggest that, in EC, memory B 

cell responses contribute to the natural control of HIV infection.  

We first analyzed ex vivo B cell compartments in EC, cART and HIV-negative donors. RM B 

cell fractions were slightly increased in EC as compared to cART patients. As RM B cells are 

mostly implicated in maintenance of humoral responses 25, this might be linked to the 

maintenance of HIV-specific memory B cell responses observed in the majority of EC. 

Indeed, Buckner et al. recently showed that HIV Env-specific B cells are mainly contained in 

RM B cells 29. 

The proportion of TLM B cells were comparable in cART and HIV-negative donors, probably 

reflecting that cART allows a restoration of TLM in treated patients 2, 28. We noticed a clear 

increase of TLM B cell proportion in HLA-B*57- as compared to HLA-B*57+ EC. This 

might reflect a better preservation of the immune system, in HLA-B*57+ EC, thanks to their 

potent anti-HIV CTL responses 11. Alternatively, this expansion of TLM B cells might be 

linked to a higher residual replication in HLA-B*57- EC than in HLA-B*57+ individuals. 

However, the DNA viral loads between the two groups are not significantly different (Table 

1). In addition DNA viral loads do not correlate with TLM proportions (not shown). 

Interestingly, TLM B cells exhibit lower proliferative capacities compared to other memory B 

cell populations when cultured with different stimuli 2. In HLA-B*57- EC, we did not observe 

a significant impact of increase TLM B cell fraction on the proportion of responders and on 

the frequency of HIV-specific memory B cell responses, as compared to HLA-B*57+ EC. In 

addition, both group of EC exhibited similar B cell responses against Influenza. 

Remarkably, HIV Env-specific memory B cell responses were detected in the majority of EC 

tested (28/34) but in only 1 out 13 cART patients. Note that we obtained very similar results 

using HIV-Gagp24 as immunogens (not shown*). In contrast, a similar proportion of EC, 

cART and HIV-negative donors reacted to Influenza vaccine antigens. Our results are 

consistent with Bussmann et al, that studied HIV-specific B cells responses during disease 

progression 38. The expression of the protective HLA-B*57 allele did impact the proportion of 
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patients reacting to HIV Env or the frequency of HIV-specific B cell responses. Antiviral 

memory B cell responses were mainly mediated by IgG1 Abs while only few EC presented 

IgG2+ or IgG3+ responses. The frequency of HIV Env-specific memory B cells secreting 

IgG2 or IgG3 did not correlate with a higher proportion of total memory B cells secreting 

IgG2 or IgG3 (not shown). In the future, it will be of importance to characterize the antiviral 

functions of IgG2 and IgG3 Abs secreted by EC. Indeed a recent study revealed a major 

contribution of IgG3 in the polyfunctional activity of Abs probably linked with HIV-control 

in EC 22, and anti-HIV IgG2 production has been previously associated with HIV-control and 

slow progression in viremic controllers 31, 33. 

The absence of HIV Env-specific B cell responses in cART patients might be due to the 

suppression of viral replication. To answer this question, we explored HIV-specific memory 

B cell responses in a group of HIV controllers (VC) that do not progress to disease and 

maintain high CD4 counts despite a high viremia. Indeed, 2 out of 3 VC exhibited HIV-

specific responses prior ART initiation and in contrast these responses were diminished after 

ART initiation. Buckner et al. also recently addressed this issue studying HIV-specific 

responses in six EC prior and after initiation of cART. Remarkably, in EC under cART, HIV-

specific memory B cell responses dropped as well as their DNA viral loads 29. Thereafter, in 

EC, a very low undetectable viremia, is probably sufficient to maintain a pool of memory B 

cells directed against HIV, which might be linked with HIV controller status. Indeed, several 

studies evidence the persistence of a residual viral replication in EC 39, 40.  

We demonstrate that at least in HLA-B*57+ EC, the maintenance HIV-specific B cells results 

in stronger neutralizing capacities. We tested the ability of EC's sera in neutralizing Tier-2 

resistant transmitted/founder (T/F) HIV strains. As Doria-Rose et al that analyzed the 

neutralization potential of various HIV groups 41, we observed that a quarter of EC exhibit a 

very potent anti-HIV humoral response. In our study, 27% of EC neutralized at least 40 % of 

Tier-2 T/F virus tested. In HLA-B*57+ EC, there is an apparent association between the 

frequency of HIV-specific B cells, evaluated in Elispot, and the capacity to neutralize a broad 

range of Tier-2 T/F HIV strains. It is interesting to note that in our study and another 42, this 

association is lost when considering the global EC population. The status of HLA-B*57+ EC 

confers additional benefit that are not limited to CTL responses. HIV-control in HLA-B*57+ 

EC is probably the result of a balance between viral replication and immune responses 

including HIV-specific memory B cell responses. 

Ab functions are not limited to neutralization. In fact, the capacity to mediate multiple 

functions such as ADCC and recruitment of immune cells, has been associated with HIV 
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control 22. Our work further highlights that a fraction of EC exhibit effective anti-HIV 

humoral responses that contribute in reducing viral replication to low undetectable levels.  

EC, despite their undetectable viremia, maintain HIV-specific memory B cell responses that 

are associated with effective humoral responses, in some EC. We are proposing that 

increasing HIV-specific B cell responses by vaccination in cART patients might help in 

reducing drug regimens.  
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2 18006 M 48 8 53 57 < 40 351 801 - NO - - 		
3 19001 F 56 18 44 57 < 10 4 1400 - NO - - 		
4 19007 F 63 10 52 57 < 10 15 630 - NO - - 		
5 23001 F 57 17 57 NA 20 7 999 - NO - - 		
6 23002 F 55 26 18 57 < 20 4 770 - NO - - 		
7 30006 M 51 26 51 57 42 24 824 - NO - - 		
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14 62002 F 43 10 53 57 166 27 862 - NO - - 		
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37 171002 M 50 16 13 14 32 3 1085 - NO - - 		
38 63005 M 48 27 27 51 < 20 23 561 - NO - - 		

                                

V
ir

em
ic

 
co

nt
ro

lle
rs

 (V
C

) 

39 04.008 M 
51 10 

35 35 
1000000 2006 320 - NO - -   

58 17 212000 NA NA - YES 3 AZT+3TC+EFV   

40 04.062 M 
37 9 

14 41 
340 000 1937 471 - NO - -   
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41 09.004 F 54 10 44 38 6 600 385 591 - NO - -   
62 18 <40 47 749 - YES 6 AZT+3TC+Indinavir   
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43 - F 58 27 NA NA undetect. NA 448 24 YES 17 Kivexa+Viramune 		
44 - F 31 2 NA NA undetect. NA 570 369 YES 2 Kivexa+Norvir+Reyataz 		
45 - M 54 17 NA NA undetect.	 NA 787 251 YES 16 Invitress+Kaletra 		
46 - M 50 16 NA NA undetect.	 NA 572 222 YES 16 Isentress+Truvada 		
47 - M 58 9 NA NA undetect.	 NA 580 342 YES 1 Isentress+Kivexa 		
48 - M 42 30 NA NA undetect.	 NA 415 173 YES 9 Isentress+Truvada 		
49 - F 35 4 NA NA undetect.	 NA 288 149 YES 4 Atripla 		
50 - M 49 21 NA NA undetect.	 NA 609 219 YES 12 Kivexa+Viramune 		
51 - M 51 14 NA NA undetect.	 NA 330 193 YES 13 Atripla 		
52 - M 57 27 NA NA undetect.	 1740 335 172 YES 17 Kivexa+Viramune 		
53 - F 42 13 NA NA undetect.	 NA 587 537 YES 5 Atripla 		
54 - M 46 10 7 56 undetect.	 290 765 592 YES 10 Truvada+Reyataz 		

a NA, data not available; M, male; F, female; VL, viral load; (-) not applicable.  
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Figure 1: Memory B cell compartments are preserved in EC.  
In EC (n=38), cART (n=13) and HIV-negative donors (n=12): (A) frequency of CD19+ B cells 
among lymphocytes and (B) frequencies of AM (CD27+CD21-), RM (CD27+CD21+), IM (CD27-
CD21+) and TLM (CD27-CD21-) B cells among CD19+ B cells. Each individual is represented by 
a specific dot on each graph (shape and color). Circle: HLA-B*57+ EC; Square: HLA-B*57- EC. 
*p<0.05, **p<0.005. Bars represent median. 
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Figure 2: EC maintain HIV-specific memory B cell responses.  
Percentage of EC (n=34), cART (n=13) and HIV-negative (n=6) donors presenting memory B cell 
responses against (A) HIV antigens (gp140Yu2b, gp41S30 or gp160THO) and (B) Influenza vaccine 
antigens (2015 VAXIGRIP vaccine). 
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Figure 3  
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Figure 3: HIV-specific memory B cell responses are mainly of the IgG1 isotype. Percentage of 
antibody secreting cells (ASC) specific for HIV-Env antigens (gp140Yu2b, gp41S30 or gp160THO) 
and Influenza vaccine antigen (Flu, 2015 VAXIGRIP vaccine) presented according to the Ab isotype: 
(A) total IgG+, (B) IgG1+, (C) IgG2+ and (D) IgG3+ antigen-specific ASC. Each individual is 
represented by a specific dot on each graph (shape and color). Bars represent median. 
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Figure 4 
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Figure 4: Proportion of HLA-B57+ and HLA-B57- EC responding to viral antigens.  
HLA-B57+ EC (n=17) are represented in green and HLA-B*57- (n=17) in orange. Proportions of 
patient presenting (A) IgG+, (B) IgG1+, (C) IgG2+ and (D) IgG3+ B cell responses against HIV-
Env antigens (gp140Yu2b, gp41S30 or gp160THO) and Influenza vaccine antigens (Flu, 
VAXIGRIP vaccine). 
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Figure 5: HIV-specific memory B cell responses are lost in VC following cART initiation.  
Frequency of IgG+ ASC specific for (A) gp140Yu2b and (B) Influenza (2015 VAXIGRIP vaccine) in 
EC (left panel) and VC prior (central panel) or after initiation (right panel) of cART. ND, non 
determined. 
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Figure 6: Capacity of EC to neutralize resistant Tier-2 T/F HIV strains in the TZM-bl assay. 
Sera from EC (n=37) were tested against two lab and 8 neutralization resistant T/F HIV strains. (A) 
Neutralization data are shown as the serum dilution that neutralized 50% of the viruses (IC50) tested. 
Breadth scores that account for virus sensitivities were determined as described previously 37. (B) 
Neutralization breadth expressed as percentage of neutralized strains. nb: % of patients for each 
fraction. 
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Figure 7: In HLA-B*57+ EC, the frequency of HIV-specific B cells correlates with the 
neutralization of Tier-2 T/F virus. 
In EC groups (as indicated) association of HIV gp140-specific B cell frequency or and the 
neutralization breadth for all HIV strain tested (top panel) or only Tier-2 resistant T/F HIV strains. 
Statistic: Spearman correlation.  
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Supplemental Figure 1: Phenotypic analysis of circulating B cell populations using flow 
cytometry. B cells were identified using CD19, and further subdivided in naïve (CD27-IgD+), 
total memory B cells (CD27+ IgD-), activated memory (AM, CD27+CD21-), resting memory 
(RM, CD27+CD21+),  intermediate memory (IM, CD27-CD21+),  tissue-like memory (TLM, 
CD27-CD21-), plasmablasts (CD27+IgD-CD38hig) and marginal zone-like B cells (MZ-B cells, 
CD27+IgD-IgM+CD38-CD21+). IgG+ and IgG2+ memory B cells were also identified. 	
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Supplemental Figure 2 

Supplemental Figure 2: Proportions of memory B cell populations in HIV+ patients and HIV- 
donors. (A) Frequency of total memory B cells (CD27+IgD-) among CD19+ B cells. (B) Frequency of 
naïve B cells (CD27-IgD+) among CD19+ B cells. (C) Frequency of IgG+ cells among memory B cells. 
(D) Frequency of IgG2+ cells among memory B cells. (E) Frequency of CD38hi plasmablasts among 

memory B cells. (F) Frequency of IgM+CD38-CD21+ MZ-like B cells among memory B cells. Each 
individual is represented by a specific dot on each graph (shape and color). *p<0.05. Bars represent 
median; HIV-neg: HIV-negative donors. 
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Supplemental Figure 3: B cells from EC expand more after in vitro stimulation. 
Expansion of B cells in (R848+IL-2)-activated PBMC cultures from EC, cART and HIV-
negative donors presented as a fold change (B cell numbers at day 6 divided by B cells 
numbers at day 0). Each individual is represented by a specific dot on each graph (shape 
and color). Circle: HLA-B*57+ EC; Square: HLA-B*57-EC. *p>0.05, **p>0,005. Bars 
represent median. 
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Supplemental Figure 4: Distribution and frequency of ASC according to their Ab isotype in 
HIV+ and HIV- donors. Frequencies of ASC secreting IgG (A), IgG1 (B), IgG2 (C) or IgG3 (D) 
among B cells in EC (circle: HLA-B*57+ or square: HLA-B*57-), cART and HIV-negative donors. 
Each individual is represented by a specific dot on each graph (shape and color). *p<0.05, 
**p<0.005. Bars represent median. 
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Supplemental Figure 5: Memory B cell responses against Influenza vaccine 
antigens. Frequency of Flu-specific IgG+ ASC in EC, cART and HIV-negative donors. 
Each individual isrepresented by a specific dot on each graph (shape and color). circle: 
HLA-B*57+ EC; square: HLA-B*57- EC. Bars represent median. 
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CONCLUSIONS	ET	DISCUSSION	DE	L’AXE	1	

	

J’ai	d’abord	caractérisé	les	populations	de	Tfh	et	de	LB	dans	des	rates	de	patients	VIH+	et	de	

donneurs	VIH-.	

	

Dynamique	des	populations	de	Tfh	dans	la	rate	de	patients	infectés	par	le	VIH	

	

Les	 proportions	 de	 Tfh,	 CG-Tfh	 et	 Tfr	 sont	 augmentées	 dans	 les	 rates	 des	 patients	

chroniquement	infectés	par	le	VIH	et	non	traités	comparées	à	celles	observées	dans	les	rates	

de	 patients	 non	 infectés.	 Ces	 résultats	 concordent	 avec	 les	 observations	 faites	 dans	 les	

ganglions	et	les	amygdales	(Lindqvist	et	al.,	2012;	Perreau	et	al.,	2013).	Cette	différence	est	

bien	 due	 à	 l’infection	 par	 le	 VIH	 et	 non	 pas	 au	 syndrome	 auto-immun	 PTI	 puisque	 nous	

n’avons	pas	observé	de	différence	concernant	les	proportions	de	Tfh	entre	les	rates	PTI+	et	

PTI-.	 Parallèlement,	 nous	 avons	 observé,	 tout	 comme	 dans	 les	 ganglions	 dans	 d’autres	

études,	que	les	Tfh	de	la	rate	sont	infectés	par	 le	VIH	et	présentent	même	une	intégration	

d’ADN	 du	 VIH	 supérieure	 aux	 autres	 LT	 CD4+	 mémoires.	 Plusieurs	 hypothèses	 pourraient	

expliquer	 ce	 paradoxe	 entre	 une	 proportion	 de	 Tfh	 plus	 élevée	 et	 leur	 infection	

préférentielle	 par	 le	 virus	 :	 (a)	 Les	 Tfh	 pourraient	 avoir	 une	 capacité	 de	 survie	 ou	 de	

prolifération	plus	importante	;	(b)	l’infection	pourrait	favoriser	la	différenciation	des	LT	CD4+	

en	Tfh	;	(c)	les	mécanismes	de	régulation	de	l’interaction	Tfh/LB	pourraient	être	altérés	;	(d)	

la	balance	d’expression	de	facteurs	pro	et	anti-viraux	dans	les	Tfh	pourrait	soutenir	une	forte	

intégration	du	virus	et	une	faible	réplication	virale.	

	

(a)	Prolifération	/	Survie	

	Dans	 la	 rate,	 le	marqueur	 de	 prolifération	 KI67	 est	 sous	 exprimé	 par	 les	 Tfh	 de	 patients	

infectés	par	le	VIH	comparé	aux	donneurs	sains.	Une	meilleure	capacité	de	prolifération	des	

Tfh	 lors	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH	 ne	 semble	 donc	 pas	 être	 une	 hypothèse	 à	 retenir.	 En	

revanche,	 dans	 les	 ganglions,	 des	 lymphocytes	 CXCR5+	 infectés	 par	 le	 VIH	 expriment	 plus	

fortement	 le	 marqueur	 anti-apoptotique	 Bcl2	 comparé	 aux	 mêmes	 cellules	 chez	 des	

donneurs	sains	(Haas	et	al.,	2014).	Associée	à	celle	de	Bcl6,	une	surexpression	de	Bcl2	par	le	

Tfh	 leur	 confèrerait	 une	meilleure	 survie.	 Cependant,	 la	 dynamique	 des	 Tfh	 dans	 les	 OLII	
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peut	 varier	 en	 fonction	 du	 stade	 de	 l’infection	 et	 des	 capacités	 du	 patient	 à	 contrôler	

l’infection	(voir	Tableau	2	dans	le	chapitre	«	État	de	l’art	»).	Ainsi,	une	perte	des	CG-Tfh	est	

observée	 chez	 des	 macaques	 au	 stade	 SIDA.	 Dans	 ce	 contexte,	 les	 CG-Tfh	 semblent	

particulièrement	 sensibles	 à	 l’apoptose,	probablement	en	 lien	avec	une	expression	accrue	

du	ligand	PD-L2	par	les	LB	(Xu	et	al.,	2015b).	

	

(b)	Différenciation	vers	un	profil	Tfh	

L’augmentation	 des	 Tfh	 dans	 les	 OLII	 des	 patients	 VIH+	 pourrait	 s’expliquer	 par	 une	

différenciation	des	LT	CD4+	polarisée	vers	un	profil	Tfh.	En	effet,	nos	résultats	montrent	une	

forte	 expression	 des	 gènes	 codant	 pour	 CXCL13	 et	 IL-21	 dans	 les	 Tfh	 des	 rates	 VIH+,	

suggérant	un	environnement	propice	à	une	différenciation	soutenue	en	Tfh.	La	persistance	

du	virus	dans	la	rate	pourrait	être	à	l’origine	de	cette	différenciation	polarisée	vers	un	profil	

Tfh.	 Chez	 la	 souris,	 lors	 d’une	 infection	 par	 le	 LCMV,	 la	 persistance	 du	 virus	 dans	 la	 rate	

redirige	la	différenciation	des	Th1	en	Tfh	(Fahey	et	al.,	2011).	Dans	ce	sens,	plusieurs	études	

démontrent	 une	 forte	 concentration	 de	 particules	 du	 VIH,	 associées	 aux	 cellules	

dendritiques	 folliculaires,	 dans	 la	 rate	 et	 les	 ganglions	 de	 patients	 infectés	 par	 le	 VIH	

(Cheynier	et	al.,	1994;	Embretson	et	al.,	1993;	Pantaleo	et	al.,	1998).	Plus	récemment,	une	

étude	sur	le	macaque	a	montré	que	les	CG	étaient	des	sanctuaires	inaccessibles	aux	LT	CD8+	

anti-SIV	cytotoxiques	renforçant	l’idée	d’une	forte	concentration	d’antigènes	viraux	dans	ces	

zones	 (Fukazawa	 et	 al.,	 2015).	 Cependant,	 il	 faut	 noter	 l’identification	 récente	 d’une	

population	de	LT	CD8+	cytotoxiques	CXCR5+	(Tfc)	présente	dans	les	follicules	des	OLII	(Leong	

et	 al.,	 2016)	 (voir	 paragraphe	 1.4.5.	 de	 l’état	 de	 l’art).	 Dans	 cette	 étude,	 des	 Tfc	 ont	 été	

observés	dans	 les	ganglions	de	personnes	 infectées	par	 le	VIH.	Cependant	 la	réelle	activité	

suppressive	des	Tfc	dans	ce	contexte	reste	à	démontrer.	Nous	pouvons	supposer	que,	tout	

comme	 les	Tfh,	 les	Tfc	pourraient	avoir	une	fonctionnalité	altérée	 lors	de	 l’infection	par	 le	

VIH.	Dans	ce	cas,	il	pourrait	s’agir	d’un	impact	indirect	de	l’infection,	les	LT	CD8+	n’étant	pas	

une	cible	du	virus.	

L’IL-6	 est	 particulièrement	 impliquée	 dans	 la	 différenciation	 en	 Tfh	 via	 l’initiation	 de	

l’expression	 de	 Bcl-6	 (Nurieva	 et	 al.,	 2010).	 Bien	 que	 l’IL-6	 soit	 une	 cytokine	 présente	 en	

forte	quantité	dans	le	plasma	des	patients	VIH+,	nous	n’avons	pas	observé	de	sécrétion	plus	

importante	d’IL-6	par	les	splénocytes	VIH+	après	stimulation.	Une	autre	étude	met	d’ailleurs	
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en	évidence	que	l’augmentation	de	l’IL-6	dans	le	plasma	des	patients	VIH+	n’est	pas	en	lien	

direct	avec	la	réplication	du	virus	(Shive	et	al.,	2012).	De	la	même	façon,	ils	n’observent	pas	

de	différence	de	 sécrétion	d’IL-6	dans	des	histocultures	de	ganglions	VIH+	 comparés	à	des	

ganglions	VIH-	(Shive	et	al.,	2012).	En	plus	de	l’analyse	transcriptionnelle	des	Tfh	et	des	CG-

Tfh	 issus	 des	 rates	 VIH+	 et	 VIH-,	 nous	 nous	 sommes	 également	 intéressés	 au	 profil	

transcriptionnel	 des	 LT	 CD4+	 naïfs	 (non	 publiés).	 Les	 LT	 CD4+	 naïfs	 non	 stimulés	 issus	 des	

rates	 VIH+	 expriment	 plus	 fortement	 le	 gène	 codant	 pour	 le	 récepteur	 à	 l’IL-6.	 Ainsi,	 une	

sensibilité	accrue	des	 LT	CD4+	naïfs	 à	 l’IL-6,	due	à	une	plus	 forte	expression	du	 récepteur,	

pourrait	favoriser	la	différenciation	en	Tfh.		

	

(c)	Contrôle	du	CG	

Une	augmentation	de	la	proportion	des	Tfh	pourrait	également	être	le	résultat	d’un	défaut	

du	 contrôle	 de	 leur	 nombre	 par	 les	 cellules	 régulatrices	 dans	 les	 CG.	 Un	 défaut	 des	 Tfr	

pourrait	par	exemple	expliquer	un	manque	de	régulation	des	Tfh.	Récemment,	Chowdhury	

et	al.	ont	observé	chez	le	macaques	une	expansion	des	Tfr	plus	modérée	comparée	aux	Tfh	

lors	de	 l’infection	par	 le	SIV,	menant	à	une	diminution	du	 ratio	Tfr/Tfh	 chez	 les	macaques	

infectés	(Chowdhury	et	al.,	2015).	Dans	ce	contexte,	il	est	supposé	que	les	Tfr	ne	sont	pas	en	

nombre	 suffisant	 pour	 contrôler	 la	 réaction	 du	 CG.	 Au	 contraire,	 dans	 notre	 étude,	 nous	

avons	 montré	 une	 expansion	 équivalente	 des	 Tfh	 et	 des	 Tfr	 dans	 les	 rates	 de	 patients	

infectés	par	le	VIH.		

Cependant,	 le	 défaut	 de	 régulation	 par	 les	 Tfr	 pourrait	 être	 non	 pas	 quantitatif	 mais	

qualitatif.	Dans	notre	étude,	 l’analyse	du	profil	transcriptionnel	des	Tfh	spléniques	inclut	 la	

population	de	Tfr.	Ainsi,	la	diminution	de	l’expression	des	gènes	codant	pour	l’IL-10	et	CTLA-

4	observée	pourrait	très	bien	concerner	les	Tfr.	La	sécrétion	d’IL-10	et	l’expression	de	CTLA-4	

sont	2	paramètres	important	dans	la	fonction	suppressive	des	Tfr	(Sage	and	Sharpe,	2015).	

De	plus,	nous	avons	observé	une	diminution	de	la	sécrétion	d’IL-10	par	les	splénocytes	issus	

des	 rates	 VIH+.	 D’autres	 travaux	 se	 sont	 intéressés	 au	 profil	 transcriptionnel	 des	 Tfr	 et	

montrent	une	diminution	de	l’expression	du	gène	codant	pour	le	récepteur	à	l’IL-2,	impliqué	

dans	 les	 fonctions	 des	 Treg	 (Chowdhury	 et	 al.,	 2015).	 Lors	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH,	

l’hypothèse	d’un	défaut	fonctionnel	des	Tfr	pouvant	mener	à	une	expansion	incontrôlée	des	

Tfh	semble	donc	possible	au	vu	de	ces	éléments.	L’étude	des	fonctions	suppressives	des	Tfr	
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nécessite	 l’identification	 de	 nouveaux	 marqueurs	 phénotypiques	 permettant	 leur	

identification	sans	marquage	intracellulaire.	Il	serait	alors	possible	de	les	trier	et	réaliser	des	

tests	 de	 suppression	 in	 vitro	 comme	 couramment	 réalisé	 pour	 les	 Treg.	 Dans	 leur	 étude	

Chowdhury	et	al.	se	basent	sur	 la	non	expression	du	marqueur	CD127	(comme	établi	pour	

les	 Treg)	 pour	 trier	 les	 Tfr	 (Chowdhury	 et	 al.,	 2015).	 Pourtant,	 il	 n’est	 pas	 formellement	

démontré	que	la	population	de	LT	CD4+CXCR5+PDhiCD127-CD25+	corresponde	bien	aux	Tfr.	

	

(d)	Expression	des	facteurs	de	restrictions	et	co-facteurs	

Enfin,	nos	résultats	non	publiés	portant	sur	l’expression	de	gènes	codant	pour	les	facteurs	de	

restriction	et	les	co-facteurs	du	VIH	dans	les	Tfh	et	les	CG-Tfh	de	la	rate	nous	apportent	des	

pistes	 supplémentaires	 qui	 pourraient	 expliquer	 l’expansion	 des	 Tfh	malgré	 leur	 infection	

par	 le	 VIH.	 Nous	 observons	 que	 les	 Tfh	 et	 CG-Tfh	 des	 rates	 VIH+	 expriment	

préférentiellement	 le	 co-facteur	 LEDGF/p75	 et	 les	 facteurs	 de	 restriction	 BST2/tetherin	 et	

TRIM5.	 A	 noter,	 cependant,	 que	 le	 facteur	 de	 restriction	 TRIM5	 humain	 n’inhibe	 que	

faiblement	 certaines	 souches	 du	 VIH	 (Luban,	 2012).	 LEDGF/p75	 est	 associé	 à	 la	 survie	

cellulaire,	 notamment	 en	 inhibant	 l’apoptose	 (Ganapathy	 et	 al.,	 2003).	 Cette	 protéine	

interagit	également	avec	 les	 intégrases	du	VIH,	permettant	alors	une	meilleure	 intégration	

du	 virus	 dans	 le	 génome	 de	 la	 cellule	 hôte	 (Sambasivarao,	 2008).	 La	 balance	 entre	

l’expression	 de	 LEDGF/p75	 (favorisant	 la	 survie	 cellulaire	 et	 la	 réplication	 du	 virus)	 et	

l’expression	des	 facteurs	de	 restriction	BST2/tetherin	et	TRIM5	 (limitant	 cette	 réplication),	

pourrait	 expliquer	 le	 paradoxe	 entre	 l’expansion	 des	 Tfh	 et	 l’intégration	 d’ADN	 viral	 plus	

importante	dans	ces	cellules.	En	effet,	dans	les	LT	CD4+	naïfs	et	mémoires,	nous	n’observons	

pas	 cette	 balance	 d’expression	 entre	 co-facteur	 et	 facteur	 de	 restriction	mais	 plutôt	 une	

expression	 préférentielle	 des	 facteurs	 de	 restriction	 APOBEC3G	 dans	 les	 LT	 CD4	 naïfs	 et	

SAMHD1/cyclophiline	A	dans	les	LT	CD4+	mémoires.	

	

L’expansion	des	Tfh	dans	la	rate	des	patients	infectés	par	le	VIH	s’explique	probablement	par	

une	association	de	ces	différents	mécanismes.	Ainsi,	 le	VIH	pourrait	avoir	un	 impact	direct	

sur	 les	 Tfh	 en	 initiant	 l’expression	 de	 facteurs	 favorables	 à	 la	 survie	 cellulaire	 tout	 en	

permettant	 l’intégration	 du	 virus.	 De	 plus,	 le	 VIH	 pourrait	 agir	 de	 façon	 indirecte	 en	
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participant	à	l’établissement	d’un	microenvironnement	favorable	à	la	différenciation	des	LT	

CD4+	en	Tfh.	

	

Altération	des	fonctions	des	Tfh	lors	de	l’infection	par	le	VIH	

	

Dans	les	rates	des	patients	VIH+	non	traités,	nous	avons	observé	un	défaut	de	la	maturation	

des	 LB.	 En	 effet,	 les	 proportions	 de	 plasmablastes,	 CG-LB	 et	 LB	 transitionnels	 étaient	

augmentées	au	détriment	des	LB	mémoires.	Cette	altération	du	compartiment	B	dans	la	rate	

suggère	un	défaut	fonctionnel	des	Tfh.	L’analyse	du	profil	transcriptionnel	des	Tfh	et	des	CG-

Tfh	nous	a	apporté	des	éléments	dans	ce	sens.	En	effet,	les	gènes	codant	pour	les	molécules	

de	co-stimulation	(OX40,	ICOS	et	CD40L)	sont	moins	exprimés	dans	les	Tfh	et	les	CG-Tfh	issus	

des	rates	VIH+	comparés	aux	rates	VIH-.	Une	diminution	de	l’expression	des	molécules	de	co-

stimulation	par	les	Tfh	a	probablement	un	impact	sur	l’apport	d’aide	du	Tfh	au	LB	et	pourrait	

donc	expliquer	le	défaut	de	maturation	des	LB	observé	dans	les	rates	des	patients	VIH+.	C’est	

notamment	le	cas	d’OX40	dont	la	mutation	est	connue	comme	étant	liée	à	une	perte	des	LB	

mémoires	circulant	(Byun	et	al.,	2013).	Une	diminution	de	l’expression	de	CD40L	avait	déjà	

été	 rapportée	dans	 la	population	 totale	de	LT	CD4+	circulants	 lors	de	 l’infection	par	 le	VIH	

(Vanham	 et	 al.,	 1999).	 Il	 faut	 d’ailleurs	 noter	 que	 la	 rate	 étant	 un	 organe	 fortement	

vascularisé,	 la	 population	 de	 Tfh	 observée	 dans	 notre	 étude	 contient	 probablement	 une	

proportion	de	pTfh	que	nous	ne	pouvons	pas	différencier.	Il	aurait	été	intéressant,	chez	ces	

patients,	 d’analyser	 le	 profil	 transcriptionnel	 des	 pTfh	 du	 sang.	 Ces	 échantillons	 sont	

malheureusement	inexistants	pour	les	patients	inclus	dans	l’étude.	D’autres	travaux	se	sont	

intéressés	 à	 la	 fonctionnalité	 des	 pTfh	 lors	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH	 et	 montrent	 une	

diminution	 de	 l’expression	 des	 gènes	 codant	 pour	 l’IL-21	 et	 l’IL-4	 toutes	 deux	 impliquées	

dans	la	fonction	des	Tfh	(Boswell	et	al.,	2014).	Cependant,	dans	cette	étude,	l’expression	du	

gène	 codant	 pour	 ICOS	 est	 plus	 forte	 dans	 les	 pTfh	 des	 patients	 VIH+	 à	 l’inverse	 de	 la	

tendance	à	une	diminution	que	nous	avons	observé	dans	 la	rate.	Cependant,	nos	résultats	

concernant	ICOS	ne	sont	pas	statistiquement	significatifs	et	les	travaux	de	Boswell	et	al.	se	

limitent	au	compartiment	périphérique	sans	étudier	les	OLII	(Boswell	et	al.,	2014).		

En	plus	des	molécules	de	co-stimulation,	des	gènes	codant	pour	des	molécules	 impliquées	

dans	la	transduction	du	signal	(SLAMF1	et	CD48)	sont	sous-exprimés	dans	les	Tfh	et	les	CG-
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Tfh	des	 rates	VIH+.	D’autre	part,	 nous	 avons	observé	que	 les	 splénocytes	VIH+	 sécrétaient	

une	 quantité	 moins	 importante	 d’IL-4	 comparée	 aux	 splénocytes	 VIH-.	 L’expression	 de	

SLAMF1	est	requise	pour	la	sécrétion	d’IL-4	et	d’IL-21	par	les	CG-Tfh	(Yusuf	et	al.,	2010).	Une	

expression	réduite	de	SLAMF1	par	les	CG-Tfh	pourrait	donc	conduire	à	une	réduction	de	leur	

capacité	à	sécréter	l’IL-4	et	pourrait	donc	expliquer	la	diminution	de	sécrétion	d’IL-4	par	les	

splénocytes	totaux	issus	des	rates	VIH+.	

Une	diminution	de	la	sécrétion	d’IL-10,	en	plus	de	l’IL-4,	a	été	détectée	dans	les	cultures	de	

splénocytes	 VIH+.	 Nous	 avons	 précédemment	 discuté	 la	 possibilité	 que	 ce	 défaut	 touche	

particulièrement	les	Tfr	étant	donné	le	rôle	de	l’IL-10	dans	les	fonctions	régulatrices	des	Tfr.	

Cependant,	 l’IL-10	 est	 également	 une	 cytokine	 impliquée	 dans	 la	 différenciation	 des	 LB	

(Arpin	et	al.,	 1997),	 ainsi	une	diminution	de	 sa	 sécrétion	par	 les	 splénocytes	VIH+	pourrait	

également	refléter	une	altération	des	fonctions	d’aide	aux	LB	des	Tfh.	

	

Notre	étude	est	la	première	à	s’intéresser	à	la	fonctionnalité	et	la	dynamique	des	Tfh	dans	la	

rate	 lors	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH	 chez	 des	 patients	 non	 traités	 au	 stade	 chronique.	 Nous	

montrons	que	 les	 populations	de	 Tfh	 sont	 en	proportions	plus	 importantes	 dans	 les	 rates	

infectées	et	que	leurs	fonctions	sont	altérées,	pouvant	expliquer	le	défaut	de	maturation	des	

LB	dans	 la	 rate.	Nos	 travaux	 sur	 la	 fonctionnalité	des	Tfh	 reposent	principalement	 sur	des	

analyses	 transcriptionnelles	 et	 non	 sur	 l’expression	 protéique.	 Il	 faudrait	 confirmer	 ces	

observations	au	niveau	protéique.	Plusieurs	études	ont	déjà	rapporté	une	corrélation	entre	

expression	 génique	 et	 protéique	 pour	 certaines	 des	 molécules	 que	 nous	 avons	 étudiées.	

D’autre	part,	concernant	l’IL-10,	nous	avons	observé	un	défaut	d’expression	du	gène	codant	

pour	cette	cytokine	en	parallèle	d’une	diminution	de	sa	sécrétion	par	les	splénocytes.	

Les	 expériences	 de	 «	Cytometric	 Beads	 Array	»	 ont	 été	 réalisées	 à	 partir	 de	 splénocytes	

totaux	pour	étudier	la	sécrétion	des	cytokines	IL-6,	Il-4,	IL1β	et	IL-10.	En	effet,	étant	donné	la	

fréquence	très	basse	des	Tfh	parmi	les	LT	CD4+,	en	particulier	dans	les	rates	non	infectées,	et	

la	 rareté	 des	 échantillons	 de	 rates,	 il	 était	 techniquement	 impossible	 de	 réaliser	 cette	

technique	à	partir	de	Tfh	triés.	Il	est	important	de	noter	que	les	Tfh	sont	en	proportion	plus	

importante	dans	les	rates	VIH+	et	donc	obligatoirement	plus	représentés	dans	les	cultures	de	

splénocytes	 totaux	VIH+	(pour	une	même	quantité	de	splénocytes	mis	en	culture).	 Il	aurait	

donc	été	difficile	d’interpréter	une	augmentation	de	la	sécrétion	d’une	des	cytokines	par	les	
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splénocytes	totaux	puisque	nous	n’aurions	pas	pu	déterminer	s’il	s’agissait	d’une	meilleure	

capacité	 de	 sécrétion	 ou	 simplement	 d’une	 proportion	 plus	 importante	 de	 cellules	

sécrétrices.	Cependant,	dans	notre	cas,	nous	avons	observé	une	diminution	de	la	sécrétion	

d’IL-4	 et	 d’IL-10	 par	 les	 splénocytes	 VIH+.	 Étant	 donné	 la	 quantité	 plus	 importante	 de	 Tfh	

dans	la	culture,	une	diminution	de	la	sécrétion	de	ces	cytokines	renforce	l’idée	d’un	défaut	

fonctionnel	de	ces	cellules.	
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CONCLUSIONS	ET	DISCUSSION	DE	L’AXE	2	

	

Dans	 le	second	axe	de	mon	travail	de	thèse,	nous	nous	sommes	intéressés	aux	réponses	B	

mémoires	anti	VIH	dans	le	sang	de	patients	VIH+	elite	controller	(EC),	viremic	controller	(VC)	

et	non	contrôleurs	sous	ART	(cART)	et	dans	le	sang	de	donneurs	VIH-	(VIH-).	

	

Préservation	du	compartiment	B	mémoire	chez	les	Elite	Controller	

	

L’analyse	 des	 populations	 de	 LB	 circulantes	 nous	 montre	 que	 les	 EC	 préservent	

naturellement	leur	compartiment	B	mémoire.	En	effet,	les	proportions	de	LB	mémoires	et	LB	

naïfs	 sont	 inchangées	 entre	 les	 groupes	 EC,	 cART	 et	 VIH-.	 De	 la	 même	 façon,	 aucune	

différence	statistiquement	significative	n’est	observée	concernant	les	proportions	de	LB	AM,	

RM,	 IM	et	TLM	entre	 les	3	groupes.	Dans	 le	groupe	cART,	 le	compartiment	B	mémoire	est	

probablement	 rétabli	 par	 l’initiation	 des	 ART.	 En	 effet,	 il	 est	 décrit	 que	 les	 patients	 VIH+	

virémiques	non	traités	présentent	une	augmentation	des	LB	TLM	et	AM	et	une	diminution	

des	 LB	 RM	 (Moir	 et	 al.,	 2008).	 L’initiation	 d’ART	 chez	 ces	 patients	 permet	 de	 rétablir	 les	

proportions	de	LB	AM	et	TLM	mais	ne	permet	pas	de	récupérer	entièrement	les	LB	RM	(Moir	

et	 al.,	 2010).	 Bien	 que	 statistiquement	 non	 significative,	 nous	 observons	 une	 tendance	 à	

l’augmentation	des	LB	RM	chez	les	EC	comparés	aux	cART.	Les	LB	RM	sont	majoritairement	

impliqués	 dans	 le	 maintien	 des	 réponses	 humorales	 (Moir	 and	 Fauci,	 2013).	 Une	

augmentation	 de	 cette	 population	 chez	 les	 EC	 pourrait	 prédire	 une	 meilleure	 réponse	 B	

mémoire,	notamment	anti-VIH,	dans	ce	groupe	comparé	au	groupe	cART.	Cependant,	notre	

étude	ne	permet	pas	de	déterminer	si	les	LB	anti-VIH	chez	les	EC	font	partie	de	la	population	

RM.	 Une	 étude	 récente	 répond	 à	 cette	 question	 en	 associant	 une	 sonde	 gp140	 à	 leurs	

marqueurs	de	phénotypage	des	LB	(Buckner	et	al.,	2016).	Ainsi,	Buckner	et	al.	montrent	que	

chez	les	EC	les	LB	anti-gp140	sont	majoritairement	RM.	Les	échantillons	de	sang	mis	à	notre	

disposition	ne	nous	permettaient	pas	d’avoir	recours	à	cette	méthode	car	une	large	quantité	

de	sang	est	nécessaire	pour	pouvoir	détecter	une	population	significative	de	LB	anti-gp140.	

En	effet,	 les	 LB	anti-gp140	 représentent	généralement	moins	de	0.2%	des	LB	dans	 le	 sang	

des	patients	VIH+.	

De	façon	intéressante,	nous	avons	observé	une	proportion	plus	importante	de	LB	TLM	dans	

le	groupe	EC	HLA-B*57-	comparé	au	groupe	EC	HLA-B*57+	et	au	groupe	HIV-.	Étant	donné	le	
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lien	suggéré	entre	une	virémie	élevée	et	l’augmentation	des	LB	TLM,	nous	pourrions	penser	

que	les	EC	HLA-B*57-	présentent	une	virémie,	bien	que	basse,	plus	élevée	que	celle	des	EC	

HLA-B*57+.	Nous	n’observons	cependant	pas	de	différence	statistiquement	significative	des	

charges	virales	d’ADN	entre	ces	2	groupes	d’EC	bien	qu’une	tendance	à	l’augmentation	chez	

les	EC	HLA-B*57-	soit	suggérée.	Il	faut	également	noter	que	la	charge	virale	est	mesurée	à	un	

temps	 donné	 et	 que	 des	 variations	 rapides	 de	 ce	 paramètre	 n’ont	 pas	 forcément	 des	

répercussions	aussi	 rapides	sur	 le	compartiment	B.	Ainsi,	nous	ne	pouvons	pas	 totalement	

exclure	 qu’à	 un	 moment	 donné,	 la	 charge	 virale	 des	 EC	 HLA-B*57-	 ait	 été	 plus	 haute	

favorisant	 ainsi	 l’expansion	des	 LB	 TLM.	 L’hypothèse	d’une	 virémie	plus	 basse	 chez	 les	 EC	

HLA-B*57+	comparés	 aux	HLA-B*57-	est	 probable	puisqu’il	 est	 clairement	 établi	 que	 les	 EC	

HLA-B*57+	présentent	une	réponse	CD8+	cytotoxique	anti-VIH	plus	 importante,	permettant	

une	élimination	plus	efficace	du	virus	(Migueles	et	al.,	2000).	Il	est	cependant	important	de	

noter	que	cette	différence	de	la	proportion	de	TLM	entre	les	2	groupes	d’EC,	bien	que	très	

claire,	n’est	que	de	à	peine	10%,	ce	qui	pose	 la	question	de	 la	 relevance	biologique	d’une	

telle	différence.	En	effet,	comme	nous	le	discuterons	plus	loin,	aucune	différence	concernant	

la	fréquence	de	LB	anti-VIH	n’a	été	observée	entre	les	EC	HLA-B*57-	et	HLA-B*57+.	

De	la	même	façon,	nous	avons	détecté	une	proportion	plus	importante	de	LB	mémoires	IgG+	

dans	 le	groupe	EC	comparé	au	groupe	HIV-.	Cette	différence	est	majoritairement	apportée	

par	 le	 groupe	d’EC	HLA-B*57-.	 A	 nouveau,	 cette	 différence	 est	 d’environ	 5%	et	 soulève	 la	

question	 d’une	 réelle	 relevance	 biologique.	 La	 proportion	 de	 LB	 mémoires	 IgG+	 dans	 le	

groupe	cART	présente	également	une	tendance	à	l’augmentation	comparée	au	groupe	HIV-.	

On	peut	donc	supposer	que	cette	augmentation	dans	les	groupes	de	patients	VIH+	est	due	à	

l’infection	et	n’est	pas	propre	à	des	caractéristiques	du	groupe	d’EC	HLA-B*57-.	

Finalement,	mis	à	part	 l’augmentation	des	LB	TLM	dans	 le	 sous-groupe	d’EC	HLA-B*57-,	 le	

groupe	 d’EC	 présente	 la	 capacité	 à	 maintenir,	 sans	 ART,	 un	 compartiment	 B	 mémoire	

semblable	 à	 celui	 observé	 dans	 les	 groupes	 HAART	 et	 VIH-,	 suggérant	 une	 préservation	

naturelle	de	leur	système	immunitaire	probablement	en	lien	avec	leur	capacité	à	contrôler	

l’infection	 par	 le	 VIH.	 Cependant,	 cette	 analyse	 par	 cytométrie	 de	 flux	 nous	 permet	

seulement	d’avoir	un	aperçu	global	des	populations	de	LB	mémoires	et	n’informe	pas	sur	les	

réponses	 anti-HIV.	 Dans	 notre	 étude,	 les	 réponses	 B	 mémoires	 anti-VIH	 ont	 pu	 être	

analysées	par	la	technique	d’Elispot	B.	
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Détection	des	réponses	B	mémoires	anti-VIH	par	la	technique	d’Elispot	B	

	

La	technique	d’Elispot	B	nécessite	une	période	de	pré-culture	permettant	de	différencier	les	

LB	en	CSA	et	d’augmenter	leur	proportion	dans	la	culture.	Nous	ne	pouvons	pas	assurer	que	

les	 proportions	 de	 LB	 anti	 VIH	 soient	 strictement	 conservées	 avant	 et	 après	 la	 culture.	

Cependant,	les	récents	travaux	de	Buckner	et	al.	montrent	qu’il	existe	bien	une	corrélation	

entre	la	fréquence	de	LB	anti-gp140	détectée	ex	vivo	par	cytométrie	de	flux	et	la	fréquence	

détectée	 par	 Elispot	 B	 (Buckner	 et	 al.,	 2016).	 Ainsi,	 l’Elispot	 B	 permet	 d’obtenir	 une	

fréquence	relative	de	LB	anti-VIH	dans	le	sang	des	patients.	

Par	Elispot	B,	nous	avons	analysé	 les	 réponses	B	mémoires	 IgG+	 spécifiques	de	différentes	

glycoprotéines	de	 l’enveloppe	du	VIH	 (gp140Yu2b,	 gp41S30	 et	 gp160THO)	 et	 de	 la	 capside	du	

VIH	(p24).	Les	Ag	de	l’enveloppe	du	VIH	ne	provenant	pas	de	la	même	souche,	il	est	difficile	

de	 comparer	 les	 réponses	B	mémoires	 contre	 ces	différents	Ag	 chez	un	même	patient.	 La	

gp140	utilisée	est	cependant	la	même	que	celle	dont	nous	disposons	pour	les	marquages	en	

cytométrie	de	flux.	Étant	donné	la	corrélation	entre	les	fréquences	de	LB	anti-VIH	détectées	

par	ces	deux	techniques,	les	expériences	d’Elispot	B	nous	permettent	de	prédire	les	patients	

ayant	 les	 fréquences	 de	 LB	 anti-VIH	 les	 plus	 élevées.	 Ces	 informations	 seront	 utiles	 pour,	

plus	tard,	obtenir	de	large	quantité	de	sang	et	trier	les	LB	anti-VIH	et	étudier	leurs	fonctions	

(voir	plus	loin	le	paragraphe	«	Perspectives	»).		

La	technique	d’Elispot	B	est	utilisée	depuis	les	années	1990	pour	étudier	les	réponses	B	IgG+	

anti-VIH	(Shirai	et	al.,	1992).	A	notre	connaissance,	notre	étude	est	la	première	à	s’intéresser	

aux	 sous-types	 d’IgG	 (IgG1,	 IgG2	 et	 IgG3)	 anti-VIH	 sécrétés	 par	 les	 LB	 mémoires.	

Classiquement	 les	 IgG2	et	 IgG3	anti-VIH	sont	étudiées	par	Elisa	dans	 le	sérum	des	patients	

VIH+,	 cependant	 cette	 technique	 n’informe	 pas	 sur	 la	 présence	 des	 LB	 spécifiques	 du	 VIH	

dans	le	sang	des	patients.	De	la	même	façon,	nous	n’avons	pas	connaissance	de	l’utilisation	

de	 cette	 technique	 pour	 détecter	 les	 réponses	 B	 mémoires	 IgG2+	 ou	 IgG3+	 spécifiques	

d’autres	Ag	viraux,	bactériens	ou	vaccinal	chez	l’Homme.	Pour	cette	étude,	de	nombreuses	

mises	 au	 point	 ont	 donc	 été	 nécessaires.	 Il	 est	 important	 de	 noter	 qu’en	 fonction	 de	 la	

protéine	fixée	au	fond	des	puits	(antigène	ou	anticorps)	et	de	l’anticorps	de	détection	utilisé,	

les	 spots	 ont	 des	morphologies	 différentes	 ce	 qui	 rend	difficile	 leur	 comptage	 automatisé	

(voir	annexe	3).	
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Maintien	des	réponses	B	mémoires	anti-VIH	chez	les	EC	

	

De	façon	intéressante,	nous	avons	détecté	des	réponses	B	mémoires	anti-VIH	chez	80%	des	

EC	 contre	 seulement	 7%	 des	 cART.	 Lors	 de	 la	 pré-culture,	 permettant	 d’amplifier	 et	 de	

différencier	les	LB	avant	les	Elispots	B,	les	LB	des	EC	se	sont	mieux	amplifiés	que	les	LB	des	

patients	 cART.	 Cependant,	 cette	 différence	 d’amplification	 ne	 nous	 a	 pas	 empêché	

d’observer	 des	 réponses	 B	 mémoires	 anti-influenza	 aussi	 bien	 chez	 les	 EC	 que	 chez	 les	

patients	cART.	L’absence	de	réponses	chez	les	patients	cART	ne	semble	donc	pas	être	liée	à	

cette	différence	d’amplification	des	LB	pendant	la	pré-culture	mais	bien	liée	à	la	capacité	des	

patients	à	maintenir	ou	non	des	réponses	B	mémoires	anti-VIH.	La	différence	d’amplification	

des	LB	entre	les	EC	et	les	patients	cART	reflète	plutôt	de	meilleures	capacités	fonctionnelles	

des	populations	de	LB	chez	les	EC.	Ainsi,	bien	que	l’initiation	des	traitements	permette	aux	

patients	VIH+	de	globalement	restaurer	les	proportions	des	différentes	populations	de	LB,	il	

est	probable	que	ces	traitements	ne	permettent	pas	aux	LB	de	retrouver	pleinement	 leurs	

fonctions	 notamment	 au	 niveau	 de	 leur	 capacité	 à	 s’amplifier.	 Cependant	 les	 réponses	 B	

mémoires	anti-Influenza	ne	sont	pas	 impactées	chez	 les	patients	cART.	L’initiation	des	ART	

permet	 de	 contrôler	 la	 réplication	 virale	 et	 d’amener	 la	 charge	 virale	 des	 patients	 à	 un	

niveau	 indétectable.	Nous	 suggérons	que	 l’absence	de	 réplication	du	 virus	dans	 le	 groupe	

cART	 pourrait	 expliquer	 l’absence	 de	 réponses	 B	 mémoires	 anti-VIH	 chez	 ces	 patients.	

D’autre	travaux	ont	déjà	montré	que	les	réponses	B	mémoires	anti-VIH	sont	plus	largement	

détectées	 dans	 le	 sang	 de	 patients	 VIH+	 non	 traités	 (Fondere	 et	 al.,	 2003).	 Ainsi,	 les	 EC	

présenteraient	une	charge	virale	résiduelle,	due	à	un	contrôle	naturel	de	la	réplication	virale,	

nécessaire	 au	 maintien	 des	 réponses	 B	 mémoires	 anti-VIH.	 D’autres	 travaux	 récents	

proposent	 la	 même	 hypothèse	 (Buckner	 et	 al.,	 2016),	 bien	 que	 cette	 étude	 porte	 sur	

seulement	9	EC.	Des	expériences	préliminaires	sur	quelques	patients	contrôleurs	virémiques	

(VC)	nous	ont	permis	de	conforter	cette	hypothèse.	En	effet,	chez	un	patient	VC	non	traités	

les	réponses	B	mémoires	anti-VIH	étaient	détectables,	en	lien	avec	une	charge	virale	haute.	

Chez	ce	même	patient,	l’initiation	des	ART	a	abaissé	la	charge	virale	a	un	niveau	indétectable	

mais	 est	 également	 associée	 à	 la	 non-détection	 de	 réponses	 B	mémoires	 anti-VIH.	 Il	 sera	

cependant	nécessaire	de	 répéter	 ces	 expériences	 avec	un	plus	 grand	nombre	de	VC	:	 non	

traités	d’une	part	pour	établir	un	lien	éventuel	entre	charge	virale	et	amplitude	des	réponses	
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B	 mémoires	 anti-VIH	 et	 si	 possible	 chez	 des	 VC	 avant	 et	 après	 initiation	 des	 ART	 pour	

conforter	notre	observation	préliminaire.	

	

Dans	notre	étude,	nous	avons	majoritairement	détecté	des	LB	 IgG1+	anti-VIH	dans	 le	 sang	

des	EC.	Les	réponses	IgG2+	et	IgG3+	spécifiques	du	virus	ont	été	observées	chez	moins	de	la	

moitié	des	EC	et	lorsqu’elles	ont	été	détectées,	elles	ne	représentaient	qu’une	minorité	des	

réponses	anti-VIH	IgG+.	D’autre	part,	une	fréquence	plus	importante	de	LB	IgG2+	ou	d’IgG3+	

ne	prédispose	pas	à	une	plus	forte	réponse	IgG2+	ou	IgG3+	anti-VIH.	De	précédents	travaux	

suggéraient	un	lien	entre	la	quantité	d’IgG2	anti-VIH	dans	le	sérum	de	patients	contrôleurs	

et	une	charge	virale	basse	(Ngo-Giang-Huong	et	al.,	2001).	La	faible	détection	des	réponses	

IgG2+	anti-VIH	dans	le	sang	des	EC	ne	remet	pas	en	cause	la	réelle	implication	des	IgG2	dans	

le	contrôle	naturel	de	l’infection.	En	effet,	 il	est	 important	de	noter	que	les	IgG2	détectées	

dans	 le	 sérum	 et	 les	 LB	 IgG2+	 détectés	 dans	 le	 sang	 sont	 deux	 choses	 bien	 distinctes.	 En	

effet,	 les	 fréquences	 de	 LB	 IgG2+	 totaux	 ou	 anti-VIH	 ne	 semblent	 pas	 corréler	 avec	 les	

quantités	 d’IgG2	 totales	 ou	 anti-VIH	 détectées	 dans	 le	 sérum	 des	 EC	 par	 l’équipe	 de	

Christiane	Moog.	 Cette	 observation	 n’est	 pas	 étonnante	 puisque	 les	 Ig	 présentes	 dans	 le	

sérum	ne	 sont	 pas	 sécrétées	 uniquement	 par	 les	 LB	 circulants	mais	 également	 par	 les	 LB	

présents	dans	les	OLII	et	la	MO.	Les	plasmocytes	à	longue	durée	de	vie	se	localisent	dans	la	

MO	 et	 sont	 rapidement	 mobilisables	 en	 cas	 de	 réexposition	 à	 l’Ag.	 Les	 LB	 circulants	

témoignent	 d’une	 réaction	 du	 CG	 active	 probablement	 en	 lien	 avec	 la	 présence	 de	 l’Ag.	

Ainsi,	 l’hypothèse	 d’une	 persistance	 de	 l’Ag	 chez	 les	 EC,	 permettant	 le	 maintien	 des	

réponses	 B	mémoires	 anti-VIH,	 est	 renforcée.	 Chez	 les	 patients	HAART,	 les	 LB	 anti-VIH	 se	

situeraient	principalement	dans	la	MO	mais	non	dans	la	circulation	en	lien	avec	le	contrôle	

de	la	réplication	virale	par	les	traitements.		

Les	 IgG3,	 par	 leur	 polyfonctionnalité,	 ont	 également	 étaient	 décrites	 comme	 impliquées	

dans	le	contrôle	de	l’infection	par	le	VIH	(Ackerman	et	al.,	2016).	A	nouveau,	malgré	la	faible	

détection	de	réponses	B	mémoires	IgG3+	anti-VIH	dans	notre	cohorte	d’EC,	nos	résultats	ne	

remettent	 pas	 en	 cause	 le	 rôle	 des	 IgG3	 dans	 le	 contrôle	 de	 l’infection.	 L’étude	 de	 la	

fonctionnalité	des	IgG3	anti-VIH,	tout	comme	celle	des	autres	classes	d’IgG,	sera	nécessaire	

dans	notre	étude.	

Les	 réponses	 B	mémoires	 anti-p24	 ont	 été	 détectées	 dans	 le	 sang	 de	 50%	 des	 EC	 et	 leur	

amplitude	était	moins	importante	comparée	aux	réponses	anti-enveloppe	(voir	annexe	2).	La	
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protéine	p24	constitue	la	capside	du	virus	et	n’est	donc	pas	directement	exposée	à	la	surface	

du	virus	entier,	tandis	que	les	protéines	d’enveloppe	sont	bien	exposées	à	la	surface.	Les	LB	

sont	 donc	 probablement	 plus	 exposés	 aux	 protéines	 de	 l’enveloppe,	 ce	 qui	 pourrait	

expliquer	 la	 fréquence	plus	élevée	des	LB	anti-enveloppe	(gp140,	gp41	et	gp160).	D’autres	

études	ont	également	montré	une	présence	plus	 importante	de	LB	anti-enveloppe	dans	 le	

sang	ou	d’Ig	anti-enveloppe	dans	 le	sérum	de	patients	VIH+	comparé	aux	LB	ou	Ig	anti-p24	

(Binley	et	al.,	1997;	Fondere	et	al.,	2004).	De	façon	intéressante,	Binley	et	al.	soulèvent	le	fait	

que	les	réponses	anti-p24	sont	principalement	T	dépendantes	tandis	que	les	réponses	anti-

enveloppe	 sont	 à	 la	 fois	 T	 dépendantes	 et	 T	 indépendantes	 (Binley	 et	 al.,	 1997).	 Leurs	

travaux	 montrent	 également	 que,	 dans	 le	 sérum	 des	 patients	 VIH+	 non	 contrôleurs	 non	

traités,	les	quantités	d’Ig	anti-p24	et	anti-enveloppe	sont	plus	basses	comparées	à	celles	des	

patients	VIH+	contrôleurs	et	qu’en	plus	cette	diminution	touche	davantage	les	Ig	anti-p24.	A	

l’époque,	ces	travaux	mettaient	déjà	en	lumière	un	potentiel	défaut	de	l’apport	d’aide	des	LT	

aux	LB	chez	les	patients	VIH+.	

	

Capacité	de	neutralisation	des	anticorps	présents	dans	le	sérum	des	EC	

	

De	 façon	 intéressante,	 la	 plupart	 des	 EC	 présente	 des	 anticorps	 neutralisants	 dans	 leur	

sérum.	De	plus,	¼	d’entre	eux	ont	fait	preuve	de	capacité	neutralisante	contre	au	moins	40%	

de	 souches	 résistantes	 Tier2	 testées.	 Cette	 observation	 est	 en	 accord	 avec	 les	 travaux	 de	

Doria-rose	 et	 al.	 portant	 sur	 l’analyse	 des	 capacités	 neutralisantes	 des	 anticorps	 dans	

différentes	populations	de	patients	VIH+	(Doria-Rose	et	al.,	2009).	

D’autre	part,	nous	avons	observé	que	le	score	de	neutralisation	des	anticorps	présents	dans	

le	sérum	corrèle	positivement	avec	la	fréquence	de	LB	mémoires	anti-VIH	chez	les	EC	HLA-

B*57+.	Nous	pouvons	donc	supposer	que	le	contrôle	de	l’infection	chez	les	EC	HLA-B*57+	ne	

résulterait	pas	uniquement	d’une	meilleure	réponse	cytotoxique	dirigée	contre	le	virus	mais	

pourrait	être	associée	à	une	meilleure	capacité	neutralisante	des	anticorps	en	 lien	avec	 le	

maintien	d’une	fréquence	élevée	de	LB	mémoires	anti-VIH.	 	
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CONCLUSIONS	GÉNÉRALES	DES	TRAVAUX	DE	THÈSE	ET	PERSPECTIVES	

	

Mes	 travaux	 de	 thèse	 ont	 dans	 un	 premier	 temps	 démontré	 une	 augmentation	 de	 la	

proportion	 des	 Tfh	 et	 une	 altération	 de	 leurs	 fonctions	 dans	 la	 rate	 de	 patients	 VIH+	 non	

traités	 en	 lien	 avec	 un	 défaut	 des	 LB.	 La	 dynamique	 des	 Tfh	 reste	 mal	 comprise	 lors	 de	

l’infection	par	 le	VIH.	Nous	 avons	 largement	discuté	de	 la	possibilité	d’une	différenciation	

polarisée	 vers	 un	 profil	 Tfh	 lors	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH.	 Cette	 hypothèse	 doit	 être	 plus	

précisément	 étudiée	 et	 pourra	 notamment	 se	 baser	 sur	 une	 partie	 de	 nos	 données	

transcriptionnelles	non	publiées.		

En	 parallèle,	 j’ai	 pu	 mettre	 en	 évidence	 que	 les	 réponses	 B	 mémoires	 anti-VIH	 étaient	

maintenues	dans	 le	sang	de	patients	capables	de	contrôler	naturellement	 l’infection	par	 le	

VIH.	De	façon	évidente,	nous	pouvons	poser	la	question	de	la	fonctionnalité	des	Tfh	chez	les	

contrôleurs	 du	 VIH.	 Des	 travaux	 menés	 dans	 les	 années	 1990	 suggéraient	 un	 défaut	 de	

l’apport	 d’aide	 des	 LT	 aux	 LB	 notamment	 pour	 initier	 les	 réponses	 B	 anti-p24	 chez	 des	

patients	VIH+	non	traités	tandis	que	les	contrôleurs	maintenaient	cette	réponse	(Binley	et	al.,	

1997).	Il	serait	donc	intéressant	de	caractériser	les	populations	de	Tfh	dans	la	cohorte	d’EC	

étudiée	 au	 cours	 du	 second	 axe	 de	mes	 travaux	 de	 thèse.	 Les	OLII	 étant	 difficile	 d’accès,	

cette	étude	pourrait	porter	sur	les	pTfh	dans	le	sang.	Dans	ce	sens,	de	récentes	travaux	ont	

montré	que	le	gène	codant	pour	l’IL-21	est	surexprimé	par	les	pTfh	issus	du	sang	de	patients	

contrôleurs	comparé	à	des	patients	non	contrôleurs	(Cubas	et	al.,	2015).	Ce	résultat	suggère	

une	meilleure	fonctionnalité	des	Tfh	chez	les	contrôleurs	du	VIH.	

Les	 résultats	de	mes	 travaux	de	 thèse	permettent	donc	d’enrichir	 les	 connaissances	 sur	 la	

physiopathologie	de	l’infection	par	le	VIH.	Les	interactions	Tfh/LB	sont	primordiales	pour	la	

production	des	anticorps	et	notamment	pour	leur	maturation.	En	impactant	directement	ces	

interactions	 cellulaires,	 le	 VIH	 échappe	 au	 processus	 de	 neutralisation	 et	 persiste	 dans	

l’organisme.	Les	traitements	permettent,	en	partie,	de	restaurer	les	interactions	Tfh/LB	mais	

ne	 sont	pas	 suffisants	 à	 l’éradication	 complète	du	 virus.	Notre	 revue	en	 cours	de	 révision	

dans	le	journal	Frontiers	in	Immunology		(voir	annexe	6)	détaille	l’impact	de	l’infection	par	le	

VIH	sur	la	fonctionnalité	des	Tfh	et	aborde	l’importance	de	l’initiation	précoce	des	cART.	La	

Figure	 16	 résume	 mes	 travaux	 de	 thèse	 et	 inclut	 certaines	 données	 de	 la	 littérature,	

permettant	 d’avoir	 une	 vue	 globale	 des	 interactions	 Tfh/LB	 lors	 de	 l’infection	 par	 le	 VIH	

(avec	ou	sans	cART	et	dans	le	contexte	d’un	contrôle	naturel	de	l’infection).	
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Figure	16	:	Résumé	des	connaissances	sur	les	interactions	Tfh/LB	lors	de	l’infection	par	le	VIH.	
Les	 caractéristiques	 des	 interactions	 Tfh/LB	 sont	 représentées	 dans	 4	 contextes	:	 sans	 VIH	
(A),	 avec	 VIH	 sans	 cART	 (B)	 avec	 VIH	 +	 cART	 (C)	 et	 enfin	 lors	 d’un	 contrôle	 naturel	 de	
l’infection	par	le	VIH	(D).	Les	points	issus	des	résultats	de	mes	travaux	de	thèses	sont	indiqués	
par	 une	 étoile	 (*).	 Les	 autres	 points	 sont	 issus	 de	 la	 littérature.	 Les	 croix	 noires	 dans	 les	
cadres	B	et	C	 illustrent	une	altération	des	 fonctions	plus	ou	moins	marquée	en	 fonction	de	
l’épaisseur	de	la	croix.	Les	cadres	C	et	D	s’appuient	principalement	sur	des	observations	faites	
dans	le	sang	et	parfois	dans	le	cas	de	l’infection	par	le	SIV.	 	
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Dans	ce	contexte,	il	est	important	de	noter	que	les	LB	peuvent	participer	à	l’émergence	de	

réservoirs.	 En	 effet,	 nous	 avons	 déjà	 abordé	 la	 capacité	 du	 VIH	 opsonisé	 à	 se	 fixer	 à	 la	

molécule	CD21	sur	les	LB	(Moir	et	al.,	2000).	Le	VIH	peut	également	se	lier	à	l’intégrine	α4β7	

via	 la	 gp120.	 De	 façon	 intéressante,	 les	 patients	 VIH+	 présentent	 une	 proportion	 plus	

importante	de	LB	α4β7+.	Il	a	été	suggéré	que	les	LB	mémoires	α4β7+	pourraient	participer	au	

transfert	 et	 à	 la	 constitution	 des	 réservoirs	 particulièrement	 au	 niveau	 des	 muqueuses	

(Girard	et	al.,	2016).	

D’autre	part,	les	interactions	entre	les	Tfh	et	les	LB,	en	plus	des	molécules	de	co-stimulation	

et	des	cytokines,	nécessitent	la	présentation	des	Ag	du	VIH	sur	les	molécules	du	CMH-II	par	

le	 LB.	 Il	 serait	 donc	 intéressant	 d’étudier	 les	 mécanismes	 de	 cette	 présentation.	 Dans	 ce	

sens,	nous	développons	actuellement	au	laboratoire	les	outils	nécessaires	à	cette	étude.	Les	

LB	 reconnaissent	 puis	 internalisent	 le	 virus	 via	 leur	 BCR.	 L’implication	 du	 BCR	 dans	 ce	

processus	nécessite	d’isoler	des	LB	spécifiques	du	VIH	et	de	les	maintenir	en	culture.	Dans	un	

premier	 temps,	 de	 façon	 à	 s’affranchir	 de	 la	 spécificité	 du	 LB,	 nous	 avons	 développé	 une	

lignée	de	LB	exprimant	la	molécule	DC-SIGN,	permettant	l’internalisation	et	la	présentation	

du	 virus	 sans	 passer	 par	 le	 BCR.	 Dans	 la	 même	 idée,	 nous	 pourrions	 utiliser	 des	 billes	

recouvertes	 d’anticorps	 ciblant	 la	 chaîne	 κ	 du	 BCR	 et	 d’Ag	 du	 VIH	 de	 façon	 à	 forcer	

l’internalisation	 des	 Ag	 du	 VIH	 par	 le	 LB.	 Cette	 technique	 présente	 l’avantage	 d’initier	 la	

signalisation	par	 le	BCR.	Nous	 avons	d’ailleurs	déjà	utilisé	 ce	 système	dans	 le	 cadre	d’une	

étude	en	collaboration	avec	 l’équipe	d’Olivier	Thaunat	(Sicard	et	al.,	2015)	(voir	annexe	4).	

Enfin,	nous	envisageons	de	trier	des	LB	anti-VIH	à	partir	du	sang	de	patients	VIH+	et	de	les	

immortaliser	 par	 transduction	 avec	 des	 vecteurs	 lentiviraux	 codant	 pour	 Bcl-6	 et	 Bcl-XL	

comme	précédemment	décrit	(Kwakkenbos	et	al.,	2010).	Pour	apprécier	la	présentation	des	

Ag	 du	VIH	 par	 les	 LB,	 nous	 les	mettrons	 en	 contact	 avec	 des	 LT	 CD4+	 spécifiques	 du	 VIH.	

Plusieurs	clones,	spécifiques	de	gag	et	env,	sont	déjà	disponibles	au	laboratoire.	L’étude	de	

la	 différenciation	 des	 Tfh,	 menée	 en	 parallèle,	 permettra	 de	 générer	 des	 clones	 CD4+	

spécifiques	du	VIH	et	de	leur	conférer	un	profil	Tfh,	de	façon	à	mettre	en	place	un	modèle	in	

vitro	pour	étudier	les	mécanismes	d’interaction	entre	les	Tfh	et	les	LB	lors	de	l’infection	par	

le	 VIH.	 Étant	 donné	 le	 rôle	 crucial	 de	 l’interaction	 Tfh/LB	 dans	 la	 génération	 d’anticorps	

neutralisants,	 une	 meilleure	 compréhension	 de	 ces	 mécanismes	 pourrait	 permettre	

d’élaborer	de	nouvelles	stratégies	de	vaccination	anti-VIH.		
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Cohortes dans l'infection par le VIH et hépatites, Co-Infection menées sous l'égide de l’ANRS (Octobre 2015)* 

CO21 « Cohorte des extrêmes » 

« Cohorte multicentrique des patients VIH ayant un profil d’évolution extrême : CODEX » 
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Équipe de coordination 
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  Pr. B. Autran (Laboratoire d’Immunologie Cellulaire, Hôpital Pitié-Salpétrière, Paris) 

  Virologie Pr. C. Rouzioux (Hôpital Necker, Paris)  
 Immunologie A. Saez-Cirion (Institut Pasteur, Paris), B. Autran (Hôpital Pitié    
 Salpétrière, Paris) & A. Venet (Inserm U1012, Bicêtre) 

   Méthodologie et gestion  Pr. L. Meyer, F Boufassa (INSERM 1018, Le Kremlin Bicêtre) 

Promoteur  Inserm-ANRS 

 

Objectif   Chez les patients VIH-1 positif asymptomatiques depuis au moins 5 ans après infection 
  par le VIH en absence de traitement antirétroviral, qu’ils répondent aux définitions de 
  patients ALT et/ou HIC ainsi que chez les patients sous traitement antirétroviral et en 
  « contrôle après arrêt de traitement antirétroviral », étudier leur évolution clinique et 
  immuno-virologique et définir les paramètres du virus et de l’hôte associés à la non- 
  progression de l’infection. 

 
Méthodologie  Cohorte ouverte prospective multicentrique nationale de sujets infectés par le VIH-1 

Durée de l'étude  6 ans, éventuellement renouvelables 
Inclusions : 5 ans 

Sujets à inclure   Des sujets « ALT » : sujets Asymptomatiques à Long Terme : sujets VIH-1-  
  séropositifs depuis au moins 8 ans ayant un taux de lymphocytes CD4+ supérieur à  
  600/mm3 et stable ou en augmentation (pente positive ou nulle) sur au minimum 3  
  examens consécutifs réalisés durant les 5 dernières années quelle que soit la charge  
  virale en absence de traitement antirétroviral. 
  Des sujets « HIC (HIV Controllers) » : sujets séropositifs pour le VIH-1 depuis au moins 5 
  ans, asymptomatiques, avec les 5 dernières charges virales en ARN-VIH plasmatique  
  consécutives < 400 copies/mL quel que soit le taux de CD4 + en absence de traitement  
  antirétroviral. 
  Des sujets « ALT-HIC » : sujets répondant à la double définition ALT et HIC c’est à dire  
  des sujets VIH-1 séropositifs depuis au moins 8 ans et taux de lymphocytes CD4+  
  supérieur à 600/mm3 avec un taux stable ou en augmentation (pente positive ou nulle) 
  sur au minimum 3 examens consécutifs réalisés durant les 5 dernières années et avec les 
  5 dernières charges virales en ARN-VIH plasmatique consécutives < 400 copies/mL. 

   Des sujets en « contrôleurs post-traitement » (ou post-treatment controllers, PTC) :  
  sujets ayant eu une charge virale en ARN-VIH plasmatique > 2000 copies/mL avant  
  l’initiation d’un traitement antirétroviral que ce soit en primo-infection ou en phase  
  chronique et dont le traitement a été maintenu pendant au moins 12 mois; chez qui,  
  une fois le traitement antirétroviral arrêté, la charge virale est restée < 400 copies/mL  
  pendant plus de 12 mois avec une exception pour un blip (une charge virale plasmatique 
  au-dessus de  400 copies/mL) encadré par deux charges virales < 400 copies/mL. La  
  dernière charge virale plasmatique au moment de l’inclusion devra, dans tous les cas,  
  être < 400 copies/mL. 

 
 Critères d'évaluation Survenue d’évènements cliniques, étude des paramètres virologiques, génétiques et 

immunologiques associés à la non-progression 

 Sujets inclus/nbre espéré 271/300 

 Dernière version du protocole 6.0 du 24/11/2014 
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Document	en	lien	avec	les	résultats	de	l’axe	2.	
	
Représentation	des	réponses	B	mémoires	dirigées	contre	un	antigène	de	la	capside	du	
VIH	(p24)	chez	les	EC.	
	

	
EC	present	memory	B	cell	responses	against	HIV	capsid	antigen.	(A)	Proportion	of	EC	(HLA-

B57+	 EC	 in	 green	 and	HLA-B*57-	 in	 orange)	 secreting	 anti-p24	 IgG+	 ASC.	 (B)	 Frequency	 of	

anti-p24	 IgG+	 ASC	 for	 each	 EC.	 Each	 individual	 has	 been	 represented	 by	 a	 specific	 dot	 on	

each	graph	(shape	and	color).	
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Document	en	lien	avec	les	résultats	de	l’axe	2.	
	
La	morphologie	et	la	taille	des	spots	obtenus	par	la	technique	d’Elispot	B	varient	selon	
l’antigène	ou	l’anticorps	coaté	et	l’anticorps	de	révélation	utilisé.	
	

	

	

	

Examples	of	spots	according	to	coated	antigen	and	revelation	Abs.	For	total	Ig	detection,	

anti-IgG	Abs	were	coated	and	1500	cells	(IgG,	 IgG1)	or	3000	cells	(IgG2,	 IgG3)	were	plated.	

For	 specific	 Ig	 detection	 HIV-envelope	 antigen	 (gp140Yu2b,	 gp41S30	 or	 gp160THO),	 Influenza	

antigen	(Flu	from	the	2015	VAXIGRIP	vaccine)	or	KLH	(negative	control)	were	coated	and	150	

000	cells	(IgG,	IgG1)	or	300	000	cells	were	plated	(IgG2,	IgG3).	Spots	presented	are	not	from	

the	same	donor.	
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ABSTRACT: Adoptive cell therapy represents a promising
approach for several chronic diseases. This study describes an
innovative strategy for biofunctionalization of nanoparticles,
allowing the generation of synthetic particulate antigens
(SPAg). SPAg activate polyclonal B cells and vectorize
noncognate proteins into their endosomes, generating highly
efficient stimulators for ex vivo expansion of antigen-specific
CD4+ T cells. This method also allows harnessing the ability
of B cells to polarize CD4+ T cells into effectors or regulators.

KEYWORDS: bioengineered nanoparticle, biomimetic, B cell, antigen-presenting cell, CD4+ T cell, cell therapy

For decades, immunotherapy has exclusively relied on in
vivo administration of pharmacological preparations

aiming at either stimulating (i.e., vaccines) or dampening
(i.e., immunosuppressive drugs) patients’ immune responses.
On the basis of promising results obtained in animals models,
the concept of ex vivo manipulation of immune cells for
retransfer as cell therapy: “adoptive cell therapy” (ACT), has
progressively emerged.1,2 The demonstration in the late 80s
that the transfer of ex vivo expanded tumor-infiltrating T
lymphocytes to patients with melanoma could lead to cancer
regression paved the way for the translation of ACT to the
clinic.3 ACT is currently considered as a central strategy to treat
severe chronic conditions as diverse as viral infections, cancers,
autoimmune diseases, allograft rejection, or graft versus host
disease (218 clinical studies currently registered in https://
clinicaltrials.gov/).
Much of initial experimental and clinical studies in ACT have

focused on cytotoxic CD8+ T cells because of their remarkable
ability to kill tumors or virus-infected cells.2,4−7 However,
attention has progressively shifted to helper CD4+ T cells,

which are endowed with a much wider spectrum of
functions.2,8,9 Indeed, CD4+ T cells are not only very efficient
for tumor and virus destruction through direct cytotoxicity and
promotion of cytotoxic CD8+ T cells responses10−14 but also
necessary for the generation of protective antibody-responses.15

Besides the promotion of effector responses, CD4+ T cells are
also endowed with unique immune regulatory properties.16 The
versatility of CD4+ T cells is due to their plasticity, which
allows them to differentiate into various functional subsets
according to the microenvironment in which they are
activated.16

Importantly, several experimental studies have illustrated that
ACT was more efficient and associated with fewer side effects
when antigen-specific CD4+ T cells were used instead of
polyclonal CD4+ T cells.2,8,9,17 Two recent studies have
validated this concept in the clinic. First, ex-vivo-expanded
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autologous CD4+ T-cell clones specific for a given melanoma-
associated antigen were able to induce durable clinical
remission in a patient with refractory metastatic melanoma.18

Second, adoptive transfer of CD4+ T cells recognizing a unique
tumor epitope could mediate regression of a metastatic
epithelial cancer.19 Such antigen-specific CD4+ T cells are
however rare and need to be specifically expanded for ACT.20

Nanobiotechnology represents a powerful tool to reach this
crucial objective.21−28

Physiologically, clonal expansion of antigen-specific CD4+ T
cells requires engagement of the T cell antigen-specific receptor
(TCR) by the antigen-class II major histocompatibility complex
(MHC-II) on the surface of antigen-presenting cells (APCs).
Although reports have shown that it was possible to expand
antigen-specific T cells ex vivo with artificial antigen
presentation by cell-free substitutes, these emerging technolo-
gies still warrant preclinical and clinical validations.21,29 Current
clinical approaches aiming at expanding CD4+ T cells clones

Figure 1. Biofunctionalization of nanospheres to generate synthetic particulate antigens (SPAg). (a) Schematic representation of the system used to
vectorize chosen antigen into noncognate B cell; 400 nm fluorescent streptavidin-coated nanospheres are decorated with biotinylated-antigens and
biotinylated-monoclonal antibody (mAb) directed against a framework region of B cell receptor’s κ light chains (anti-κ mAb). (b) Verification of
nanospheres coating with anti-κ mAb by electron microscopy (EM) using gold-particle-coupled anti-IgG secondary antibody. (c) Coating efficiency
using biotinylated (bonds; black histogram) versus purified (adsorption; gray histogram) anti-κ mAb was compared in flow cytometry using a PE-
conjugated anti-IgG secondary antibody. (d) Verification of double coating with biotinylated anti-κ mAb and biotinylated ovalbumin by flow
cytometry using a PE-conjugated anti-IgG secondary antibody and a FITC-conjugated antiovalbumin mAb. (e) Impact of polybiotinylation (blue
histogram) vs monobiotinylation (orange histogram) of the proteins used for coating on nanospheres flocculation assessed by flow cytometry
analysis of the particle size (the forward-scattered light parameter (FSC) is proportional to the size of the analyzed event). (f) After coating of
nanospheres with monobiotinylated proteins, aggregates were excluded by filtration through a low-binding membrane with a pore size of 650 nm.
Histogramms and representative images of the SPAg fluorescence analyzed by imaging flow cytometry in the upper (orange) and lower (red)
chambers of centrifugal devices. (g) Estimation of the number of molecules coated on each nanosphere by the saturation curve method.
Nanospheres were incubated with increasing amounts of biotinylated ovalbumin or anti-κ mAb. Ovalbumin and anti-κ mAb binding was measured
by flow cytometry with a FITC-conjugated antiovalbumin mAb or a PE-conjugated anti-IgG mAb, respectively. (h) Numeration of SPAg by
spectrophotometry using the standard curve method. Uncoated nanospheres samples of known concentrations are used as standards. For all panels,
data are representative of more than three independent experiments.
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Figure 2. SPAg behave like genuine particulate antigen. (a) Scheme representing the first steps of B cell activation by a particulate antigen. The
binding of cognate epitope to B cell receptors (BCR) provides the first signal of activation (signal 1) to B cells and leads to the internalization of the
antigen in the endosomal compartment where antigen is then processed and loaded onto MHC class II molecules. (b) B cells from wild type mice
were incubated with 400 nm SPAg and washed. Flow cytometry dot plots showing SPAg fluorescence according to B220 and λ-chain expression. B
cells are identified based on anti-B220 staining. κ chain-expressing B cells are identified based on anti-λ chain staining and correspond to the negative
fraction. (c) Flow cytometry dot plots showing the percentages of follicular (FO: CD21intCD23high) and marginal zone (MZ: CD21highCD23low)
subsets among κ-chain-expressing B cells without (left, blue) and with (right, red) SPAg. (d) EM images of B cell without (left, blue) or with (right,
red) 400 nm SPAg bound to the surface. (e) SPAg triggers BCR signaling cascade. B cells from wild type mice were incubated 1, 2, or 3 min at 37 °C
with either anti-IgM soluble F(ab′)2 (positive control, 5 × 105 anti-IgM molecules/B cell) or 400 nm SPAg (3750 anti-κ molecules/SPAg). Imaging
flow cytometer was used to detect the phosphorylated form of the B cell linker protein (p-BLNK). (Left) Representative images showing p-BLNK
staining in λ positive and λ negative B220+ B cells after anti-IgM or SPAg stimulation. (Right) The percentage of SPAg that have triggered BCR
signaling at 1, 2, and 3 min is shown. (f) B cells from wild type mice were incubated 10 min at 37 °C with 400 nm SPAg and then cultured 15 h.
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for ACT rather rely on autologous APCs that can be reliably
used to confer optimal therapeutic features to T cells before
infusion.18,19 Dendritic cells (DCs) are professional APCs that
can be readily pulsed with any antigen and used as stimulators
of antigen-specific CD4+ T cells.30 Yet, implementation in
practice is difficult because DCs are too rare to be directly
purified from peripheral blood. Instead, bone marrow or blood
progenitors must be matured in culture during several days
before being used as T cell activators. This procedure increases
the costs and leads to inconstant yields.31−34 Furthermore, the
number of DCs that can be obtained from these cultures is
limited, as mature DCs stop dividing and become less effective
at presenting antigen after 2 to 3 weeks in culture (in fact, it is
generally accepted that the final number of DCs cannot be
expanded beyond the number of starting progenitors).33,34 In
contrast, B cells are “ready to use” APCs, which are abundant in
the circulation (up to 0.5 × 106 cells/mL) and can be further
exponentially expanded in vitro without loss of antigen-
presenting functions.31−33 B cells therefore represent an
unrestricted source of autologous APCs for ACT.31,32 However,
the use of B cells as stimulators of antigen-specific CD4+ T
cells is made problematic due to their inability to present
noncognate antigens.35 In contrast with DCs, which can engulf
any antigen by phagocytosis, B cells can only internalize a
cognate antigen.36−38 It is indeed the binding of the specific
antigen to B cell’s surface immunoglobulins (B cell receptor,
BCR) that triggers: (i) the activation signal required for the
acquisition of potent antigen-presenting functions and (ii) the
antigen internalization in endosomes where antigen is
processed and loaded onto MHC-II for presentation to
CD4+ T cells. Antigen-specific B cells are too rare to be used
in ACT. To overcome this obstacle, we have developed an
innovative strategy for biofunctionalization of nanoparticles.
Bioengineered nanospheres were specifically designed to
simultaneously (i) provide BCR-dependent activation signal
and (ii) deliver noncognate antigens to endosomes of B cells.
Using these synthetic particulate antigens (SPAg), we were able
to turn resting polyclonal B cells into potent stimulators of
antigen-specific CD4+ T cells.
To generate SPAg, proteins of interest were biotinylated and

immobilized on fluorescent streptavidin-coated polystyrene
nanospheres of 400 nm in diameter, a size comparable to that
of a typical pathogen. These nanospheres (Bangs Laboratories,
Indiana, U.S.A.) were generated by an emulsion polymerization
synthesis using a sulfate-based initiator. To optimize the
tracking of nanospheres, the fluorescent dye was embedded
within the core of the nanospheres to ensure the protection of
fluorescent molecules from proteolysis processes that take place
within some cellular compartments. Following synthesis,
streptavidin was covalently bound on nanospheres surface
and a blocker was applied (for more detail please refer to online
Supporting Information). The streptavidin/biotin system was
chosen to coat proteins of interest in nanospheres because it
provides interactions that have similar strength than covalent
bonds (Kd ≈ 10−14 mol/L) while remaining simple to

manipulate. Another advantage of this system is that it allows
using spacer arms that, by separating the biotinylated ligand
from the surface of the nanospheres, reduce the steric
hindrance. Nevertheless, other coupling strategies could have
been chosen. For instance, we successfully generated SPAg by
coating purified proteins on carboxyl-modified nanospheres
using carbodiimide as cross-linking reagent but the yields and
the quality of the final product were consistently lower (data
not shown).
BCR is composed of two pairs of polypeptides chains: two

heavy chains and two light chains. Light chains can be of two
types: λ or κ. More than 90% of murine B cells express κ light
chains. Each chain comprises both a constant domain, which is
a shared framework independent of the antigenic specificity,
and a highly variable domain, which is specific to each B cell
clone and involved in the recognition of antigenic epitopes. We
reasoned that coating the nanospheres with a biotinylated
monoclonal antibody directed against a framework region of κ
light chain (anti-κ mAb) would confer them the capacity to
target any noncognate κ positive BCR while behaving like
genuine particulate antigens (Figure 1a). The coating of
nanospheres with anti-κ mAb was verified by electron
microscopy (EM) using gold particle-coupled anti-IgG
secondary antibody (Figure 1b). To ensure that anti-κ mAb
were attached to nanospheres by streptavidin−biotin solid
bonds rather than unspecific adsorption, coating efficiency
using biotinylated versus purified anti-κ mAb was compared in
flow cytometry with a PE-conjugated anti-IgG antibody (Figure
1c). The successful double coating of nanospheres with
biotinylated anti-κ mAb and biotinylated ovalbumin, which
was used herein as model antigen, was verified by flow
cytometry (Figure 1d). To limit flocculation of nanospheres
caused by the coating procedure, anti-κ mAb and ovalbumin
had to be monobiotinylated rather than polybiotinylated. This
was objectified by the analysis of the particles size in flow
cytometry (Figure 1e). A final filtration of coated particles
allowed to obtain a solution with more than 90% of mono- or
bidispersed SPAg, as shown by the analysis in imaging flow-
cytometry of SPAg fluorescence before and after filtration
(Figure 1f). An estimation of the mean number of proteins that
can be coated on each nanosphere was obtained by incubating
nanospheres with increasing amounts of monobiotinylated
ovalbumin or anti-κ mAb and quantifying the binding by flow
cytometry with antiovalbumin or anti-IgG mAbs (Figure 1g).
On the basis of the saturation curves obtained using this
method, we evaluated that the maximum number of ovalbumin
and anti-κ mAb molecules than can be coated on each SPAg
was approaching 1 × 104 and 1.5 × 104, respectively (Figure
1g). The final concentration of SPAg after filtration was
measured by spectrophotometry using the standard curve
method (Figure 1h).
To test the hypothesis that SPAg would bind to any

noncognate κ positive BCR and behave like genuine antigens,
400 nm diameter SPAg were incubated in vitro with B cells
purified from the spleen of a wild type mice at a 100:1 SPAg to

Figure 2. continued

Representative EM images showing SPAg internalized in B cells. (g) Kinetic of 400 nm SPAg internalization was defined by imaging flow cytometry.
Nonpermeabilized B cells incubated with SPAg were cultured and stained at various time points with a fluorescent antiovalbumin mab. Only
noninternalized SPAg were accessible to staining (see representative images). Percentages of SPAg internalized (red only) or bound to B cell surface
(red+green) are shown at various time points. (h) Representative image of confocal microscopy analysis showing colocalization of 400 nm SPAg
with a marker of late endosomes (Lamp1) in B cells.
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B cell ratio. Each of the steps necessary for antigen-presentation
by B cells were analyzed: (i) attachment to surface BCR, (ii)
triggering of activation signal, and (iii) internalization in late
endosomal compartment37 (Figure 2a). Flow cytometry
analysis showed that SPAg bound exclusively to B220+ λ
chain− B cells, confirming that SPAg interaction with B cells
was dependent upon anti-κ mAb (Figure 2b). Noteworthy,
SPAg were able to bind with equal efficiency to the two main
subsets of mature splenic B cells (follicular (FO) and marginal
zone (MZ); Figure 2c). Flow cytometry results were confirmed

by EM analyses (Figure 2d). To assess whether SPAg were able
to trigger BCR signaling cascade, as would cognate Ag, imaging
flow cytometry was used to detect the phosphorylated form of
the B cell linker protein (p-BLNK), an adaptor protein that is
phosphorylated upon BCR cross-linking39 (Figure 2e). A
diffuse p-BLNK signal was detected in both λ and κ positive B
lymphocytes, when the cells were activated with soluble anti-
IgM (Fab’)2 (positive control). In contrast, incubation of B
lymphocytes with SPAg resulted in a punctiform p-BLNK
signal, which colocalized with SPAg fluorescence and was only

Figure 3. SPAg-loaded B cells induce activation and proliferation of antigen-specific T cells. (a) Schematic illustration of B cell presenting the antigen
to CD4+ T cell. Internalized antigen is processed in late endosomal compartment, where it is loaded onto MHC class II molecules and presented on
B cell surface. Together with the expression of costimulation molecules (CD80/86), antigen presentation leads to activation and proliferation of
cognate CD4+ T cells. (b) SPAg-induced MHC class II and CD86 upregulation. B cells from wild type mice were incubated (red histogram) or not
(black histogram) with SPAg and cultured overnight. MHC class II (upper) and CD86 (lower) expression was assessed by flow cytometry. (c)
Polyclonal B cells loaded with SPAg (coated or not with ovalbumin) and CTV-labeled CD4+ T cells from CD45.2 OTII transgenic mice
(ovalbumin-specific) were cotransferred intravenously to CD45.1 wild type recipients. After 72 h, spleens of recipients were harvested. The
expression of CD25 and the proliferation profile of CD45.2 CD4+ T cells were analyzed by flow cytometry. (d) Bone marrow-derived dendritic cells
(BMDC) or B cells from wild type mice were incubated 4 h with soluble ovalbumin or with SPAg before being cocultured 72 h at a 1:1 ratio with
CTV-labeled ova-specific CD4+ T cells from OTII transgenic mice. Expression of the activation marker CD25 by OTII CD4+ T cells was assessed at
72 h by flow cytometry. (e) OTII CD4+ T cell proliferation was measured at 72 h by flow cytometry in the various culture conditions. Data are
representative of two independent experiments. Bar graphs represent mean values ± SD, * represents p values <0.05.
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detected in κ-positive B cells. More than 60% of SPAg bound to
B cell surface had triggered BCR signaling 3 min postincubation
(Figure 2e, right). It has been demonstrated that because
multivalent antigens are able to bring several BCRs complex in
close apposition, they are far more potent B cells stimulators
than monovalent antigens.37,40 We reasoned that nanospheres
might allow exploiting this specificity of BCR-mediated B cell
activation (Supporting Information Figure 1a). Consistent with
this hypothesis, a similar level of p-BLNK was obtained with ∼4
times less anti-κ mAbs when using nanoparticles (Supporting
Information Figure 1b). By reducing the number of anti-κ mAb
molecules required to trigger BCR signaling, a nanosphere
platform allows maximizing the amount of antigen vectorized in
B cells. This is important because we have shown previously
that the ability of B cells to activate antigen-specific CD4+ T
cells directly correlates with the amount of internalized
antigen.41

The internalization of SPAg, which is compulsory for antigen
presentation, was analyzed by EM and quantified overtime with
imaging flow cytometry. Nanospheres with diameters of 3 μm,
400 or 110 nm were coated using the same solutions of
monobiotinylated anti-κ mAb and ovalbumin and compared.
Attachment to B cell surface was observed with the 3 sizes of
SPAg (Figure 2d and Supporting Information Figure 2a) but
only 110 and 400 nm SPAg were internalized by B cells (Figure
2f and Supporting Information Figure 2b). After 15 hours in
culture, 98% of 400 nm SPAg had been internalized in B cells
(Figure 2g). A confocal microscopy analysis revealed the
colocalization of 400 nm SPAg with a marker of late endosomes
(Lamp1) and showed that internalized SPAg were situated in
the late endosomal compartment, where antigens are processed
and loaded onto MHC-II (Figure 2h).
In ordinary conditions, the subsequent migration of antigen-

MHC-II complexes at the surface of B cells and the expression
of costimulation molecules (CD80/86) lead to the activation
and proliferation of cognate CD4+ T cell clones (Figure 3a).
Consistently, flow cytometry analyses after overnight culture
showed a higher expression of MHC-II and CD86 in B cells
that had internalized 400 nm SPAg, as compared with controls
(Figure 3b, 46113 ± 6888 vs 12504 ± 2577 and 3084 ± 505 vs
730 ± 169, respectively, p < 0.05). The ability of SPAg-loaded
B cells to activate antigen-specific T cells was first assessed in
vivo (Figure 3c). Briefly, 5 × 106 polyclonal CD45.1 B cells
loaded with 400 nm SPAg (coated or not with ovalbumin) were
cotransferred intravenously in CD45.1 wild type recipients with
5 × 106 ovalbumin-specific CD4+ T cells from CD45.2 OTII
transgenic mice (Figure 3c). After 72 h, spleens of recipients
were analyzed by flow cytometry. As expected, only B cells
loaded with SPAg containing ovalbumin were able to trigger
the expression of the activation marker CD25 and the
proliferation of OTII CD4+ T cells. We then determined
whether SPAg-loaded B cells could also be used to activate
antigen-specific T cells in vitro. The expression of CD25 by
OTII CD4+ T cells was assessed after 72 h of coculture at a 1:1
B cell to T cell ratio (Figure 3d). B cells loaded with 400 nm
SPAg without ova (B cells-SPAg-no ova) and B cells
preincubated with soluble ova (B cells-soluble ova) were used
as negative controls whereas bone marrow-derived dendritic
cells pulsed with 400 nm SPAg (BMDC-SPAg-ova) or with
soluble ovalbumin (BMDC-soluble ova) were used as positive
controls. In contrast with negative controls, B cells-SPAg-ova
did activate OTII CD4+ T cells. Importantly, CD25 expression
by OTII CD4+ T cells was higher when B cells-SPAg-ova were

used as APCs than when BMDC-SPAg-ova or BMDC-soluble
ova were used (CD25 MFI = 54063 ± 11061 vs 5864 ± 1038
and 7401 ± 1000, respectively, p < 0.05, Figure 3d). B cell-
SPAg-ova also induced a higher OTII CD4+ T cells
proliferation than BMDC-SPAg-ova or BMDC-soluble ova
did (Figure 3e, percent of divided T cells at 72 h: 51.3 ± 7.4
versus 19.3 ± 3.0 and 36.9 ± 3.3, respectively, p < 0.05). As
expected, B cells-SPAg-no ova or B cells-soluble ova did not
induce CD4+ T cell proliferation (Figure 3e). Interestingly,
when comparing 110 and 400 nm SPAg, we observed that
although the surface of 110 nm SPAg is ∼13 times lower than
the surface of 400 nm SPAg, 25 times more 110 nm SPAg were
required to trigger the same level of cognate T cell proliferation
(Supporting Information Figure 2c). To explain this discrep-
ancy, we compared the fate of 110 and 400 nm SPAg following
internalization. B cells were incubated for 10 min at 37 °C in a
mixture of dragon green fluorescent 110 nm SPAg (SPAg to B
cell ratio: 2500:1) and flash red fluorescent 400 nm SPAg
(SPAg to B cell ratio: 100:1), washed, and cultured overnight at
37 °C before analysis. Although 110 and 400 nm SPAg were
internalized with similar efficiency (Supporting Information
Figure 2d,e), 400 nm SPAg localized more frequently in the
Lamp-1 positive endosomal compartment of B cells where
antigen is loaded onto MHCII molecules (Supporting
Information Figure 2f). On the basis of these results, we
decided to use 400 nm SPAg in the rest of the study.
To test the applicability of our approach to humans, B cells

purified from the peripheral blood of an healthy volunteer were
incubated for 30 min at 37 °C with SPAg coated with
antihuman κ-light chain mAbs (hSPAg). Flow cytometry
analysis revealed that hSPAg bound exclusively to CD19+ λ
chain− B cells, showing that the interaction of hSPAg with B
cells was dependent upon anti-κ mAb (Figure 4a). The
internalization of hSPAg by humans B cells was verified by EM
(Figure 4b) and quantified by imaging flow cytometry (Figure
4c). After 12 h in culture, the proportion of B cells with
internalized hSPAg was 38.5% (93.9% of hSPAg-positive B
cells). This relatively low percentage, as compared with murine
experiments, is explained by the fact that the proportion of κ-
positive B cells is lower in humans than in mice (50% versus
90%, respectively). Optimizing the efficiency of human B cells
loading with hSPAg would require to replace antihuman κ-light
chain mAbs with mAbs targeting a framework region present
on heavy chains (for example, clone G20−127) or to add antiλ
mAb (for example, clone 1−155−2) in addition to anti-κ mAb.
HIV alters CD4+ T cell compartment of patients, hampering

the development of neutralizing antibodies.42 Because educat-
ing HIV-specific CD4+ T cells seems particularly relevant in the
clinic, we decided to use HIV-GAG protein antigen to test the
ability of polyclonal human B cells loaded with hSPAg to
present internalized antigen (Figure 4d). B cells purified from
the peripheral blood of a HLA-DR01/01 healthy volunteer
were incubated 30 min at 37 °C with hSPAg coated with either
ovalbumin (use here as negative control, hSPAg-ova) or a
peptide made of 3 repetitions of a sequence of HIV-GAG
protein (hSPAg-GAGpep). B cells were then rested 12 h at 37
°C to allow time for antigen presentation and cocultured for 6
h with HLA-DR01-restricted CD4+ T cell clones specific for
the HIV-GAGpep.43 CD4+ T cell clones activation was
assessed by flow-cytometry measurement of the intracellular
cytokine MIP-1β. The percentage of B cells loaded with hSPAg-
ova and hSPAg-GAGpep were comparable (44.8% and 39.1%,
respectively). As expected, unloaded B cells and B cells loaded
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with hSPAg-ova did not induce production of MIP-1β by
CD4+ T cell clones (0.39% and 0.59% of positive clones,
respectively). In contrast, 24.1% of clones did produce MIP-1β
when cocultured with B cells loaded with hSPAg-GAGpep.
This result demonstrates that SPAg can be used to induce
efficient antigen presentation by human polyclonal B cells to
cognate CD4+ T cells.
Because CD4+ T cells specific for a given epitope are rare in

the general CD4+ T cell population (as low as 1/100 in the
memory compartment and below 1/10000 in the naiv̈e
repertoire20), the capacity of SPAg-loaded B cells to expand
rare antigen-specific T cells populations was tested in our
murine experimental setting (Figure 5). B cells-SPAg-no ova
and B cells-SPAg-ova were cultured 72 h with a mix of cognate
OTII CD4+ T cells (CD45.2) and polyclonal CD4+ T cells
(CD45.1). Various cognate to polyclonal T cells ratios were
tested: 1/100 (Figure 5a), 1/1000 (Figure 5b), or 1/10000
(Figure 5c). At any ratios, B cells-SPAg-ova, but not B cells-
SPAg-no ova, induced specific proliferation of cognate T cells.
CD45.2/CD45.1 ratios increased more than two times during
the 72 h of cocultures. Thus, SPAg-loaded B cells can induce
proliferation and expansion of rare cognate CD4+ T cells.
As discussed above, CD4+ T cells exert different roles

according to the pathophysiological context. Upon TCR-
mediated activation, the nature of the microenvironment guides
them toward specialized functions, a process called polarization
(for recent review see:16). Beyond the classical Th1 and Th2
subsets, there are compelling evidence in the literature that
Th17 effector CD4+ T cells, which produce high levels of the
proinflammatory cytokine IL17, are highly efficient in
promoting immune responses against cancers.44 In contrast,
regulatory CD4+ T cells (CD4+Treg), which are characterized
by the expression of the transcription factor forkhead box p3
(foxp3),45 are specialized in promoting the tolerance toward
the auto- and alloantigens for which they are specific.46,47 Being
able to polarize antigen-specific CD4+ T cells toward the
adequate profile is therefore essential for the success of ACT.
Even if adequate polarization can generally be obtained by
adding exogenous cytokines to the culture medium, it is likely
that this method does not entirely reproduce the complexity of
the polarization process that takes place in vivo, which depends
not only on the nature of cytokines present in the
microenvironment but also on the type of costimulation signals
delivered by APCs.16 In this regard, several studies have
documented the versatility of Janus-faced B cells, which are able
to play both pathogenic and regulatory activities in
immunopathogenesis.48 Indeed, in addition to their ability to
promote the generation of effector T cells, B cells are also
endowed with unique regulatory functions.48−51 Regulatory B

Figure 4. SPAg-based approach is applicable to humans. Purified B
cells from a healthy volunteer were incubated 30 min at 37 °C with
SPAg coated with antihuman κ-light chain mAbs (hSPAg) and washed.
(a) Flow cytometry dot plots showing hSPAg fluorescence according
to λ-chain expression by B cells. B cells are identified based on anti-
CD19 staining. Kappa chain-expressing B cells are identified based on
antiλ chain staining and correspond to the negative fraction. (b)
Representative EM images showing hSPAg internalized in B cells after
12 h culture. (c) Image flow cytometer was used to evaluate hSPAg
internalization after 12 h culture. (Left) Representative images
showing hSPAg internalized in CD19+ B cells. (Right) Quantification
of cells that have internalized hSPAg among λ+ and κ+ B cells. (d)
(Top) Schematic representation of the experimental procedure.
Purified B cells from an HLA-DR01/01 healthy volunteer were
incubated 30 min with hSPAg coated with either ovalbumin (negative

Figure 4. continued

control, hSPAg-ova) or a peptide made of three repetitions of a
sequence of HIV-GAG protein (hSPAg-GAGpep). After washing, B
cells were rested 12 h and then cocultured 6 h with HLA-DR1-
restricted CD4+ T cell clones specific for the HIV-GAGpep. Clones
activation was assessed by flow-cytometry measurement of the
intracellular cytokine MIP-1β. (Bottom) Flow cytometry dot plots
showing hSPAg fluorescence according to λ-chain expression by B cells
(left) and MIP-1β staining in CD4+ T cells clones (right) under three
different experimental conditions (from top to bottom: clones
cocultured with B cells without hSPAg, with B cells-hSPAg-ova and
with B cells-hSPAg-GAGpep).
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cells (Breg) inhibit effector CD4+ T cell (Teff) responses and
promote Treg differentiation through the production of
suppressive cytokines (in particular IL-10) and cell-to-cell
crosstalk49,51,52 (Figure 6a). Importantly, it has been shown that
B cells stimulated in vitro with high doses of toll like receptor
(TLR) ligands acquire regulatory properties.53,54 On the basis
of these observations, we reasoned that regulatory properties
could be conferred to SPAg-loaded B cells by adding CpG (the
ligand of TLR9) to the culture. We hypothesized that Bregs
loaded with SPAg (Breg-SPAg) would generate antigen-specific
Tregs ex vivo without the need for addition of exogenous

cytokines (Figure 6a). This approach would allow harnessing all
the physiological mechanisms used by Breg to inhibit Teff and
induce Treg. To determine whether SPAg-loaded B cells
secrete IL-10 upon CpG stimulation, B cells-SPAg from IL-10-

Figure 5. SPAg-loaded B cells can be used to expand rare cognate
CD4+ T cells. SPAg-loaded B cells from wild type mice were
cocultured 72 h at a 1:2 ratio with a mix of cognate OTII CD4+ T cells
(CD45.2) and polyclonal T cells (CD45.1). CD45.2/CD45.1 ratios
were (a) 1/100, (b) 1/1000, or (c) 1/10000. Flow cytometry
pseudocolor plots show CD45.1 and CD45.2 staining of CD4+ T cells
at 72 h and histograms show their respective proliferation profiles
assessed by CTV staining. Graphs represent CD45.2/CD45.1 ratios at
the beginning (H0) and at the end (72 h) of the coculture.

Figure 6. SPAg-loaded B cells can be used to polarize cognate CD4+
T cells. (a) A scheme describing how regulatory properties can be
conferred to SPAg-loaded B cells. B cells are loaded with SPAg and
cultured with CpG. SPAg-loaded B reg do not induce significant
proliferation of antigen-specific Foxp3- effector T cells (Teff) but
rather promote the proliferation of antigen-specific Foxp3+ regulatory
T cells (Treg). (b) B cells from IL-10-eGFP reporter mice were
incubated with SPAg 10 min at 37 °C and cultured 48 h in medium
supplemented with either anti-CD40 agonist (10 μg/mL; black curve)
or with CpG (12.5 μg/mL; green curve). The proportion of eGFP-
positive IL10-producing SPAg-positive B cells was measured by flow
cytometry at various time points. Data on graph are expressed as mean
± SD and representative of two independent experiments. (c, d, e, f) B
cells from wild type mice were incubated with SPAg 10 min at 37 °C
and cultured 36 h in medium supplemented with either anti-CD40
agonist (Beff) or with CpG (Breg). Sorted SPAg-positive B cells were
cocultured 5 days at a 1:1 ratio with naiv̈e CTV-labeled OTII CD4+ T
cells. (c, d) The proportion of CD4+ T cells subsets was assessed by
flow cytometry. Treg, Th1, Th2, and Th17 subsets were identified by
the expression of, respectively, foxp3, IFNγ, IL4, and IL17.
Proliferation profiles of (e) effector (Foxp3neg) and (f) regulatory
(Foxp3pos) CD4+ T cells were determined by flow cytometry at 5 days
of coculture in the different culture conditions. Data are representative
of two independent experiments.
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reporter mice (IL-10-IRES-eGFP transgenic mice55) were
cultured for 48 h in medium supplemented with either anti-
CD40 agonist (negative control, Beff-SPAg) or CpG (B reg-
SPAg) (Figure 6b). The proportion of SPAg-positive B cells
expressing eGFP was measured overtime by flow cytometry. In
contrast with anti-CD40 stimulation, CpG stimulation resulted
in IL-10 production by B cells-SPAg (Figure 6b, black and
green curves, respectively). The number of eGFP+ SPAg+ B
cells peaked at 36 h of culture (24.6%). We next analyzed
whether Beff-SPAg and Breg-SPAg could be used to promote
the expansion of antigen-specific Teff and Treg, respectively.
OTII CD4+ T cells were cultured with sorted B cells-SPAg that
had been prestimulated 36 h with CpG (Breg-SPAg) or anti-
CD40 (Beff-SPAg). The proportion of the four distinct subsets
of CD4+ T cells was assessed by flow cytometry after 5 days of
coculture (Figure 6c). Briefly, Treg were identified by the
expression of the transcription factor foxp3, whereas the 3 Teff
subsets were identified according to their characteristic
cytokinic profile (respectively, IFNγ for Th1, IL4 for Th2,
and IL17 for Th17). Neither Beff-SPAg nor Breg-SPAg induce
a Th1 or Th2 polarization (Figure 6c,d, upper panels). In
contrast, Beff-SPAg generated Th17 effectors while Breg-SPAg
generated Treg (Figure 6c,d, lower panels). Furthermore,
analyzing the proliferation profiles, we observed that Breg-SPAg
did not induce a significant proliferation of Teff but promoted
instead the proliferation of antigen-specific Treg (Figure 6e and
6f). To the contrary, Beff-SPAg induced the proliferation of
Teff but not of Treg (Figure 6e,f).
In this study, we present a novel versatile approach to expand

and polarize antigen-specific CD4+ T cells that could be used
in ACT. Our work indeed demonstrates that nanospheres can
be easily biofunctionalized to behave like synthetic particulate
antigens (SPAg) able to simultaneously (i) activate polyclonal
B lymphocytes through BCR and (ii) deliver any antigen of
interest into the endosomal compartment of these B
lymphocytes, thus turning noncognate B cells into highly
efficient stimulators of antigen-specific CD4+ T cells.
Furthermore, this technique offers the possibility to harness
the ability of B cells to polarize CD4+ T cells into either
effectors or regulators of the immune response.
In contrast with DCs, which currently represent the gold

standard for ex vivo stimulation of antigen-specific CD4+ T
cells, B cells are readily accessible in peripheral blood and can
be expanded by logs in vitro, offering an almost inexhaustible
fresh source of highly pure autologous APCs.31,32 These
decisive advantages had led several groups to explore the
possibility of exploiting the antigen presentation function of B
cells for purpose of cell therapy.31−33,56−67 In organ trans-
plantation, donor’s B cells have been shown to be more
efficient than donor’s DCs to expand ex vivo graft-specific
Tregs.68 Because donor’s HLAs (which are the molecular
targets in rejection) are expressed on the surface of donor’s B
lymphocytes, these cells can be directly used to expand graft-
specific CD4+Treg.56,57 However, in all other pathophysio-
logical situations, B cells must first be loaded with the chosen
exogenous antigen before being able to interact with CD4+ T
cells. This point is challenging because cognate interactions of
antigen with the BCR are required for effective internalization,
processing and presentation of the antigen by B cells.36−38

Several strategies have been tested to overcome this limitation.
The group of Dr. Scott pioneered this field and showed that
cloning the target protein in frame with an immunoglobulin
heavy chain and delivering it via retrovirus to an activated B cell

could be a strategy to induce tolerance to multiple
epitopes.58−60 This strategy has however some drawbacks
that limit its translation in the clinic. The generation of vectors
can be technically challenging, the size of the insets coding for
the antigenic sequences is limited, and long-term gene transfer
into primary human B cells is known to be notoriously
difficult.69−71 Finally, this approach lacks versatility since the
whole process needs to be set up again each time the antigen is
changed. More recently, Lee Szeto et al. have used a
microfluidic device to deliver antigens in solution to polyclonal
B cells via mechano-poration.63 With this method, whole
proteins cross the plasma membrane through transient pores
without any selective uptake by BCR. As a result, the antigen,
which is not vectorized in the endosomal compartment of B
cells, is exclusively loaded into the MHC-I, limiting the
technique to the generation of antigen-specific cytotoxic CD8+
T cells. SPAg offer several advantages: (i) thousands molecules
of antigens are delivered to polyclonal B cells through the BCR,
that is, the physiological route of antigen uptake, (ii) antigens
can be delivered to B cells in their native form without any
important engineering, and (iii) SPAg-loaded B cells process
the whole antigens, ensuring a natural and exhaustive
generation of distinct antigenic peptides. As a result, SPAg-
based technology is cheap, fast (<1 h) and accessible to all
biologists (no need for specialized skills or equipment) while
remaining highly efficient to promote the presentation of any
antigen in the MHC-II of polyclonal B cells.
Finally, although the present work only details the use of

SPAg to generate antigen-specific CD4+ T cell ex vivo, the
possibility to directly use SPAg-loaded B cells in vivo to treat
patients should not be ignored. B cells have indeed the ability
to home to patient’s secondary lymphoid organs.72 There,
SPAg-loaded B cells could act as a cellular vaccine to promote
the development of an endogenous response against cancers or
persistent virus infections. Alternatively, the transfer of SPAg-
loaded regulatory B cells could promote tolerance in transplant
recipients or patients with autoimmune diseases. Further
studies in animal models are warranted to assess the therapeutic
potentials and risks of such strategies.
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HIV-Infected Dendritic Cells Present Endogenous MHC Class
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It is widely assumed that CD4+ T cells recognize antigenic peptides (epitopes) derived solely from incoming, exogenous, viral
particles or proteins. However, alternative sources of MHC class II (MHC-II)–restricted Ags have been described, in particular
epitopes derived from newly synthesized proteins (so-called endogenous). In this study, we show that HIV-infected dendritic cells
(DC) present MHC-II–restricted endogenous viral Ags to HIV-specific (HS) CD4+ T cells. This endogenous pathway functions
independently of the exogenous route for HIVAg presentation and offers a distinct possibility for the immune system to activate
HS CD4+ T cells. We examined the implication of autophagy, which plays a crucial role in endogenous viral Ag presentation and
thymic selection of CD4+ T cells, in HIV endogenous presentation. We show that infected DC do not use autophagy to process
MHC-II–restricted HIVAgs. This is unlikely to correspond to a viral escape from autophagic degradation, as infecting DC with
Nef- or Env-deficient HIV strains did not impact HS T cell activation. However, we demonstrate that, in DC, specific targeting of
HIV Ags to autophagosomes using a microtubule-associated protein L chain 3 (LC3) fusion protein effectively enhances and
broadens HS CD4+ T cell responses, thus favoring an endogenous MHC-II–restricted presentation. In summary, in DC, multiple
endogenous presentation pathways lead to the activation of HS CD4+ T cell responses. These findings will help in designing novel
strategies to activate HS CD4+ T cells that are required for CTL activation/maintenance and B cell maturation. The Journal of
Immunology, 2016, 197: 517–532.

A ccumulating evidence suggests that HIV-specific (HS)
CD4+ T cells play a critical role in HIV infection (1).
The breadth and specificity of HS CD4+ T cell responses

are associated with improved viral control and low viremia during
acute and chronic infection, respectively (2, 3). In particular, the
generation of Gag-specific CD4+ T cells and their maintenance
correlate with a better disease outcome and viral control, respec-

tively (2, 3). There is also evidence of an association between
certain HLA-DRb1 alleles and Gag-specific CD4+ T cell activity
with delayed disease progression (4). HS CD4+ T cells can also
exert direct antiviral functions by eliminating infected cells and/or
inhibiting viral replication (5). Nonetheless, in the absence of
treatment, most patients are unable to control HIV infection.
Characterizing the pathways leading to HS CD4+ T cell activation
in the context of HIV infection or vaccination can therefore di-
rectly contribute to the development of novel therapies.
CD4+ T cells recognize their cognate peptide Ag presented by

MHC class II (MHC-II) molecules on the surface of APC, in-
cluding B cells, macrophages, and dendritic cells (DC). It is
widely assumed that MHC-II molecules display peptides exclu-
sively derived from extracellular Ag. In this classical pathway,
extracellular Ags are captured and then routed in endosomes
where they are progressively processed by an array of proteases to
be eventually loaded in late endosomes as short peptides (or
epitopes) onto nascent MHC-II (6). However, there are numerous
exceptions to this rule (7). Polarized secretion of proteases at the
B cell immunological synapse leads to Ag processing in extra-
cellular space (8) and potentially epitope loading on MHC-II on
the surface of adjacent cells (9). Epitopes derived from exogenous
virus can also bind in early endosomes on recycling MHC-II (10,
11). Some influenza Ags can be retro-translocated in the cytosol
and processed by proteasomes and translocated in the endoplasmic
reticulum by TAP pumps, prior to being loaded on MHC-II
molecules (12). Using measles virus infection, early studies
have demonstrated that endogenous, meaning neosynthesized,
viral Ags are presented on MHC-II molecules as a mechanism of
CD4+ T cell activation (13, 14). In a more recent study, Miller
et al. (15) showed that initiation of CD4+ T cell responses to in-
fluenza virus is driven predominantly by endogenous Ags
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expressed within the infected APC. Taken together, these findings
challenge the notion that a single epitope’s fate is sealed by its
origin, and, instead, they indicate that commitment to its pro-
cessing or presentation pathways depends on the Ag source, lo-
calization, and type of APC (16, 17).
Recent evidence suggests that macroautophagy (herein referred

to as autophagy) participates at steady-states (18) and, upon in-
fection (19), in the processing of Ag. Autophagy allows eukary-
otic cells to digest the content of their own cytoplasm through
lysosomal routes (20). It involves de novo formation of a double
membrane that sequesters a portion of the cytoplasm in an auto-
phagosome, which then matures into a lytic vesicle (21). As for
the ubiquitin/proteasome system, autophagy participates in quality
control of protein aggregates and thus affects Ag presentation
(22). In particular, defective ribosomal products (DRiPs), which
constitute a source of Ag for MHC-I–restricted presentation, form
aggregates that are degraded by both the ubiquitin/proteasome
system and autophagy (22). Autophagy has been shown to con-
tribute to presentation of HSV-1 and CMV Ags by MHC-I mol-
ecules (23, 24). The participation of autophagy in MHC-II Ag
presentation has been studied in APC-expressing tumor-derived or
transfected Ags (25–27) and in the context of infections with at-
tenuated bacteria (28) or with herpes viruses, including EBV (19,
29) and HSV-1 (30). Mice with selective impairment of autophagy
in conventional DC displayed a reduced capacity to process MHC-
II–restricted HSV-1 Ag (30). In contrast, alterations of autophagy
in influenza-infected mouse DC or fibroblasts had no impact on
the activation of influenza-specific CD4+ T cells (31). Autophagy
was initially described as being involved in the processing of in-
tracellular endogenous MHC-II Ag (19). However, we provided
evidence that it also participates in exogenous MHC-II Ag pre-
sentation (32). Using human DC, we demonstrated that the inhi-
bition of autophagy with drugs or small interfering RNA reduced
the degradation of incoming HIV particles and subsequent acti-
vation of HS CD4+ T cell clones (32). Therefore, the impact of
autophagy on antiviral CD4+ T cell activation might vary depending
on the Ag source, the infection, and/or escape mechanisms de-
veloped by viruses. In particular, in HIV-infected cells following
expression of the integrated provirus, whether autophagy par-
ticipates in the processing of endogenous Ags derived from viral
proteins remains unknown.
DC play a key role in the initiation of antiviral immune re-

sponses. HIV subverts the migration properties of DC to get access
to CD4+ T cell–rich compartments (33). Although most HIV
particles are rapidly degraded upon their encounter with a DC (34,
35), providing material for MHC-II Ag presentation (32, 36, 37),
some viral particles escape degradation and are either directly
transmitted to CD4+ T cells by trans-infection or initiate
cis-infection of DC. Indeed, in the absence of treatment, infected
DC can be found in the blood of HIV+ donors (38–40) and, ex
vivo, sorted BCDA1+ myeloid DC support productive infection of
HIV-1 (41, 42). Monocyte-derived DC are also equipped with HIV
receptors (CD4, CCR5, and CXCR4) allowing cis-infection (35,
43–45). Nonetheless, HIV replicates poorly in DC as compared
with activated CD4+ T cells (35, 44, 46, 47). This is due to the
expression of various viral restriction factors that block HIV-1
replication at different stages of DC infection (48). In particular
in DC, SAMHD1, a cellular enzyme that depletes intracellular 29-
deoxynucleoside 59-triphosphates and degrades viral RNA, inter-
feres with reverse transcription, limiting viral replication (49, 50).
Still, this residual HIV replication in DC might be sufficient to
produce Ags for MHC-II presentation.
In the present study we sought to determine whether HIV-

infected DC use an endogenous source of Ag to activate HS

CD4+ T cell clones. Using monocyte-derived DC and model cell
lines, we demonstrated that de novo expression of HIV Gag and
Env Ags leads to the activation of Gag- and Env-specific CD4+

T cell clones. The endogenous presentation of HIV Gag Ag is
epitope-dependent, as infected DC activate some but not all Gag-
specific CD4+ T cell clones. Because in infected cells, HIV pro-
teins form aggregates (51, 52), we asked whether autophagy might
participate in the presentation of endogenous HIVAg. In contrast
to what we observed using the viral input, we show that auto-
phagy does not contribute to the activation of Gag- and Env-
specific CD4+ T cell clones when DC are productively infected.
However, targeting Gag to autophagosomes using microtubule
associated protein light chain 3 (LC3) fusion protein promotes
Gag-specific CD4+ T cell activation and broadens the capacity to
activate T cells.
Our work unravels novel pathways of MHC-II–restricted HIV

Ag presentation and suggests that in infected cells, Gag and Env
HIV Ags are not processed in the autophagic pathway. However,
the ability to target HIV-derived epitopes to autophagic machinery
offers a novel strategy for inducing a robust antiviral CD4+ T cell
response.

Materials and Methods
Cells

PBMC from HIV-1 seronegative donors were purchased from the
Etablissement Français du Sang of the Pitié-Salpêtrière Hospital (Paris,
France), and HLA-DRb*01+, HLA-DRb*0401+, and HLA-DRb*0402+

donors were selected using Luminex xMAP technology (53). Purified
monocyte populations were isolated with CD14+ magnetic beads (Miltenyi
Biotec) and cultured with RPMI 1640 containing 10% FBS (Invitrogen),
20 ng/ml GM-CSF, and 2 ng/ml IL-4 (Miltenyi Biotec) for 4–5 d to obtain
DC. This procedure generates immature DC (CD1a+, MHC class I+, MHC-II+,
CD832, CD802/low, CD862/low) (36). HeLa-CIITA cells were provided
by P. Benaroche (Institut Curie, Paris, France).

HIV-1–specific CD4+ T cell clones

The F12, N2, and L11 HS CD4+ T cell clones are specific for HIV Gag-p24
(gag2: aa 271–290). F12 recognizes HLA-DRb1*01 whereas N2 and L11
recognize HLA-DRb1*04. The IV-9 HS CD4+ T cell clone is specific for
HIV Gag-p24 (gag1: aa 311–350) and is restricted by HLA-DRb1*01 (36).
The Een217 CD4+ T cell clone (provided by R.F. Siliciano) is specific for
HIV Env (gp120: aa 410–429) and restricted by HLA-DRb1*0402 (54).
The T cell clones were restimulated and expanded, as previously described
(36), using irradiated feeders and autologous lymphoblastoid cell lines
loaded with cognate peptides in T cell cloning medium (RPMI 1640
containing 5% AB serum [Institut Jacques Boy], 100 IU/ml recombinant
human IL-2, and 1 mg/ml PHA [PAA Laboratories] complemented with
nonessential amino acids and sodium pyruvate [Life Technologies]). At
least 4 h before coculture with APC, T cell clones were thawed and
allowed to rest in cloning medium without PHA.

Viral stocks, lentiviral vectors, and plasmids

Replication-competent HIV-1 CCR5-tropic (HIVYu2b) and CXCR4-tropic
(HIVNL4-3), Nef-deficient HIV-1 (HIVYu2b∆Nef), and envelope-deficient
HIV-1 (HIVBru∆Εnv) were generated as previously (34) by transfection in
293T cells. HIVBru∆Εnv and HIVNL4-3 were pseudotyped with the envelope
from vesicular stomatitis virus (VSV-G) to allow a single round of in-
fection (34). The Gag-p24 content of all viral stocks was measured using
an ELISA (PerkinElmer).

Strawberry-Atg4BC74A and GFPLC3 cloned into pE-C1 (U55763)
were provided by T. Yoshimori (Osaka University, Suita, Osaka, Japan)
and G. Kroemer (Institut Gustave-Roussy, Paris, France), respectively
(55, 56). pTRIP-CMV-Gag (encoding Gag protein under the control of
a CMV promotor) was a gift from N. Manel (Curie Institute, Paris,
France). p41LC3 was cloned into pEGFPLC3-C1 by replacing GFP with
the Gag p41 encoding sequence from HIVBru. Strawberry-Atg4BC74A,
GFPLC3, and p41LC3 were inserted in the lentiviral vector pTRIPdeltaU3-
CMV using NheI and KpnI restriction sites. The G120A mutation
was introduced in p41LC3 using (59- AGCCAGTGCTGTCGCGAACGTC-
TCCTG-39) primer with a QuikChange XL site-directed mutagenesis kit
(Stratagene).
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The short hairpin (sh)CTRL and shLC3 were purchased (Open Bio-
systems). The impact of the anti-LC3B shRNA set (RHS4531-EG81631)
and anti-LC3A shRNA set (RHS4531-EG84557) on LC3 expression was
assessed in 293T cells upon transfection of the plasmid DNA (not shown).
Two shRNA targeting LC3B (V2LHS_226621 and V3LHS_408637) were
selected for their capacity to inhibit LC3-I and LC3-II in Western blotting
and were subsequently used as a pool. Lentiviral particles were produced by
transfection of 293T cells (57).

Cell infection, transduction, and transfection

DC were exposed to the indicated HIV strains at a concentration ranging
from 100 to 500 ng/ml p24 for 3–4 h at 37˚C, washed, and cultured in
medium with IL-4 and GM-CSF. In the HIV plus antiretroviral therapy
(ART) conditions, DC were loaded as before with HIV but in the presence
of 5 mM azidothymidine (AZT) and 1.2 mM nevirapine (NVP). AZT, NVP,
and cytokines were maintained in the culture medium and renewed every
second day.

At the indicated time points, DC infection was monitored using anti-Gag
Ab (KC57-FITC or -PE, from Beckman Coulter) and flow cytometry. Cell
transductions were performed as described (57) in the presence of SIV-Vpx
(provided by A. Cimarelli, Centre International de Recherche en Infec-
tiologie, Lyon, France) to enhance the transduction efficiency. Transduc-
tion efficiency was monitored by flow cytometry using GFP expression or
Strawberry for pGIPZ shRNA lentiviral vectors or the expression of
Atg4BC74A, respectively (55). HeLa-CIITA cells stably expressing pGIPZ
shRNA-LC3 or pAtg4BC74A were generated by transduction and subse-
quent selection using puromycin (3 mg/ml). We obtained homogeneous
populations of HeLa-CIITA cells with 100% GFP+ or Strawberry+ cells
following transduction with shRNA-LC3 or Atg4BC74A, respectively.
HeLa-CIITA cells were transfected with pHIVYu2b or pTRIP-CMV-Gag
plasmids using calcium phosphate (58) or Viromer (Lipocalyx).

Ag presentation assays

Four to 5 d postinfection (p.i.), HLA-matched DC infected with the in-
dicated strain of HIVor exposed to HIV (HIV plus ART) were washed and
incubated for 6 h with HS CD4+ T cell clones at a 1:2 E:T ratio. As ad-
ditional controls for endogenous Ag presentation, uninfected DC were
loaded overnight in the presence of ART with the supernatant of HIV-
infected cells prior to coculture with T cells. Eventually, the two con-
trols, HIV plus ART and uninfected DC exposed to the supernatant, were
pooled. To monitor HIVAg exogenous presentation, DC were exposed to
HIV (16 h at the indicated concentrations in the presence of ART) prior to
coculture with T cells. Three days after transfection, HeLa-CIITA cells
were cocultured with T cells. As positive controls, stimulator cells were
incubated with cognate peptides (at 0.5 mg/ml) or effector cells treated
with PMA (50 ng/ml; Sigma-Aldrich) in combination with ionomycin
(1 mg/ml; Calbiochem). Brefeldin A (BFA; 5 mg/ml; Sigma-Aldrich) was
added 5 h before staining. Cell surface stainings were performed at 4˚C for
30 min using anti-CD4 (13B8.2-allophycocyanin; Beckman Coulter),
anti-CD3 (SP34-2–PerCP; BD Pharmingen), or anti–DC-SIGN (120507-
allophycocyanin/-PE; R&D Systems) mAbs. Cytokine production was
then detected using intracellular Gag FACS staining (ICS). Briefly, cells
were fixed (4% PFA, 10 min), washed, and permeabilized (PBS, 0.1%
BSA, 0.05% saponin, 15 min) prior to mAb staining. The following Abs
were used: anti–IL-2 (MQ1-17H12–PE), anti–IFN-g (B27-PE), anti–TNF-a
(11-PE) (all from BD Pharmingen), and anti-MIP1b (24006; R&D
Systems). Anti–HIV Gag (KC57-FITC; Beckman Coulter) mAb was used
to detect infected cells. Isotype-matched mAbs and Aqua (InvitroGen)
were used as a negative control and viability marker, respectively. Samples
were examined by flow cytometry using either FACSCalibur or FACS-
Canto (both from Becton Dickinson), and results were analyzed using
FlowJo software. When stated, Torin 1 (Tocris Bioscience), 3-methyl-
adenine (3-MA), E64, chloroquine, BFA, leupeptin (Sigma-Aldrich),
spautin-1, bestatin (Merck Millipore), and epoxomicin (Focus Biomole-
cules) were added at the indicated concentrations 16 h prior to coculture
with HS T cells. IFN-g production was measured in ELISPOT assays as
described (36).

Confocal microscopy

Cells (from 105 to 2.5 3 105) were left to adhere overnight on glass
coverslips at 37˚C in culture medium. Prior to harvesting, to better visu-
alize LC3+ vesicles, cells were treated with chloroquine (2 h, 50 mM).
Cells were then fixed (4% PFA, 10 min), washed, and permeabilized (PBS,
1% BSA, 0.05% saponin, 15 min), and stained with indicated primary Abs
and then when necessary with fluorescently labeled secondary Abs
(Jackson ImmunoResearch Laboratories). Gag staining was performed

using KC57-FITC mAb or rabbit polyclonal Ab (gift from P. Boulanger,
Lyon, France). LC3+ puncta were visualized using anti-LC3 rabbit poly-
clonal Ab (MBL International, PMO36) or following cell transduction with
GFP-LC3. Confocal microscopy analysis was carried out on an Olympus
FV-1000 with a 360 objective. Z series of optical sections were performed
at 0.4-mm increments for qualitative analysis. Blue, green, and red fluo-
rescence were acquired sequentially. Images were processed using ImageJ
software (National Institutes of Health).

Western blotting

Sixteen hours after DC treatment with the drugs, 4 d after DC transduction,
or 1 d prior to HeLa-CIITA infection, 106 cells were lysed (20 min, 4˚C) in
20 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 1 mM NaVO4,
50 mM NaF, and 10 mM Na4P2O7 containing protease inhibitors (Roche)
supplemented with PMSF (Sigma-Aldrich) and centrifuged at 13,000 3 g
for 20 min. Supernatants were analyzed by SDS gel electrophoresis using
4–12% NuPAGE gels (Invitrogen) transferred to a nitrocellulose mem-
brane and immunoblotted. Anti-LC3 (rabbit, PM036 and mouse, 4E12;
MBL International), anti-p62 (3/p62; Becton Dickinson), anti-tubulin
(rabbit, 2148, Cell Signaling Technology), and anti-actin (C-2; Santa
Cruz Biotechnology) were used.

Ethics statement

PBMC from HLA-DRb1– or HLA-DRb4–matched HIV-1 seronegative
donors were purchased from the Etablissement Français du Sang of the
Pitié-Salpêtrière Hospital (Paris, France). All samples were anonymized
and used according to French National Ethic laws. The project was ap-
proved by the Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche.

Statistical analysis

Data were analyzed using a Wilcoxon rank-sum test.

Results
HIV-infected cells present newly synthesized endogenous HIV
Ag to HS CD4+ T cells

We first analyzed the capacity of HIV-infected DC to activate HS
CD4+ T cells. To this end, monocyte-derived DC were infected with
a CCR5-tropic strain of HIV-1 (HIVYu2b) in the presence or absence
of ART (Fig. 1A). We used a combination of two reverse tran-
scriptase inhibitors (AZT and NVP) to block HIV DNA synthesis
and subsequent expression of newly produced HIV proteins. Viral
propagation was then monitored by intracellular Gag staining using
flow cytometry (Fig. 1B). As expected, 5 d p.i. we observed a
limited but significant replication of HIV that was abolished by
ART, with 2.1 and 0.1% of Gag+ cells in untreated and treated cells,
respectively (Fig. 1B). We compared the ability of HIV-infected and
ART-treated DC to activate L11, an HS CD4+ T cell clone. L11
recognizes an immunodominant epitope from Gag p24 (gag2)
presented by HLA-DRb1*04, as previously described (36). T cell
activation was evaluated by IFN-g, TNF-a, IL-2, and MIP1b
intracellular cytokine staining (ICCS; Supplemental Fig. 1).
Remarkably, HIV-infected DC induced the secretion of mul-
tiple cytokines and chemokines upon L11 activation (Fig. 1C,
Supplemental Fig. 1). In contrast, DC exposed to the same viral
dose but not infected (HIV plus ART) failed to activate L11. These
results suggest that, 5 d p.i., ongoing viral replication is required to
achieve HS CD4+ T cell activation. Furthermore, as an additional
control, uninfected DC were incubated overnight with the super-
natant of HIV-infected cells in the presence of ART (to avoid de
novo infection) and cocultured with HS CD4+ T cells [Fig. 1C, Ni +
Sup. of (1)]. This treatment of DC prevented L11 activation, sug-
gesting that in our culture conditions, Ags released by HIV-infected
cells were not sufficient immunogens to activate HS CD4+ T cells.
The expression of viral envelopes (Env) enhances exogenous Ag

presentation (36, 59). We therefore analyzed the capacity of DC
infected with an HIV strain lacking Env expression (HIV∆Env) to
activate gag-specific CD4+ clones. To allow HIV entry, HIV∆Env
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FIGURE 1. HIV-infected DC present endogenous MHC-II–restricted HIVAgs to HS CD4+ T cells. (A) DC were generated from HLA-DRb1*04+ (B–E)
or HLA-DRb1*0402+ (F and G) PBMC and infected with HIVYu2b (B and C), HIVBruVSVDEnv (D and E), or HIVNL4-3 (F and G) in the absence or presence of
RT inhibitors AZT and NVP (HIV plus ART). At day 5 p.i., DC were collected and the percentage of infected cells was evaluated by ICS (B, D, and F).
Infected DC were then used to stimulate L11, a Gag-specific CD4+ T cell clone restricted by HLA-DRb1*04 (C) and (E), or Eenv217, an Env-specific CD4+

T cell clone restricted by HLA-DRb1*0402 (G). T cell activation was monitored using ICCS (C, E, and G). ICCS was performed using anti–IL-2, anti–
IFN-g, anti–TNF-a, and anti-MIP1b. Results are presented as the proportion of activated cells producing at least one of these cytokines/chemokines upon
stimulation and are the mean 6 SD of duplicates. Noninfected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate peptide (0.5 mg/ml) were used as negative and
positive controls, respectively. (C and E) Noninfected DC pulsed overnight in the presence of ARTwith the supernatant of HIV-infected cells [Ni + Sup. of
(1)] and DC infected in the presence of ART (HIV + ART) were used as control to monitor the residual contribution of Ag (Figure legend continues)
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was pseudotyped with the vesicular stomatitis virus G protein
(HIVVSV∆Env) and used to infect DC (Fig. 1D). Five days p.i.,
2.2% of DC were infected (Gag+) and, as expected, ART blocked
infection in treated DC (Fig. 1D). HIVVSV∆Env-infected DC in-
duced the activation of L11 (Fig. 1E). In contrast, ART-treated DC
and DC loaded with the supernatant of infected cells induced only
a residual background stimulation of L11 (Fig. 1E). These data
strongly suggest that Gag expression by infected APC is required
to achieve HS CD4+ T activation.
We extended these observations to a second viral protein Env.

DC were infected as previously described with HIVNL4-3. Because
this CXCR4-tropic HIV-1 strain replicates poorly in DC (44),
we pseudotyped HIVNL4-3 with VSV-G to enhance viral entry
(Fig. 1F). Five days p.i., infected cells were then cocultured with
the Env-specific CD4+ T cell clone Een217 (Fig. 1G). This clone
recognizes gp120 (aa 410–429) peptide and is restricted by HLA-
DRb1*0402 (54). Note that in model APC infected with
recombinant vaccinia, Rowell et al. (60) showed that the expres-
sion of gp120 leads to Een217 activation but, in contrast, secreted
forms of gp120 do not activate Een217 CD4+ T cells, thus strongly
suggesting that an intracellular route of Env degradation is re-
quired for Een217 activation. Remarkably, we observed that HIV-
infected DC activated Een217, leading to the secretion of multiple
cytokines and chemokines (Fig. 1G). In contrast, DC exposed to
the same viral dose but not infected (HIV plus ART) and loaded
with the supernatant of infected DC failed to activate Een217
(Fig. 1G). As for Gag, these data strongly suggest that Env ex-
pression by infected APC is required to achieve HS CD4+ T
activation.
To further demonstrate that neosynthesized viral proteins are the

source of Ag, we used the HeLa-CIITA cell line as model APC (61).
In HeLa cells, the transactivator CIITA drives the expression of
HLA-DRb1*01 and other molecules required for MHC-II traf-
ficking and loading. Of note, although this cell line constitutes a
model for the study of MHC-II–mediated Ag presentation, HeLa-
CIITA cells exhibit minimal APC specialization (62). Remark-
ably, transfection of HIV proviral DNA in these cells led to Gag
expression (Supplemental Fig. 2A, 2B) and the activation of F12
(36), another HS CD4+ T cell clone that also recognizes gag2 but
bound to HLA-DRb1*01 (Supplemental Fig. 2C).
Collectively, our results demonstrate that productive infection

and/or expression of neosynthesized HIV Ags in APC allow the
activation of HS CD4+ T cells.

Endogenous presentation of HIV Gag Ag is epitope-dependent

We sought to compare the capacity of HIV-infected DC to activate
various HS CD4+ T cell clones. To this end, DC were infected
(with and without ART) for 5 d and cocultured with two distinct
HS CD4+ T cell clones, F12 and IV-9 (Fig. 2). The clones F12 and
IV-9 recognize two distinct epitopes from Gag p24, gag2 and
gag1, respectively, both presented by HLA-DRb1*01 (36). As
expected, productive DC infection was required to activate F12
(Fig. 2A, right panel), further confirming that neosynthesized gag2
epitope is presented by MHC-II molecules. In contrast, 5 d p.i.,
IV-9 clones were not activated by HIV-infected DC or by ART-
treated DC, as evidenced in several independent experiments
(Fig. 2B). The absence of IV-9 activation was not due to inef-
fective HLA-DR presentation because DC pulsed with the cognate

gag1 peptide, used as a positive control, activated IV-9 (Fig. 2B,
right panel). The results presented in Fig. 2A and 2B were gen-
erated using DC isolated from different blood donors. To eliminate
the possibility of intrinsic donor variations, we compared the ca-
pacity of HLA-DRb1*01+ DC derived from the same individual in
activating F12 and IV-9 (Fig. 2C). As seen previously, we con-
firmed that infected (Gag+) DC were able to activate F12 but
failed to activate IV-9 (Fig. 2C). We also asked whether increasing
the rate and percentage of HIV-infected DC might induce the
activation of IV-9 clones. To this end, DC were infected with HIV-
1 in the presence of the SIV protein Vpx (SIV-Vpx) that alleviates
the restriction mediated by SAMHD1 (49). In the presence of SIV-
Vpx, 30% of DC were productively infected, compared with only
5.5% in the absence of SIV-Vpx (Fig. 2C). Although increasing
the percentage of HIV-1–infected cells led to a 3- to 4-fold in-
crease of F12 activation (reaching up to 30% of activated cells), it
did not have a significant impact on IV-9 activation.
As an additional control, 16 h prior to coculture with HS CD4+

T cell clones, DC were also incubated with HIV and SIV-Vpx in
the presence of ART (Fig. 2C). Under these experimental condi-
tions, the source of HIV-derived Ag corresponds to the incoming
viral particles (36). We previously showed that F12 but also IV-9
can be activated by HIV-pulsed DC (36). Indeed, HLA-DRb1*01+

DC loaded with HIV particles for 16 h in the presence of ART
activated both F12 and IV-9 (Fig. 2C). These results conclusively
demonstrated that productively infected DC failed to activate the
clone IV-9 whereas DC loaded with exogenous HIV Ag resulted
in activation. These results strongly suggest that exogenous and
endogenous Gag Ag processing routes rely on distinct cellular
pathways.

Autophagy does not contribute to endogenous presentation of
Gag and Env epitopes in HIV-infected DC

To get a hint on potential processing routes, we transfected HeLa-
CIITA cells with a plasmid-encoding HIV Gag and treated the
cells with various drugs prior to coculture with the HS CD4+ T cell
clone F12 (Supplemental Fig. 2A, 2D). Drugs affecting cathepsin
activities (E64 and leupeptin) and acidification (chloroquine)
inhibited, in a dose-dependent manner, the activation of F12. At
the highest concentration used, bestatin, an aminopeptidase in-
hibitor, and BFA-1, which blocks vesicular trafficking, also
slightly inhibited T cell activation. In contrast, a potent protea-
some inhibitor (epoxomycin) did not impact T cell activation
(Supplemental Fig. 2D). With the exception of BFA-1 and bestatin
(used at the highest concentrations), the drugs did not influence
the presentation of the cognate peptide to F12 (Supplemental Fig.
2D). These results suggested that processing of the Gag2 epitope
relies on endolysosomal proteolysis by cysteine cathepsins and
potentially on the loading of newly synthetized MHC-II mole-
cules. We previously demonstrated that the presentation of Gag
Ag by HIV-loaded DC to HS CD4+ T cell clones is dependent on
endolysosomal processing and partially on autophagy (32, 36).
Because Gag expression leads to the formation of DRiPs (51) and
protein aggregates (52) and has been shown in infected macro-
phages to colocalize with autophagosomes (63, 64), we asked
whether, in HIV-infected DC, autophagy might be involved in
endogenous presentation of viral Ags. To this end, DC were in-
fected for 4 d and treated with drugs modulating autophagy for an

transfer and/or exogenous Ag presentation in T cell activation. (G) DC infected in the presence of ART (HIV + ART) were loaded with the supernatant of
infected cells [Sup. of (1)] and used as control. The results are representative of at least three independent experiments using HLA-DRb1*04+ or HLA-
DRb1*0402+ DC from different donors. HIV (1), HIV-infected cells; Ni, noninfected cells; Sup. of (1), supernatant of HIV-infected cells. The numbers in
quadrants indicate the percentage of Gag+ cells.
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additional 16 h prior to coculture with L11 (Fig. 3A). Using
Western blotting, the modulation of autophagy was assessed
by measuring the conversion of LC3-I to LC3-II, the lipidated
form of LC3 that is essential for autophagosome formation
(Supplemental Fig. 3) (20). Increasing concentrations of 3-MA, an
autophagy inhibitor, blocked in a dose-dependent manner the
conversion of LC3-I to LC3-II in DC lysates (Supplemental Fig.

3A, left panel). In contrast, the addition of Torin 1, a potent in-
ducer of autophagy, induced a strong accumulation of LC3-II
(Supplemental Fig. 3A, right panel). Drug treatments did not af-
fect the viability of the cells (not shown) or the capacity of
peptide-pulsed DC to activate L11 (Fig. 3B, right panel). Re-
gardless of the treatment, modulating autophagy with drugs did
not alter the percentage of Gag+ cells (not shown) and, more

FIGURE 2. Endogenous presentation of HIV Gag
Ag is epitope-dependent. HLA-DRb1*01+ DC were
generated and infected with HIV with and without
ART as in Fig. 1. Five days p.i., the percentage of Gag+

cells was monitored by ICS (A and B, left panel) and
DC used to stimulate HS CD4+ T cell clones, F12 (A)
and IV-9 (B) that are restricted by HLA-DRb1*01. T
cell activation was monitored using ICCS (A and B,
right panel). Results are presented as the proportion of
activated cells producing at least one cytokine/che-
mokine and are the means 6 SD of duplicates. Non-
infected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate
peptide (gag2 or gag1, 0.5 mg/ml) were used as neg-
ative and positive controls, respectively. Noninfected
DC pulsed overnight in the presence of ART with the
supernatant of HIV-infected cells [Ni + Sup. of (1)]
and DC infected in the presence of ART (HIV + ART
5 d) were used as control. (C) Side-by-side comparison
of F12 and IV-9 activation by infected DC generated
from the same HLA-DRb1*01+ individual. When
stated, to enhance infection, DC were loaded with SIV-
Vpx 1 h prior to infection [HIV + Vpx (1)]. The in-
fectivity (percentage of Gag+ cells) was evaluated. To
confirm the capacity of IV-9 to recognize HIV-derived
Ag, 16 h prior to ICCS, uninfected DC were pulsed
with a high dose of HIV in the presence of ART (HIV +
Vpx + ART 16 h). Under these conditions, the source
of HIVAg corresponds to the incoming viral particles.
To monitor the residual contribution of Ag transfer or/
and exogenous Ag presentation in T cell activation, as
in (A) and (B), DC infected in the presence of ART
(HIV + Vpx + ART) were loaded with the supernatant
of infected cells [Sup. of (1)] and used as control. The
results are representative of at least three independent
experiments using DC from various donors. HIV (1),
HIV-infected cells; Ni, noninfected cells; Sup. of (1),
supernatant of HIV-infected cells.

522 AUTOPHAGY IN MHC-II–ENDOGENOUS HIV Ag PRESENTATION

 at IN
SERM

 D
ISC D

O
C on July 11, 2016

http://w
w

w
.jim

m
unol.org/

D
ow

nloaded from
 

234



FIGURE 3. Autophagy does not contribute to endogenous presentation of Gag epitopes in HIV-infected cells. (A) HLA-DRb1*04+ DC were gen-
erated and infected with HIV with and without ART. Prior to coculture with L11, the percentage of Gag+ cells was evaluated (11%, not shown) and DC
were treated for 16 h with the indicated concentrations of 3-MA or Torin 1, inhibitor or inducer of autophagy, respectively. (B) Drug-treated or mock-
treated DC were then cocultured with L11 and T cell activation assessed by ICCS, as previously. Noninfected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate
peptide (gag2, 0.5 mg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. These controls were also treated with the highest concentration of
drugs to evaluate possible effects of the drugs on T cell activation. (C) HLA-DRb1*04+ DC were generated and transduced with control shRNA
(shCTRL) or anti-LC3 shRNA (shLC3) together with SIV-Vpx. Four days after transduction, DC were infected with HIV with and without ART. (D)
The percentage of transduced (GFP+) and infected (Gag+) DC was determined by flow cytometry. (E) The capacity of treated DC to activate L11 or F12
was then evaluated by ICCS. Uninfected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate peptide (gag2, 0.5 mg/ml) were used as negative and positive
controls, respectively. In (B) and (E), DC infected in the presence of ART (HIV + ART) were loaded with the supernatant of (Figure legend continues)
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importantly, had no impact on the capacity of HIV-infected DC to
activate L11 (Fig. 3B). Nonetheless, because 3-MA might exert
pleiotropic effects (65), we repeated these experiments using a
newly described specific and potent autophagy inhibitor Spautin-1
(66). Spautin-1 offers the advantage to be less toxic to the cell and
to be used at lower concentration (mM range). As for 3-MA, a 16-h
incubation with Spautin-1 did not influence the capacity of in-
fected DC to activate HS-CD4+ T cells (not shown). Note that we
extended these results to Env processing and observed that treat-
ing HIV-infected DC with autophagy inhibitors did not change the
activation levels of the Env-specific T cell clone Een217 (not
shown).
We further confirmed these observations using shRNA target-

ing LC3 expression (Fig. 3C, 3D). DC were transduced with lenti-
viruses encoding anti-LC3 or irrelevant control shRNA, both
encoded with GFP (Fig. 3C). SIV-Vpx was used to enhance
transduction efficiency (57). LC3 downmodulation was evaluated
using Western blotting and confocal imaging (immunofluores-
cence [IF]; Supplemental Fig. 3B, 3C). Four days after trans-
duction, DC were infected with HIV for an additional 4–5 d (Fig.
3C). The percentage of GFP+ and infected Gag+ cells was ana-
lyzed by flow cytometry prior to coculture with L11 (Fig. 3D).
Depending on the DC preparation, we observed that 25–50% of
cells were GFP+. We noticed a preferential infection of transduced
GFP+ cells (75% of Gag+ cells were GFP+, Fig. 3D) that was most
likely due to Vpx-mediated, sustained degradation of SAMHD1
(49, 57, 67). As expected, DC treated with the control shRNA and
productively infected with HIV induced the activation of HS L11
(Fig. 3E). In contrast, DC loaded with HIV in the presence of
ART or incubated with the supernatant of infected cells induced
residual background stimulation (Fig. 3E). In agreement with
experiments in which autophagy flux was pharmacologically
modulated (Fig. 3B), reducing LC3 expression in infected cells
did not influence anti-Gag CD4+ T cell activation as compared
with control shRNA-treated cells (Fig. 3E).
The LC3 family of enzymes includes various members, that is,

LC3A-C, GABARAP, and GABARAPL1-3, which might have
redundant functions (20). Although we observed a major inhibi-
tion of LC3-I and LC3-II expression using shLC3 and anti-LC3
Abs specific for LC3A-C by Western blotting and IF (Supplemental
Fig. 3B, 3C), we could not formally exclude that we were unable
to completely inhibit the appropriate LC3 isoform involved in Ag
presentation. We therefore undertook an alternative approach and
cloned a trans-dominant negative mutant of Atg4B, Atg4BC74A,
fused to the fluorescent protein Strawberry, into a lentiviral vector
(Fig. 4). Transduction of Atg4BC74A in DC was very efficient,
ranging from 50 to 85% of Strawberry+ cells (Fig. 4B, left panel).
Atg4BC74A has been previously reported to neutralize the
cleavage of LC3 precursor into LC3-I and thus to impede the
formation of autophagosomes (55). Indeed, transduced cells failed
to form autophagosomes, as evaluated by confocal imaging of
GFPLC3 puncta (Fig. 4A). As described above, abolishing auto-
phagosome formation did not impact the capacity of HIV-infected
DC to activate anti-Gag CD4+ T cell clones (L11; Fig. 4C and F12
not shown).
We extended these results to HeLa-CIITA cells stably expressing

anti-LC3 shRNA or Atg4BC74A (Supplemental Fig. 4). In these
cells, the downregulation of LC3 expression and the inhibition of
autophagy by Atg4BC74A were confirmed by Western blotting

using anti-LC3 and anti-p62 Abs, respectively (Supplemental Fig.
4B, 4D). p62 (or SQSTM-1) is a cellular target of autophagic
degradation whose accumulation is a classical feature of auto-
phagy inhibition (32). LC32 and Atg4BC74A+ HeLa-CIITA cells
were then transfected with HIV proviral DNA (Supplemental Fig.
4A), cocultured with F12, and monitored by ICCS (Supplemental
Fig. 4C, 4E) or IFN-g ELISPOT (not shown) to evaluate T cell
activation. As observed with DC, abolishing autophagosome for-
mation did not impact the capacity of HIV-transfected cells to
activate anti-Gag CD4+ T cell clone F12.
Note that the study of Env Ag presentation using shRNA or

Atg4BC74A and DC or HeLa-CIITA cells could not be envisage
because the anti–env Een217 CD4+ T cell clone is restricted by
HLA-DRb1*0402 that has a very low frequency in the general
population (limiting the availability of primary cells) and that is
not expressed by HeLa-CIITA cells.
Nonetheless, our results using CD4+ T cells clones specific for

two viral proteins (Gag and Env), primary DC together with a
model cell line, drugs, and shRNA suggest that autophagy might
not participate in the processing of endogenous HIVAg in infected
DC.

HIV viral proteins Nef and Env do not significantly impact
endogenous presentation of HIV Gag Ag

Through the action of accessory viral proteins such as Nef, HIV
developed multiple strategies to manipulate the trafficking of
cellular receptors and vesicles (68). In particular, Nef induces a
strong accumulation of surface-immature MHC-II molecules
characterized by a reduced capacity to present exogenous peptide
to Ag-specific CD4+ T cells (61). Additionally, it has been
reported that Nef might favor HIV release from infected macro-
phages while impeding viral degradation by inhibiting the matu-
ration of autophagosomes into autolysosomes (63). We therefore
asked whether Nef might influence the ability of infected cells to
activate HS CD4+ T cells. To this end, DC were infected with
wild-type and nef-deficient HIV (HIV∆Nef; Fig. 5). Five days p.i.,
HIV∆Nef readily infected DC but the percentage of infected cells
was slightly reduced as compared with HIV wild-type (1.8 and
2.2% of cells were Gag+, respectively; Fig. 5A). This was ex-
pected, as Nef affects various steps of viral replication (68, 69).
Nonetheless, HIV∆Nef-infected cells activated HS clones (F12 and
L11) at levels similar than wild-type HIV and did not induce the
activation of the IV-9 clone (Fig. 5B and not shown). Additionally,
altering autophagy using the anti-LC3 shRNA or overexpressing
Atg4BC74A did not influence the capacity of HIV∆Nef-infected
DC to activate HS clones (F12 and L11, not shown).
When engaging with its cellular receptors, the viral envelope also

initiates various signaling cascades that influence HIV replication
(70). We have previously shown that Env binding to CD4 activates
the mTOR signaling pathway, leading to transient downregulation
of the autophagic flux (32). We thus asked whether Env might
influence the ability of infected cells to activate HS CD4+ T cells.
As in Fig. 1, we used VSV-G pseudotyped viruses HIVVSV∆Env
and HIVVSV to infect DC (Fig. 5C). Five days p.i., the percentages
of Gag+ cells were quite similar in both conditions (3.9 and 4.7%
using HIVVSV∆Env and HIVVSV, respectively; Fig. 5C). Remark-
ably, HIVVSV∆Env- and HIVVSV-infected DC induced similar levels
of F12 or L11 activation and did not stimulate IV-9 clones
(Fig. 5D and not shown). These data demonstrate that the viral

infected cells [Sup. of (1)] and used as control. The results are representative of three independent experiments using DC from various donors. HIV (1), HIV-
infected cells; Ni, noninfected cells; NT, mock-treated cells; Sup. of (1), supernatant of HIV-infected cells.
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FIGURE 4. Inhibiting autophagy with the dominant negative Atg4BC74A does not affect endogenous presentation of HIV Gag Ag by DC. HLA-
DRb1*04+ DC were generated and transduced with Atg4BC74A together with SIV-Vpx. (A) Atg4BC74A-transduced DC were further transduced
with GFPLC3 and the knockdown of autophagy was determined upon analysis of GFPLC3+ puncta by IF. Four days after transduction, DC were
infected with HIV with and without ART as in Fig. 1. Scale bar, 10 mm. (B) Atg4BC74A-transduced DC were infected by HIV. The percentage of
transduced (Strwb+) and infected (Gag+) DC was determined by flow cytometry. (C) The capacity of treated DC to activate L11 was then evaluated
by ICCS as in Fig. 1. Noninfected DC (Ni) and DC pulsed with the cognate peptide (gag2, 0.5 mg/ml) were used as negative and positive controls,
respectively. As in Fig. 2C, DC infected in the presence of ART (HIV + ART) were loaded with the supernatant of infected cells [Sup. of (1)] and
used as control. The results are representative of three independent experiments using DC from various donors. NT, mock-transduced; Strwb,
Strawberry.
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proteins Nef and Env do not significantly alter the capacity of
HIV-1–infected DC to activate HS CD4+ T cells.
Using confocal imaging, we then compared the cellular local-

ization of Gag in HIV-infected DC. As expected, we observed a
diffuse cytosolic distribution and a brighter staining of Gag at the
cellular membranes of HIV-infected cells (Fig. 5E). However, in
these cells, Gag staining did not colocalize with LC3 puncta de-

tected with LC3-specific Abs (Fig. 5E). Infecting DC with HIV in
the presence of SIV-Vpx, although favoring viral replication
(Fig. 2C), induces DC maturation and the activation of type IFN
responses (not shown and Ref. 46) but had no impact on the
cellular distribution of Gag. Additionally, to exclude the possi-
bility that another viral protein than Nef and Env might interfere
with the autophagic degradation of Gag, we asked whether Gag

FIGURE 5. HIV Nef and Env do not impact endog-
enous presentation of HIV Gag Ag. DC were gener-
ated from HLA-DRb1*04+ PBMC and infected with
HIVYu2b, HIVYu2b∆Nef (A and B), or HIVYu2b∆Env (C and
D) with and without ART. At day 5 p.i., DC were col-
lected and the percentage of infected Gag+ cells was
evaluated (A and C). Infected DC were then used to
stimulate F12 or L11. T cell activation was monitored
using ICCS (B and D). Results are presented as the
percentage of activated cells producing at least one
cytokine/chemokine. Uninfected DC (Ni) and DC
pulsed with the cognate peptide (gag2, 0.5 mg/ml) were
used as negative and positive controls, respectively. DC
infected in the presence of ART (HIV + ART) were
loaded with the supernatant of infected cells [Sup. of
(1)] and used as control. (E) Gag does not colocalize
with autophagosomes in HIV-infected DC. DC were
infected with HIVYu2b or HIVYu2b plus SIV-Vpx. Gag
colocalization with LC3 was monitored 4 d p.i. using
anti-Gag and anti-LC3 Abs and IF. Scale bars, 10 mm.
(F) To facilitate the detection of autophagosomes, DC
were transduced with GFP-LC3 and infected with
HIVYu2b or cotransduced with a vector encoding HIV
Gag protein in the absence of other viral proteins. Gag
colocalization with GFP-LC3 was monitored, 4 d p.i. or
transduction, using anti-Gag Ab and IF. All results are
representative of at least three independent experiments
using DC from different donors. Scale bars, 10 mm.
HIV (1), HIV-infected cells; Ni, noninfected cells; Sup.
of (1), supernatant of HIV-infected cells.
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expressed alone might colocalize with LC3 (Fig. 5E). As with
infected DC, Gag expressed in the absence of other viral protein
did not colocalize with LC3 (Fig. 5F). Collectively, these data
strongly argue against a major role of autophagy, if any, in the
presentation of endogenous Gag Ag by APC.

Targeting Gag to autophagosomes strongly enhances HS CD4+

T cell activation and reveals additional MHC-II–restricted
endogenous epitopes

Delivering viral Ag or epitope to autophagosomes was previously
reported to enhance Ag-specific CD4+ T cell activation (26, 31).
We therefore sought to determine whether targeting HIV Gag to
autophagosomes could boost HS CD4+ T cell activation. In an
approach similar to that of Schmid et al. (26), we fused LC3, which
anchors within the lumen of autophagosomes and allows specific
targeting of cargo, at the C terminus of Gag p41 leading to the
fusion protein p41LC3 (20). As expected, when transduced in DC
or HeLa-CIITA cells, p41LC3 colocalized with GFPLC3, which
is commonly used as a marker for autophagosomes (Fig. 6A). DC
transduced with p41LC3 were then cocultured with L11 and T cell
activation was monitored by ICCS. Remarkably, although trans-
duction levels were very weak with only 2% of DC expressing
p41LC3 (Fig. 6B), we observed a very strong stimulation of HS
clones when cocultured with p41LC3-transduced DC (Fig. 6C).
T cell activation was reduced to background levels when DC were
transduced in the presence of ART (Fig. 6C). Additionally, prior to
coculture, a 16-h incubation of p41LC3-transduced DC with in-
creasing concentrations of 3-MA inhibited HS T cell activation in a
dose-dependent manner (Fig. 6C). As illustrated in Supplemental
Fig. 3, 3-MA blocked the conversion of LC3-I to LC3-II. The
treatment with 3-MA did not influence the capacity of DC to
present the cognate gag2 peptide to HS T cells (Fig. 6C). There-
after, when specifically delivered into autophagosomes, HIV-
1–Gag can be processed in an autophagy-dependent manner,
leading to very strong HS CD4+ T cell activation.
We then compared the efficiency of p41LC3-tranduced DC and

HIV-1–infected DC in activating HS CD4+ T cells. Although
the percentage of Gag+ cells was lower when compared with
HIV-1–infected cells (1 versus 3.5%, respectively; Fig. 6D), p41LC3-
transduced DC induced a stronger activation of the F12 HS CD4+

T cell clone (16 versus 11% of activated T cells, respectively; Fig. 6E).
Similar results were obtained when using HeLa-CIITA cells

transfected with p41LC3 or pHIV cocultured with HS CD4+ T cell
clones (Fig. 7B, 7C). Remarkably, transfecting HeLa-CIITA cells
with a vector encoding HIV Gag protein, in the absence of other
viral proteins, did not enhance T cell activation levels as compared
with cells transfected with pHIV. Thereafter, a specific targeting of
Gag to autophagosomes, through fusion with LC3, seems required
to enhance T cell activation. To conclusively demonstrate the
role of the autophagic pathway in processing p41LC3 and
consequently enhancing T cell activation, we used two addi-
tional controls (Fig. 7B, 7C). First, to abolish the lipidation and
autophagosome incorporation of LC3, we introduced a G120A
mutation in the C terminus of LC3 from our p41LC3 fusion
construct (26). In contrast to p41LC3, p41LC3G120A did not target
p41 to autophagosomes, as confirmed by the lack of colocalization
with GFPLC3 in transfected HeLa-CIITA cells (Fig. 7A). Second,
p41LC3 was transfected in HeLa-CIITA cells stably expressing
Atg4BC74A (Fig. 7B, 7C). Using both approaches, we observed
that p41LC3G120A or p41LC3 plus Atg4BC74A expression by
HeLa-CIITA cells reduced F12 activation down to the levels in-
duced by HeLa-CIITA cells transfected with HIV proviral DNA or
HIV Gag–encoding plasmid (Fig. 7B, 7C). Note that Atg4BC74A
expression did not influence T cell activation mediated by HeLa-

CIITA cells transfected with pHIV, HIV Gag plasmid, or loaded
with the cognate peptide, used as control. These results demon-
strate that a functional coupling of Gag to LC3 strongly enhances
APC-mediated HS CD4+ T cell activation in an autophagy-
dependent manner.
We then analyzed the capacity of p41LC3-tranduced DC to

activate the IV-9 HS CD4+ T cell clones, shown to be exclusively
activated upon MHC-II–mediated presentation of exogenous HIV
particles from challenged DC but not by productively HIV-1–
infected DC (see Fig. 2B, 2C). Remarkably, 2.5% of p41LC3+

DC were sufficient to induce a robust activation of IV-9, reaching
up to 30% of activated cells (Fig. 7D, 7E). As reported above,
HIV-infected DC (2.4% of Gag+ cells) failed to activate IV-9
clones (Fig. 7D, 7E). Thus, the specific targeting of HIV-1–de-
rived Ag to autophagosomes not only enhances T cell activation
but also diversifies the pool of endogenous MHC-II–restricted
epitopes.

Discussion
The recent discovery of broad and potent HIV-1–neutralizing Abs
has renewed optimism for developing an effective vaccine against
HIV-1 (71). However, broad and potent HIV-1–neutralizing Ab
generation requires multiple rounds of BCR affinity maturation, a
process that is strictly controlled by preactivated CD4+ Th cells, in
particular T follicular helper cells (72). Thereafter, understanding
how DC prime antiviral CD4+ T cells is of particular interest for
basic immunology but also in the field of vaccine development.
MHC-II molecules can present HIV-derived Ag that arises from

various origins. We previously described that HIV virions can be
captured and processed by DC, leading to Gag-specific CD4+ T cell
clone activation (36, 37). Early studies also reported that endog-
enous expression of HIV Env, following recombinant vaccinia
virus infection of B cells, allowed the activation of Env-specific
CD4+ T cells (60, 73). The presentation of some Env epitopes was
dependent on Env recycling from the cell surface but independent
of cytosolic processing (60). In contrast, secreted forms of gp120
could not activate the Een217 CD4+ T cell clone also used in our
study (60), thus strongly suggesting that an intracellular route of
Env degradation was required for T cell activation (60). We also
demonstrated that Gag expression in B cells and DC using
recombinant measles virus (74) or modified vaccinia virus Ankara
(75) infections, respectively, lead to Gag-specific CD4+ T cell
activation. Using murine cells, Thiele et al. (76) recently sug-
gested that the processing of a model Ag by modified vaccinia
virus Ankara–infected DC was, in part, dependent on autophagy.
Several reports using mRNA transfection (77, 78) or single-cycle
infection with VSV-pseudotyped HIV particles (46) also sug-
gested that DC present endogenous Ags to HS CD4+ T cells.
Our present study revealed that DC infected with replication-

competent HIV can process and present newly synthesized/
endogenous Gag and Env Ags to HS CD4+ T cells. We used
various controls to exclude the possibility that residual exoge-
nous Ag, from the viral input or virions released from HIV-
infected cells, might be responsible for HS CD4+ T cells activation.
In particular, because viral envelopes facilitate Ag transfer from
virus-like particles or exosomes to uninfected cells (59) and en-
hance HIV capture and routing into degradative endolysosomal
compartments (36), we used Env-deficient HIV strains to em-
phasize that HIV-infected DC present endogenous Gag Ag. To
further demonstrate that this pathway requires de novo synthesis
of Gag and does not rely on Ag transfer, we transfected HeLa-
CIITA cells with an HIV-1 proviral genome. Although these cells
present minimal APC specialization and are unable to process
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FIGURE 6. Targeting Gag to autophagosomes strongly enhances HS CD4+ T cell activation. (A) DC were cotransduced with p41LC3 and GFPLC3.
p41LC3 colocalization with GFPLC3 was evaluated using anti-Gag Abs and revealed by IF. Scale bars, 10 mm. (B and C) HLA-DRb1*04+ DC were
transduced with p41LC3 with and without ART. Four days after transduction, DC were treated for 16 h with 3-MA at the indicated concentrations, prior to
coculture with L11. The percentage of p41LC3 transduced DC was evaluated using Gag ICS (B) and T cell activation monitored using ICCS (C). Peptide-
pulsed DC were also treated with 3-MA to evaluate possible side effect on T cell activation. DC transduced in the presence of ART (p41LC3 + ART) led to
residual background stimulation. (D and E) HLA-DRb1*01+ DC were either transduced with p41LC3 or infected with HIVYu2b with and without ART.
Five days later, the percentage of Gag+ cells was monitored by ICCS (D) and DC used to stimulate F12 (E). T cell activation was monitored using ICCS.
Results are presented as the proportion of activated cells producing at least one cytokine/chemokine and are the mean 6 SD of duplicates. Uninfected
or untransduced DC (Ni) and DC pulsed with gag2 (0.5 mg/ml) were used as negative and positive controls, respectively. (Figure legend continues)
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exogenous HIV Ag to HS CD4+ T cells (not shown), we show
that HIV-transfected HeLa-CIITA cells efficiently activated gag-
specific CD4+ T cells.
We demonstrate that a single HIVepitope (e.g., gag2) that can be

recognized by F12, N2, and L11 Gag-specific T cell clones can be
processed through exogenous and endogenous Gag Ag presentation
pathways, further highlighting that various intracellular routes are
involved in Ag processing of a single epitope. In contrast, HIV-
infected DC failed to activate HS CD4+ T cell clones, which are
specific for the gag1 epitope and are very efficiently activated by
HIV-loaded DC (36). Thus, the endogenous presentation of HIV
Ag, upon DC infection, is seemingly separate from the exogenous
pathway. The processing and presentation of neo-synthesized viral
Ag might generate a distinct set of HIV-derived epitopes and di-
rectly impact the repertoire of activated HS CD4+ T cells.
Our recent work highlighted that exogenous HIVAgs are routed

toward endolysosomal compartments and processed at least par-
tially through autophagy (32, 36). Inhibiting autophagy with drugs
or small interfering RNA reduced the capacity of HIV-loaded DC
to present the gag2 epitope and, thus, to activate HS F12 and L11
clones (32). Autophagy also plays a role in degrading newly
formed virions (79) or proteins (80). In fact, several lines of evi-
dence suggested that endogenous HIV Gag and Env might be
processed through autophagy in infected cells: first, in infected
macrophages, HIV-1 Gag was shown to colocalize with LC3+

vesicles (63) and HIV-1 virions could be visualized inside auto-
phagosomes by electron microscopy (64); second, HIV Gag ex-
pression leads to the formation of DRiPs (51) and protein
aggregates (52); and third, in B cells, targeting Env to lysosomes
enhances anti-Env CD4+ T cell activation (81). Despite these
observations, we show that once the infection is established,
autophagy does not contribute to the processing of endogenous
gag2 and gp120 (aa 410–429) epitopes in infected professional
APC such as DC. We first treated infected DC with drugs that
modulate autophagy and we could not detect any impact on HS
T cell activation. We then used shRNA-mediated gene silencing of
LC3 to alter the autophagy pathway and study gag2 presenta-
tion. LC3 is critically required for autophagosome membrane
elongation and closure (20). Indeed, our shRNA-LC3 induced a
major inhibition of both LC3-I and LC3-II expression with the
concomitant disappearance of LC3 puncta in transduced
cells. Furthermore, we used an alternative approach based on
the overexpression of a trans-dominant mutant of Atg4B
(Atg4BC74A), which blocks the cleavage of the LC3 pre-
cursor into the cytosolic LC3-I (55). In contrast to HIV-loaded DC
(32), we demonstrate that modulating autophagy in infected DC
(or HeLa-CIITA cells) does not influence anti-Gag CD4+ T cell
activation.
Autophagy and/or autophagy-related genes have both antiviral

and proviral effects on the life cycles and pathogenesis of many
different viruses (82). As we have shown for HIV (32), autophagy
can target incoming virions or viral components (80) for lyso-
somal degradation. However, the binding of HIV Env to CD4 on
the cell surface of DC triggers a signal that causes transient in-
hibition of autophagy flux, thereby reducing degradation of in-
coming virions (32). In simian cells, it was observed following
viral fusion that HIV Gag from incoming viral particles might be
selectively targeted to autophagosomal degradation by the anti-
viral restriction factor TRIM5a (83). Although whether functional

autophagy is required for TRIM5a-mediated HIV restriction is a
matter of debate (84), these results suggest that specific adaptors
might be required to target HIV Gag to autophagosomes. In the
present study, we did not observe any colocalization between Gag
and LC3 in productively infected DC and cells expressing Gag in
the absence of other viral proteins. Furthermore, we did not detect
any significant impact on HIV replication following the inhibition
of autophagy. This is in contrast to infected macrophages, where
autophagy has been reported to sustain viral replication (63, 64).
In these cells, HIV Nef interferes with the maturation step of
autophagy, thus reducing the degradation of viral proteins in
autophagolysosomes and favoring the release of HIV particles (63,
64, 85). We analyzed whether Nef or Env expression might in-
terfere with MHC-II–restricted endogenous presentation of Gag
Ag. We observed that DC productively infected with HIV strains
defective for Env or Nef expression had similar capacities to ac-
tivate HS CD4+ T cells when compared with their wild-type
counterpart. Remarkably, infecting DC in the presence of SIV-
Vpx, which enhances HIV replication and HIV sensing leading
to DC maturation and antiviral cytokine secretions, including type
I IFN (46), did not induce Gag or Env (not shown) targeting to
autophagosomes. Therefore, in vitro, in the course of DC HIV
infection, the cytokine environment might not significantly influ-
ence the cellular localization of HIV Gag and Env. Interestingly, in
this regard note that IL-4, used to generate DC in our study, en-
hances the autophagic flux and also favors endogenous MHC-II–
restricted bacterial Ag presentation (86).
Overall, we show that in infected DC, autophagy is probably not

involved in Gag and Env Ag presentation. This is, however, not an
exception, as Comber et al. (31) reported that, in vitro, silencing
autophagy in infected cells did not influence the activation of
influenza-specific CD4+ T cells. Alternatively, because within a
single protein, for example, EBNA1 from EBV, some epitopes
could be processed in an autophagy-dependent but also indepen-
dent manner (29), we might have missed the identification of Gag
or Env epitopes processed by autophagy during productive HIV
infection. However, in infected DC, Gag and Env do not colocalize
with LC3+ vesicles even when pretreating cells with drugs that
strongly inhibit lysosomal degradation or when inducing DC
maturation with Vpx. Also, in DC infected with wild-type, Nef-
deficient, or Env-deficient HIV isolates (not shown), Gag does not
colocalize with LC3+ puncta. Thus, our results support the hy-
pothesis that autophagy is not involved in Gag and Env processing.
Nevertheless, we confirmed that the autophagic pathway inter-

acts with the MHC-II loading machinery because the specific
delivery of Gag into autophagosomes leads to the stimulation of
Gag-specific CD4+ T cells. Once targeted into autophagosomes,
the processing of Gag is strictly dependent on functional auto-
phagic machinery. Thus, depending on the cellular localization,
endogenous HIV Ag can be processed by distinct routes. As pre-
viously reported for influenza Ag, Gag from the SIV, and the tu-
mor Ag NY-ESO-1 (26, 87, 88), we observed that targeting Ag to
autophagosomes promotes CD4+ T cell activation. This en-
hancement of gag-specific T cell activation was abolished when
inhibiting autophagy with Atg4b74A or introducing a G120A
mutation in the C terminus of p41LC3. Additionally, we show that
autophagy-mediated degradation of Gag in DC modulates the
activation of Gag-specific CD4+ T cell clones (IV-9) that are
otherwise not activated by HIV-infected DC.

Uninfected DC pulsed overnight, in the presence of ART, with the supernatant of HIV-infected cells [Ni + Sup. of (1)] and DC infected in the presence of ART
(HIV + ART 5 d) were pooled and used as a control. The results are representative of at least three independent experiments using DC from various donors.
HIV (1), HIV-infected cells; Ni, noninfected or untransduced cells; Sup. of (1), supernatant of HIV-infected cells.
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FIGURE 7. Autophagic degradation is required to enhance T cell activation and reveals additional MHC-II–restricted endogenous epitopes. (A)
HeLa-CIITA cells were transduced with GFPLC3 or cotransduced with p41LC3 and p41LC3G120A and colocalization analyzed by IF and confocal
imaging. Scale bars, 10 mm. (B) A representative experiment using HeLa-CIITA cells and Atg4BC74A+ Hela-CIITA cells transfected with DNA
plasmids encoding either HIVYu2b (HIV), HIV Gag protein (Gag), p41LC3G120A, or p41LC3. At day 3 after transfection, cells were collected and the
percentage of Gag+ cells was evaluated using ICS (whatever the treatments, transfected cells exhibited similar levels of Gag+ cells; not shown). The
cells were then used to stimulate F12 and T cell activation was monitored using ICCS as in Supplemental Fig. 1. Results are presented as the percentage
of activated cells producing at least one cytokine/chemokine. The experiment was performed in duplicate. (C) Mean (6SD) of three independent
experiments performed in duplicate presented as the percentage of activated cells divided by the percentage of transfected (Gag+) cells. Enhancement of
T cell activation with p41LC3 (p , 0.038) was statistically significant (Wilcoxon rank sum test). UT, mock-transfected. (D and E) HLA-DRb1*01+ DC
were either transduced with p41LC3 or infected with HIVYu2b with and without ART. Five days later, the percentage of Gag+ cells was monitored by
ICS (D) and DC used to stimulate IV-9 (E). T cell activation was monitored using ICCS. Results are presented as percentage of activated cells producing
at least one cytokine/chemokine and are the mean 6 SD of duplicates. Noninfected DC (Ni) and DC pulsed with gag1 (0.5 mg/ml) were used as
negative and positive controls, respectively. Uninfected DC pulsed overnight, in the presence of ART, with the supernatant of HIV-infected cells [Ni +
Sup. of (1)] and DC infected in the presence of ART (HIV + ART 5 d) were pooled and used as a control. The results are representative of at least three
independent experiments using DC from various donors. HIV (1), HIV-infected cells; Ni, noninfected or untransduced cells; Sup. of (1), supernatant of
HIV-infected cells.
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In summary, the ability of HIV-1–infected DC to activate some
but not all Gag-specific CD4+ T cell clones demonstrates that the
presentation of newly synthesized Gag peptides occurs in an
epitope-specific manner. This endogenous pathway functions in-
dependently of the exogenous route for HIVAg presentation and
offers a distinct possibility for the immune system to activate HS
CD4+ T cells. However, productively infected DC do not use
autophagy to process MHC-II–restricted Gag and Env Ag. In the
present study, we have shown that vector-driven targeting of HIV
Ags to the autophagosomes in DC can be used to usurp this
unutilized endogenous pathway for MHC-II presentation and
effectively enhance and broaden HS CD4+ T cell responses. In
the future, it will be important to determine whether endogenous
presentation of HIV Ags is a specific feature of infected DC. In
particular, this pathway could be used by the immune system to
allow the lysis of infected CD4+ T cells and macrophages by
antiviral CD4+ T cells. Nonetheless, our findings, using DC,
might help to design novel strategies to prime HS CD4+ T cells
that are required for CTL activation/maintenance and B cell
maturation.
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phagy enhances the presentation of endogenous viral antigens on MHC class I
molecules during HSV-1 infection. Nat. Immunol. 10: 480–487.

24. Tey, S. K., and R. Khanna. 2012. Autophagy mediates transporter associated
with antigen processing-independent presentation of viral epitopes through MHC
class I pathway. Blood 120: 994–1004.

25. Dörfel, D., S. Appel, F. Gr€unebach, M. M. Weck, M. R. M€uller, A. Heine, and
P. Brossart. 2005. Processing and presentation of HLA class I and II epitopes by
dendritic cells after transfection with in vitro-transcribed MUC1 RNA. Blood
105: 3199–3205.

26. Schmid, D., M. Pypaert, and C. M€unz. 2007. Antigen-loading compartments for
major histocompatibility complex class II molecules continuously receive input
from autophagosomes. Immunity 26: 79–92.

27. Ireland, J. M., and E. R. Unanue. 2011. Autophagy in antigen-presenting cells
results in presentation of citrullinated peptides to CD4 T cells. J. Exp. Med. 208:
2625–2632.

28. Jagannath, C., D. R. Lindsey, S. Dhandayuthapani, Y. Xu, R. L. Hunter, Jr., and
N. T. Eissa. 2009. Autophagy enhances the efficacy of BCG vaccine by in-
creasing peptide presentation in mouse dendritic cells. Nat. Med. 15: 267–276.

29. Leung, C. S., T. A. Haigh, L. K. Mackay, A. B. Rickinson, and G. S. Taylor.
2010. Nuclear location of an endogenously expressed antigen, EBNA1, restricts
access to macroautophagy and the range of CD4 epitope display. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 107: 2165–2170.

30. Lee, H. K., L. M. Mattei, B. E. Steinberg, P. Alberts, Y. H. Lee, A. Chervonsky,
N. Mizushima, S. Grinstein, and A. Iwasaki. 2010. In vivo requirement for Atg5
in antigen presentation by dendritic cells. Immunity 32: 227–239.

31. Comber, J. D., T. M. Robinson, N. A. Siciliano, A. E. Snook, and
L. C. Eisenlohr. 2011. Functional macroautophagy induction by influenza A
virus without a contribution to major histocompatibility complex class II-
restricted presentation. J. Virol. 85: 6453–6463.

32. Blanchet, F. P., A. Moris, D. S. Nikolic, M. Lehmann, S. Cardinaud, R. Stalder,
E. Garcia, C. Dinkins, F. Leuba, L. Wu, et al. 2010. Human immunodeficiency
virus-1 inhibition of immunoamphisomes in dendritic cells impairs early innate
and adaptive immune responses. Immunity 32: 654–669.

33. Steinman, R. M. 2000. DC-SIGN: a guide to some mysteries of dendritic cells.
Cell 100: 491–494.

34. Moris, A., C. Nobile, F. Buseyne, F. Porrot, J. P. Abastado, and O. Schwartz.
2004. DC-SIGN promotes exogenous MHC-I-restricted HIV-1 antigen presen-
tation. Blood 103: 2648–2654.

35. Turville, S. G., J. J. Santos, I. Frank, P. U. Cameron, J. Wilkinson, M. Miranda-
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N. Cayet, S. Brandler, O. Schwartz, and F. Tangy. 2009. Live attenuated measles
vaccine expressing HIV-1 Gag virus like particles covered with gp160DV1V2 is
strongly immunogenic. Virology 388: 191–203.

75. Brandler, S., A. Lepelley, M. Desdouits, F. Guivel-Benhassine, P. E. Ceccaldi,
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Abstract
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The discovery of broad and potent HIV-1 neutralizing antibodies (bNAbs) has renewed optimism for developing an effective vaccine
against HIV-1. The generation of most bNAbs requires multiple rounds of B cell receptor (BcR) affinity maturation, suggesting a
crucial role of follicular helper T (Tfh) cells in their production. However, less than 1% of HIV-infected patients develop bNAbs that
arise late in the course of infection, indicating probable Tfh and B cell dysfunctions in this context. Since the last few years and
despite their low abundance, Tfh cells have been studied in the lymph nodes and spleen of individuals with HIV infection and of
macaques experimentally infected with SIV. Various lymphoid Tfh cell subsets have been characterized, including pre Tfh (pTfh),
germinal center Tfh (GC Tfh) and the regulatory counterpart of Tfh cells, the so-called follicular regulatory T (Tfr) cells. The latter
have been reported to play a crucial role in the control of T and B cell crosstalk and germinal center reactions. More recently,
circulating Tfh-like cells (cTfh) have been identified. Meanwhile, advances in single-cell technologies have made possible to analyze
the transcriptional profiles of low abundant cells such as Tfh populations. Using transcriptional signatures, we review here the
impact of chronic SIV/HIV infection on Tfh, GC Tfh, pTfh and cTfh differentiation and helper T cell functions with regard to their
capacity to induce efficient B cell maturation. We will explore some hypothesis to explain the increased proportion of Tfh cells
reported in chronically infected individuals and the impact on HIV pathogenesis.
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Abstract 1 

The discovery of broad and potent HIV-1 neutralizing antibodies (bNAbs) has renewed 2 

optimism for developing an effective vaccine against HIV-1. The generation of most bNAbs 3 

requires multiple rounds of B cell receptor (BcR) affinity maturation, suggesting a crucial role 4 

of follicular helper T (Tfh) cells in their production. However, less than 1% of HIV-infected 5 

patients develop bNAbs that arise late in the course of infection, indicating probable Tfh and 6 

B cell dysfunctions in this context. Since the last few years and despite their low abundance, 7 

Tfh cells have been studied in the lymph nodes and spleen of individuals with HIV infection 8 

and of macaques experimentally infected with SIV. Various lymphoid Tfh cell subsets have 9 

been characterized, including pre Tfh (pTfh), germinal center Tfh (GC Tfh) and the 10 

regulatory counterpart of Tfh cells, the so-called follicular regulatory T (Tfr) cells. The latter 11 

have been reported to play a crucial role in the control of T and B cell crosstalk and germinal 12 

center reactions. More recently, circulating Tfh-like cells (cTfh) have been identified. 13 

Meanwhile, advances in single-cell technologies have made possible to analyze the 14 

transcriptional profiles of low abundant cells such as Tfh populations. Using transcriptional 15 

signatures, we review here the impact of chronic SIV/HIV infection on Tfh, GC Tfh, pTfh 16 

and cTfh differentiation and helper T cell functions with regard to their capacity to induce 17 

efficient B cell maturation. We will explore some hypothesis to explain the increased 18 

proportion of Tfh cells reported in chronically infected individuals and the impact on HIV 19 

pathogenesis. 20 

21 
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Introduction 1 

In germinal centers (GC), follicular helper T (Tfh) cells deliver helper signals and cytokines 2 

required for B cell affinity maturation and B cell differentiation into long-lived plasma cells. 3 

Optimal Tfh and B cell crosstalk is a prerequisite for the induction of efficient humoral 4 

immunity to pathogens. By providing survival and differentiation signals, Tfh cells control 5 

multiple steps of B cell maturation and antibody (Ab) production. 6 

In addition to the cognate antigen interaction with B cells, Tfh cells express costimulatory 7 

molecules such as CD40L, ICOS and OX40. Tfh cells secrete high levels of Interleukin-21 8 

(IL-21) and IL-4, which are necessary for GC formation and B cell differentiation into long-9 

lived plasma cells, respectively [1–3].  10 

Among tissue resident Tfh cell subsets, pre Tfh (pTfh) and germinal center Tfh (GC Tfh) 11 

represent two different stages of the Tfh cell maturation. Follicular regulatory T (Tfr) cells are 12 

identified as the regulatory counterpart of Tfh cells. Tfr cells control T and B cell crosstalk 13 

and germinal center reactions. Blood circulating Tfh cells (cTfh) have been recently identified 14 

as a memory compartment of tissue resident Tfh cells. Like tissue resident Tfh cells, cTfh are 15 

endowed with the capacity to produce IL-21 and to provide B cell help [4].  16 

Since the last 5 years, Tfh cells are extensively studied in the lymph nodes and spleens of 17 

individuals with chronic HIV/SIV infection. HIV infection is associated with an altered B cell 18 

differentiation [5] and Tfh isolated from lymph nodes of HIV-infected (HIV+) individuals 19 

provide inadequate B cell help in vitro [6]. As lymphoid tissue-resident Tfh cells are targeted 20 

by HIV/SIV early after infection, they constitute a major compartment for HIV infection, 21 

replication and production of viral particles in lymph nodes (LN) of viremic individuals [7–22 

9]. Likewise, in blood, within central memory CD4T cells, cTfh cells serve as HIV reservoir 23 

in chronic HIV-infected individuals under antiretroviral therapy [10]. Very recently, in natural 24 

HIV controllers, study of HIV replication in various CD4 T cell subsets evidences various 25 
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mechanism of HIV persistence according to the CD4 T cell compartment [11]. Lymph node 1 

resident helper T cells (Tfh and non-Tfh) showed replicative virus, while clonally expanded 2 

blood CD4 T cells arbor inducible provirus [11]. However, despite their high susceptibility to 3 

HIV/SIV infection, most studies reported an accumulation of tissue-resident or circulating 4 

Tfh cell populations during the chronic phases of infection [7,8,12,13].  5 

Various hypotheses can support the higher proportions of Tfh cell subsets in the context of 6 

chronic HIV infection: (i) Tfh cells might present high proliferative or survival capacities; (ii) 7 

antigen persistence could drive CD4 T cells toward Tfh differentiation; (iii) Regulatory cells 8 

that control the Tfh/B cell crosstalk might be defective. 9 

Here, we propose to review recent studies based on transcriptional analysis of Tfh cell subsets 10 

and to discuss the potential consequences on GC deregulations reported in chronic HIV/SIV 11 

infection. 12 

 13 

Potential impact of HIV infection on Tfh cell differentiation 14 

The signals involved in Tfh cell differentiation include TCR activation, costimulation, 15 

cytokines and migration associated molecules. However, the origin of Tfh cells is not well 16 

defined: it is not clear whether Tfh fate is established at the time of DC priming or later. Here 17 

we review the impact of HIV infection on Tfh cell differentiation, from the priming of CD4 T 18 

cells by DCs cells until their ultimate stage of differentiation corresponding to GC Tfh and 19 

circulating memory Tfh. Two distinct differentiation pathways have been described. 20 

The linear multistage Tfh differentiation pathway implicates multiple antigen-specific 21 

interactions in secondary lymphoid organs: (i) DC priming of naïve T cells leads to the rise of 22 

pTfh cells expressing CXCR5 molecule; pTfh cells migrate towards the T/B cell border zone 23 

where they experience (ii) a second antigen-specific interaction with B cells. This interaction 24 

leads to the progression of pTfh cells within the B cell follicle and differentiation into Tfh 25 
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cells. (iii) In the B cell follicle, Tfh cells experience multiple interactions with B cells, leading 1 

to B cell maturation and the complete differentiation of Tfh cells into GC Tfh. Thus in this 2 

model, B cells appear central in the terminal differentiation of Tfh cell into GC Tfh and 3 

reciprocally, Tfh are also required for B cell maturation. As with other helper T cell subsets, 4 

the stimulatory cytokines produced by DCs during the priming of naïve T cells are a critical 5 

parameter of Tfh cell differentiation. Using monocyte-derived DCs (MoDCs), Schmitt et al. 6 

demonstrated the key role of IL-12-producing MoDCs in the induction of IL-21-producing 7 

Tfh-like cells [14]. More recently, the same group found that TGF-β acts together with IL-12 8 

and IL-23 to induce the expression of various molecules associated with Tfh functions by 9 

human naïve helper T cells, including CXCR5, ICOS, IL-21, Bcl-6 and the transcription 10 

factors BATF and c-Maf [15]. However, little is known about the type of DCs responsible for 11 

inducing Tfh cell priming. A recent study reported that engagement of DC-SIGN by fucose-12 

based PAMPs licenses DCs for inducing Tfh polarization [16]. Such activated DCs produce 13 

IL-27, which is essential for Tfh polarization. This finding highlights the importance of 14 

adjuvants in the induction of Tfh cells. Interestingly, HIV particles bind DC-SIGN through 15 

Gp120, the viral envelope [17]. Therefore, one can hypothesize that, under chronic HIV 16 

infection, interactions between HIV particles and DC-SIGN expressing DCs could support the 17 

T helper cell differentiation toward a Tfh polarization. A recent study also showed that 18 

treatment with CpG (TLR-9 ligand) induces Il-6 production by monocyte-derived DC, 19 

orientating helper T cells differentiation toward the Tfh-cell lineage [18]. Indeed, by inducing 20 

Bcl6 early during the T cell activation, IL-6 has been shown to be critic for Tfh polarization 21 

[19]. In the context of HIV/SIV infection, several groups reported higher plasma levels of IL-22 

6 [13,20]. However, we and others [21] did not find any difference in the amount of secreted 23 

IL-6 between HIV-infected and uninfected spleens upon activation [8]. Nonetheless, in naïve 24 

T cells from HIV-infected spleens we detected higher levels of IL-6 receptor transcripts 25 
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 6 

(unpublished data) suggesting that naïve T cells from HIV-infected spleens might be more 1 

exposed locally to IL-6 and thus might preferentially polarize into Tfh cells. Once engaged 2 

into Tfh differentiation, the sequential differentiation model proposes that pTfh / B cell 3 

interactions dictate the fate of Tfh cells. Several groups highlighted the requirement of antigen 4 

presentation by B cells to induce Tfh cell and in turn GC reactions. In the absence of B cells, 5 

DC restricted antigen presentation initiates Tfh cell differentiation (into pTfh) but fails to 6 

complete ultimate effector Tfh cell differentiation [22]. In a model of bone marrow chimera, 7 

B cells deficient for the expression of MHC-II-molecules exhibit a reduced capacity to initiate 8 

T cell expansion and differentiation [23]. In fact, sequential antigen specific interactions of 9 

Tfh cell with DC and B cells are required to initiate Tfh cell and GC differentiation [24] and 10 

antigen persistence sustains Tfh responses and GC reactions [25]. Using live multiphoton 11 

imaging, Schwickert et al. suggested that the amount of peptide–MHC (pMHC) complexes 12 

presented by antigen specific B cells to cognate T cells, at the B-cell-T-cell border, was a 13 

limiting factor regulating the entry of B cell clones into GC [26]. Furthermore, highlighting 14 

the critical role of MHC-II molecules expressed by B cells in the generation of Abs of diverse 15 

functions and of memory B-cell responses, B cells lacking MHC-II expression are unable to 16 

differentiate into memory cells and are defective in producing antigen-specific IgG [27]. 17 

These results demonstrate that MHC-II-restricted antigen presentation by B cells is strictly 18 

required for B cells to receive help by antigen specific Tfh cells, and thus to establish a potent 19 

humoral immune response. Therefore, Tfh cell differentiation and GC development require 20 

the combination of DC and B cell antigen presentation.  21 

As DC during T cell priming, B cells also provide additional signals to Tfh cells, contributing 22 

to their helper functions and maintenance. These signals include CD40L/CD40, 23 

OX40/OX40L, Signaling Lymphocyte Activation Molecule (SLAM) family members and 24 

adhesion molecules that strengthen GC Tfh / GC B cell interaction. Interaction between ICOS 25 
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 7 

and ICOS ligand as well as IL-21 production have been implicated in GC formation [28,29]. 1 

PD-1/ PD-1 ligands interactions also control Tfh and GC B cell differentiation [1,30]. In Sum, 2 

the sequential differentiation proposes that combined interactions with DC and B cell dictate 3 

the fate of Tfh cells. 4 

The alternative “post effector” developmental pathway proposes that Tfh-like cells may 5 

develop either from the memory CD4 T cell lineage [31,32] or from effector T helper cell 6 

subsets [33,34], rather than arising from pTfh cells. It has been shown that Tfh and central 7 

memory T cells (TCM) are similar in their developmental pathway, including the requirement 8 

of Bcl6 and low levels of IL-2 signaling [35]. In line with this, Tfh and TCM gene programs 9 

can co-initiate from effector Th1 cells upon increased Bcl-6 expression in response to a 10 

decrease of IL-2, resulting in a “Tfh/TCM-like” population. IL-7 signaling also acts as a 11 

negative feedback that down-regulates the differentiation of Th1 into Tfh-like cells [36]. 12 

Interestingly, in spleens from HIV-infected individuals with a high proportion of Tfh cells, we 13 

reported a markedly reduced expression of the IL-7r encoding gene in all CD4 T cell 14 

populations [8]. Taken together these observations support the hypothesis that, in addition to 15 

Tfh cells, other T helper populations may contribute to B cell maturation into long-lived 16 

plasma cells. Hence, in humans, the precursors of Tfh cells might be composed of 17 

heterogeneous cell populations, which have the ability to differentiate into distinct types of 18 

Tfh cells. The latter keep some functional imprint from the parental T cell subtype. Of note, in 19 

this alternative pathway, interactions with antigen-presenting B cells are still a key event of 20 

the Tfh cell orientation thus raising the question of the impact of Tfh infection by HIV on the 21 

B cell compartments. 22 

GC Tfh cells have long been considered as the terminal stage of tissue-resident Tfh cell 23 

differentiation. Newly identified, memory Tfh cells are preferentially located in secondary 24 

lymphoid organs and bone marrow although they can recirculate in the blood. These cTfh 25 
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 8 

involve several subsets that differentially support antibody secretion [4] and are related to 1 

lymphoid-tissue-resident Tfh cells by their gene expression profile, cytokine production and 2 

functional properties [37]. Recently, adding to the CXCR5 and PD-1 canonical markers, 3 

Schultz et al. proposed that cTfh can be identified by their ability to produce IL-21, the 4 

cardinal Tfh cytokine [38]. Interestingly, activated memory B cells induce rapid re-expression 5 

of Bcl6 by memory Tfh cells [39], reinforcing the concept that many features of Tfh cells are 6 

highly linked with those of the B cells. Thanks to their accessibility and relative high 7 

frequencies, cTfh cell dynamics and features are the focus of growing interest in the context 8 

of infection and vaccination.  9 

 10 

The frequency and functions of Tfh cells are tightly controlled 11 

Tfh cell homeostasis is critical to the induction of high affinity antibody responses that are 12 

devoid of self-reactivity. Indeed, optimal Tfh cell frequency imposes competition between B 13 

cells, thus favoring survival of high affinity B cell clones. Several cell populations maintain 14 

Tfh cell homeostasis, including regulatory T (Treg) cells, T follicular regulatory (Tfr) cells, 15 

CD8 regulatory cells and plasma cells [40]. Tfr cells are identified as the main T cell subset 16 

implicated in the control of Tfh cells. They migrate into follicles and directly control GC 17 

reaction [41,42]. Hence, many studies have demonstrated increased GC and T cell responses 18 

in the absence of Tfr [41,43,44]. Tfr cells co-express Bcl6 and Blimp-1 [41] that is known to 19 

negatively regulate Tfh cell differentiation pathway [45]. Indeed, Blimp-1 represses Bcl-6 and 20 

reciprocally, which might explain the lower expression of Bcl-6 in Tfr cells as compared to 21 

Tfh cells [41]. Tfr cells express CTLA-4 and produce high amounts of IL-10. They have been 22 

shown to arise from Foxp3+ precursors that highjack the Tfh differentiation pathway. 23 

However, a recent study showed that, using an appropriate vaccine adjuvant, Tfr cells can 24 

derive directly from naïve CD4 T cells [46]. Alteration of Tfr cells functionality might 25 
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 9 

contribute to higher proportions of Tfh cells during HIV-infection. Our results indicated that 1 

HIV infection did not impact splenic Tfh / Tfr ratio suggesting that Tfr and Tfh cell subsets 2 

expended equally during HIV infection [8]. However, Chowdhury et al. have shown a limited 3 

expansion of Tfr cells as compared to the one of Tfh cells during SIV infection [47]. They 4 

explored the transcriptional profile of CXCR5+PD1hiCD127-CD25+ Tfr cells after SIV 5 

infection. Overall, genes linked with Tfh differentiation and functions such as PD-1, IL-6R, 6 

SLAMF6 and CD84 were more expressed in Tfr cells while expression of IL-2RA linked 7 

with Treg functions was reduced after SIV infection suggesting that SIV infection might 8 

impair expression of genes associated with Treg and thus Tfr regulatory functions [47]. 9 

According to their transcription profile, Tfr cells are situated between Tfh and Treg cell 10 

subsets. However, foxp-3 expression is not taken into account in most Tfh cell studies that de 11 

facto include Tfr subset among Tfh cells. Recently, adding to Tfr cells, Treg cells expressing 12 

CTLA-4 have been reported as major inhibitors of B cell expression of CD80 and CD86, 13 

which are essential to the induction of Tfh cells [48–50]. 14 

 15 

Tfh cell dynamics during the course of HIV/SIV infection 16 

Tfh and cTfh cells are targeted by HIV/SIV very early after infection and constitute a major 17 

compartment for HIV replication and production of viral particles in lymph nodes (LN) and 18 

periphery of viremic individuals [7–9,11]. Despite their high susceptibility to HIV/SIV 19 

infection, most studies reported an accumulation of tissue-resident or cTfh cell populations 20 

[7,8,12,13]. Interestingly, the Tfh cell frequency positively correlates with plasma viremia 21 

levels [7,12] and Tfh cell accumulation is reduced in individuals that control SIV infection 22 

[51], suggesting that the persistence of viral antigens might drive Tfh cell expansion. 23 

Accordingly, cTfh cell expansion has been recently reported in untreated individuals while 24 

the frequency of cTfh cells is restored to normal levels under cART suggesting that viral 25 
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replication also drives cTfh cell dynamics [10]. Most studies report an increase of Tfh cells 1 

among memory CD4 T cells during HIV/SIV infection whereas others conclude with the 2 

opposite statement [9,52]. In SIV-infected rhesus macaques, Moukambi et al. recently showed 3 

that Tfh dynamics differs from one compartment to another (peripheral blood vs lymph nodes 4 

or spleen) [9]. Moreover, the Tfh cell frequency varies according to (i) the stage of HIV/SIV 5 

infection [51], (ii) the severity of the disease (iii) the ability to develop broadly neutralizing 6 

antibodies (bNAbs) [53,54]. In Table 1, we summarized Tfh cell dynamics from various 7 

studies taking into account: the type of infection (HIV/SIV), the phase (acute vs chronic), the 8 

disease progression (slow vs fast), the immune compartment (peripheral blood vs secondary 9 

lymphoid organs), the phenotype and the antigen specificity of the Tfh cells. Irrespective of 10 

the immune compartment (lymph nodes, spleen or blood) Tfh cells are preserved in HIV/SIV 11 

controllers, displaying no Tfh cell accumulation or loss. On the contrary, Tfh cell loss is 12 

reported in fast progressors as well as in the late stages of disease.  13 

Tfh cell accumulation is reported during slow progression or chronic stage of the disease. 14 

Indeed, evidences support the pivotal role of persistent viral antigen within the germinal 15 

center (GC) in driving Tfh cell expansion. HIV particles are associated to FDC in tonsils and 16 

lymph nodes from infected patients [55–57] and Cheynier et al. reported the persistence of 17 

high levels of HIV particles in GC of HIV+ spleens from untreated subjects [58]. In addition 18 

to FDC-bound virions, opsonized HIV particles interact with B cells trough CD21 membrane 19 

receptor [59,60]. Remarkably, the accessibility of CTL to GC is reduced, thus limiting the 20 

elimination of HIV-infected cells [61]. Therefore, B cell follicles locally concentrate cell 21 

subsets implicated in HIV replication and viral production, which maintain antigen 22 

persistence and GC reactions. It appears that antigen persistence sustains ongoing GC 23 

reactions in which Tfh and GC B cell frequencies are highly correlated [8,12,62]. However, a 24 

limited number of fully functional Tfh cells is required for the induction of bNAbs [40]. 25 
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 11 

Another clue supporting the pivotal role of GC in driving Tfh cell expansion is that the 1 

disruption of GC organization coincides with the loss of Tfh cells and the onset of AIDS in 2 

terminal stages of SIV infection [51]. PD1/PD-L2 axis contributes to the survival of Tfh and 3 

B cells. Interestingly, the expression of PD-L2 on B cells is severely impacted in the late 4 

stages of SIV-infection potentially contributing to a decreased survival of T and B cells and 5 

the termination of GC reaction [51]. 6 

In sum, increased proportions of Tfh cells do not necessarily results in a better immune 7 

control of HIV infection and Tfh cell proportions must be tightly regulated to allow efficient 8 

maturation and selection of B cells displaying high BCR affinity. Tfh cell functions need to 9 

be preserved to allow the production of potent bNAbs. 10 

11 

In review

259



 
12 

 
1 

T
able 1: T

fh cell dynam
ics in H

IV
/ SIV

 infection according to the stage (acute, chronic or late) and the outcom
e (P: progressors, C

: 
2 

controllers, N
D

: non determ
ined) of the disease. The phenotype and the im

m
une com

partm
ent (spleen, blood or lym

ph nodes (LN
) are 

3 
m

entioned. 
4 

 
 

5 

 	
Phase	

D
isease 

outcom
e	

 

C
om

partm
ent	

 
Phenotype 	

A
ntigen specificity	

D
ynam

ics	
 

ref	

SIV
	

acute	
P	

spleen	
C

X
C

R
5+PD

-1+ 	
total	

loss	
[9]	

SIV
	

acute	
Slow

 P	
LN

	
C

X
C

R
5+PD

-1+	
total	

accum
ulation	

[63]	
SIV

	
chronic	

Slow
 P	

LN
	

C
X

C
R

5+PD
-1+	

total	
accum

ulation	
[64]	

SIV
	

chronic	
Slow

 P	
spleen, LN

	
C

D
45R

A
-C

D
62L+C

X
C

R
5+PD

-1+	
total	

accum
ulation	

[9]	
SIV

	
chronic	

Fast P	
LN

	
C

X
C

R
5+PD

-1+	
total	

loss	
[9]	

SIV
	

late	
P	

LN
	

C
X

C
R

5+PD
-1+	

total	
loss	

[51]	
SIV

	
chronic	

C
	

LN
	

C
X

C
R

5+PD
-1+	

total	
preservation	

[51]	
SIV

	
chronic	

P	
LN

	
C

X
C

R
5+PD

-1+	
total	

accum
ulation 	

[65]	
SIV

	
chronic	

N
D
	

LN
	

C
D

28hiC
D

95hi C
C

R
7loPD

-1hi	
total	

accum
ulation	

[13]	
H

IV
	

acute	
C
	

blood	
C

X
C

R
5+PD

-1+ 	
total	

preservation	
[53]	

H
IV

	
chronic	

P	
blood	

C
C

R
7+C

X
C

R
5+ 

C
C

R
6+PD

-1+(+/-
C

X
C

R
3)	

total	
loss	

[52]	

H
IV

	
chronic	

H
igh 

neutralizers  	 blood	
C

C
R

7low
C

X
C

R
5+PD

-1+ C
X

C
R

3-	
total	

preservation	
[37]	

H
IV

	
chronic	

N
D
	

blood	
C

C
R

7+C
X

C
R

5+PD
-1+ C

X
C

R
3-	

total	
accum

ulation	
[10]	

H
IV

	
chronic	

N
D
	

LN
	

C
X

C
R

5+PD
-1+B

cl-6+	
H

IV
-specific	

accum
ulation	

[7]	
H

IV
	

chronic	
N

D
	

LN
	

C
X

C
R

5+PD
-1+B

cl-6+ (C
C

R
7-C

D
45R

A
-)	

total / H
IV

-specific	
accum

ulation	
[12]	

H
IV

	
chronic	

N
D
	

spleen	
C

C
R

7-C
D

45R
A

-C
X

C
R

5+PD
-1+ 	

total	
accum

ulation	
[8]	

In review

260



 
13 

	
	

	
H
elper	functions	

D
ifferentiation	

Regulation	

	
	

Com
partm

ent	
Ref	

Population	
IL-21	

IL-4	
O
X40	

CD40L	
ICO

S	
BCL6	

CXC
R5	

M
AF	

CXCL
13	

STAT3	
BLIM

P-1	
PD-
1	

IL-10	
CTLA4	

H
IV/SIV

+	vs	H
IV/SIV

-	

L
y
m
p
h
o
id
		

o
r
g
a
n
s	

[
9
]	

T
f
h
	C
X
C
R
5
+
P
D
1
b
r
ig
h
t	

=	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

[
1
3
]	

C
D
2
8
h
iC
D
9
5
h
iC
C
R
7
lo
P
D
1
h
i	

IC
O
S
h
iC
D
1
5
0
lo	

	
-	

	
	

	
	

	
	

+	
	

	
	

	
	

[
8
]	

C
C
R
7
lo
C
X
C
R
5
+
P
D
1
+	

+	
	

-	
-	

-(
n
s
)	

+	
=	

	
+	

-	
	

-	
-	

-	

B
lo
o
d	

[
5
2
]	

C
X
C
R
5
h
iC
C
R
6
h
iP
D
1
h
i	

-	
-	

	
	

+	
	

	
	

	
	

	
	

	
	

D
isease	

outcom
e	

S
lo
w
		

p
r
o
g
r
e
s
s
io
n	

L
y
m
p
h
o
id
		

o
r
g
a
n
s	

[
9
]	

T
o
t
a
l	s
p
le
n
o
c
y
t
e
s	

	
	

	
	

	
=	

+	
+	

	
	

	
	

	
	

H
ig
h
		

n
e
u
t
r
a
liz
a
t
io
n	

[
6
2
]	

C
D
2
8
+
C
D
9
5
+
C
X
C
R
5
+
P
D
1
h
i	

C
D
1
5
4
+	

+	
	

	
	

	
+	

+	
+	

+	
	

-	
	

	
	

C
o
n
t
r
o
lle
r
	

s
t
a
t
u
s	

B
lo
o
d	

[
6
6
]	

C
D
4
5
R
A
-
C
X
C
R
5
+
C
X
C
R
3
-	

+	
	

	
	

	
+	

	
	

	
	

	
	

	
	

 
1 

T
able 2 T

ranscriptional profiles of T
fh cells in H

IV
/SIV

-infection. G
ene expression profiles presented by functions: helper, differentiation, 

2 
m

igration or regulation. Top of the table (dark grey) : differential expression of genes in H
IV

 or SIV
-infected individuals as com

pared to H
IV

 or 
3 

SIV
-negative individuals. B

ottom
 of the table (light grey) : differential expression of genes depending on disease outcom

e. Individuals presenting 
4 

slow
 progressions, high neutralization titers or H

IV
-control are com

pared to individuals w
ith fast progression, poor neutralization and absence of 

5 
H

IV
 control, respectively. 

6 
 “+”, higher expression; “-“, low

er expressed, “=” sim
ilarly expression, "ns", non significant 

7 

In review

261



 14 

 1 

Alteration of Tfh cell functions in the context of HIV infection  2 

The key role of Tfh cells is to provide B cell helper signals and to promote their 3 

differentiation into memory B cell displaying high affinity for pathogens. These signals 4 

consists of production of cytokines such as IL-4 and IL-21 and the expression of cell surface 5 

molecules such as OX40, ICOS and CD40L by Tfh cells [67]. As other groups, we analyzed 6 

the transcriptome profiles of Tfh as a mean to assess potential Tfh dysfuntions (see references 7 

in Table 2). Using single cell sorting and high throughput PCR (Fluidigm BioMark HD), we 8 

showed that expression of genes implicated in splenic Tfh and GC Tfh cell functions are 9 

deeply impacted by chronic HIV infection [8]. In this section, we intend to review the impact 10 

of HIV/SIV infection on the main signals implicated in Tfh cell functions. 11 

CD40L - CD40 (expressed by Tfh and B cell respectively) interactions are required for the 12 

induction and maintenance of GC reaction. Blocking this molecular axis leads to GC 13 

disruption [68]. In line with this, mutation in the CD40L gene is responsible for the X-linked 14 

hyper-IgM syndrome in humans characterized by a markedly decreased serum concentrations 15 

of IgA, IgE and IgG [69]. Our transcriptional data showed that the expression of CD40L gene 16 

is severely impacted in Tfh and GC Tfh from HIV-infected spleens [8]. Of note, CD40L 17 

down modulation has been reported in global CD4+ T cell population during the late stages of 18 

HIV infection [70] and our unpublished data.  19 

OX40 - OX40L interaction is required for B cell differentiation into plasma cells [71]. In 20 

humans, mutations in OX40 gene lead to decreased proportion of circulating memory B cells 21 

but does not impact the antibody responses [72]. HIV-infected spleens exhibit defective 22 

expression of gene encoding OX40 in Tfh and GC Tfh cells [8]. Intriguingly, we reported a 23 

reduction of memory B cell compartment in chronically HIV-infected individuals. Whether 24 
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 15 

OX40 defective expression by Tfh is involved in this decrease in memory B cell should be 1 

further investigated.  2 

During GC reactions, the expression ICOS by Tfh cells plays a major role in the process of 3 

selection of high affinity B cells. ICOS ligation leads to the overexpression of CD40L by Tfh 4 

cells that, in turn, promotes the expression of ICOS Ligand (ICOSL) by GC B cells [73]. In 5 

mice, recent findings emphasize the crucial role of T and B cell interactions through ICOS-6 

ICOSL and CD40L-CD40 molecular axis in the maintenance of GC reactions and the 7 

production of high affinity bone-marrow plasma cells. ICOSL has been identified as a key 8 

regulator of positive selection of high affinity B cells during T-B cell interaction. Noteworthy, 9 

in comparison with uninfected donors, ICOS expression is enhanced in cTfh of ART-treated 10 

HIV-infected individuals [52] suggesting an overall immune activation of cTfh in those 11 

patients. 12 

IL-21 is considered as the cardinal cytokine of the Tfh cell population. Tfh-secreted IL-21 13 

induces B cell affinity maturation [74]. A defective production of IL-21 by Tfh cells as well 14 

as a defective expression of its receptor by B cells severely impacts B cell proliferation and 15 

their differentiation into plasma cells [75]. In the context of HIV infection, circulating CD4+ T 16 

cells secreting IL-21 are defined as the closest relative of tissue resident (from secondary 17 

lymphoïd organs) Tfh cells, both phenotypically and transcriptionally [76]. cTfh cells from 18 

chronically HIV-infected individuals present altered expression of IL-21 gene [52] suggesting 19 

defective helper function. Conversely, we showed higher level of IL-21 transcripts in Tfh 20 

cells from chronically HIV-infected spleens [8] while Moukambi and collaborators reported a 21 

similar level of expression between Tfh from uninfected macaques and SIV-infected 22 

macaques during the early and the chronic phases of SIV infection [9]. Discrepancies 23 

concerning the stage of the disease as well as the immune compartment (blood, spleen, lymph 24 

nodes) might explain these conflicting observations. Higher levels of IL-21 transcripts in cTfh 25 
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 16 

cells are associated with HIV-controller status [66] or with cross-reactive neutralizing 1 

responses in rhesus macaques during the chronic phase of SIV infection (34 to 50 weeks post 2 

infection) [62]. 3 

IL-4 plays a major role in Tfh function [67] and confers anti-apoptotic properties to GC B 4 

cells that are particularly susceptible to cell death by apoptosis [77]. IL-4 also participates to 5 

GC B cells selection [78]. Tfh cells from SIV-infected rhesus macaques showed a marked 6 

reduction of IL-4 gene expression and a global alteration of genes implicated in the network 7 

associated with IL-4 pathway [13]. A defective expression of IL-4 gene has also been 8 

reported in cTfh from ART treated HIV-infected individuals [52]. We have shown a 9 

decreased secretion of IL-4 and IL-10 in splenocytes from chronically HIV-infected 10 

individuals [8]. IL-10 contributes to B cell differentiation [79]. Altered IL-10 secretion was 11 

also confirmed at the transcriptional level [8]. However, our experimental settings did not 12 

allow the discrimination of Tfh cells from the Tfr subset and IL-10 deficiencies might also be 13 

related to defective Tfr functions.  14 

SLAMF1 is specifically required for IL-4 and IL-21 production by GC Tfh cells [80] and 15 

SAP (SLAM-associated protein) is essential for GC reaction by stabilizing interaction 16 

between Tfh and B cells [81]. In spleens from HIV-infected donors, we also observed a 17 

defective SLAMF1 gene expression in Tfh cell subsets that might explain the low level of IL-18 

4 production by splenocytes from HIV-infected patients [8]. 19 

Altogether, these results indicate that HIV infection severely impacts Tfh cell functions in 20 

their capacity to provide adequate B cell help. These alterations result from both intrinsic Tfh 21 

cell defects and higher proportions of Tfh cells. Whether HIV infection alters Tfr cell 22 

functions is not clear. This issue will require further studies, especially addressing the 23 

capacities of Tfr cells to suppress Tfh cell functions or differentiation as well as B cell 24 

maturation. However, it will require identifying Tfr specific extracellular markers. 25 
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 1 

Requirement for early ART initiation and optimized accessibility to lymphoid tissues  2 

HIV/SIV infection results in antigen persistence that drives CD4 T cell differentiation toward 3 

the Tfh phenotype, thus maintaining high level of Tfh cells in GC. By controlling viremia, 4 

introduction of cART allows a normalization of cTfh cell proportions while Tfh cell functions 5 

are not fully restored. In particular, in vitro production of immunoglobulin is reduced in both 6 

untreated patients and HIV-infected individuals under cART [52]. Hence, despite cART, HIV 7 

patients showing a detectable viral load (163 +/- 178 HIV RNA copies/mL) did not respond to 8 

the 2009 H1N1/09 vaccine whereas vaccine responders displayed undetectable viral loads (< 9 

40 HIV RNA copies/mL). This suggests that the persistence of viremia compromises Tfh cell 10 

functions [82]. Altogether, early control of viremia appears crucial to preserve Tfh cells 11 

functions. Additionally, while B cell compartment is not recovered in chronically infected 12 

individuals under cART, early cART initiation restores the memory B cell compartment 13 

during acute HIV infection [83].  14 

Early cART initiation during primo infection allows a dramatic decrease of cell-associated 15 

HIV DNA and thus limits establishment of the reservoir [84,85]. However, the poor 16 

penetration of cART into lymphoid tissues [86] could limit the efficiency of drugs even if 17 

cART was initiate early. To address these limitations, several approaches, mainly based on 18 

the molecular formulation of drugs, are actually envisaged. Injectable cART could overcome 19 

the limited access to lymphoid tissues. In the LATTE clinical trial, injection of combined 20 

cabotegravir and rilpivirine was well tolerated and efficient [87]. However, the relevance of 21 

this approach on the persistence of the HIV reservoir has not been reported yet. Very recently, 22 

the efficient elimination of latently HIV-infected cells using HIV protease-sensitive toxin 23 

nanocapsules has been reported [88]. This strategy presents the advantage to specifically 24 

eliminate HIV-infected cells without impacting healthy cells, allowing a less invasive 25 
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approach. Combining new ART formulations with innovative route of administration could 1 

contribute to eradicate HIV reservoir from lymphoid organs.  2 

In conclusion, HIV/SIV infections target Tfh cell subsets and severely affect Tfh cell 3 

frequency and functions, with dramatic impact on GC homeostasis. While limited number of 4 

fully functional Tfh cells is required for the induction of bNAbs, it is now well established 5 

that viral antigen persistence drives increased Tfh cell differentiation. To this regard, blocking 6 

HIV replication in lymphoid tissues might be a prerequisite to the induction of potent bNAbs. 7 

Preventing virus from entering lymphoid tissues, should give another benefit to early ART 8 

initiation, as well as the development of new strategies to optimize the access of ART to 9 

lymphoid tissues.  10 
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2 

ABSTRACT 33 

34 

A variety of signals influence the capacity of dendritic cells (DC) to mount potent antiviral 35 

cytotoxic T cell (CTL) responses. In particular, innate immune sensing by pathogen 36 

recognition receptor (PRR) influence DC biology and affect their susceptibility to HIV 37 

infection. Yet, whether the combined effects of PPR-triggering and HIV infection influence 38 

HIV-specific CTL responses remained enigmatic. We dissected the impact of innate 39 

immune sensing by PRR on DC maturation, HIV infection and on the quality of HIV-40 

specific CTL activation. Remarkably, TLR-3, -4, NOD2 and DC-SIGN ligands despite 41 

reducing viral replication, markedly increased the capacity of infected DC to stimulate HIV-42 

specific CTL. This was exemplified by the diversity and the quantity of cytokines produced 43 

by HIV-specific CTL. The expression of APOBEC innate antiviral factors enhanced the 44 

antigen-presenting skills of infected DC. Our results highlight the tight interplay between 45 

innate and adaptive immunity and will help developing innovative immunotherapies against 46 

viral infections. 47 
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3 

INTRODUCTION 48 

49 

In human, several DC subsets have been identified including BDCA-1+ and BDCA-3+ 50 

conventional DC (cDC) and inflammatory monocyte-derived DC (MDDC) [1]. DC share 51 

common features such as the capacity to capture antigen (Ag), migrate and form privileged 52 

interactions with effector T-cells in lymphoid tissues. While migrating, DC process captured 53 

antigens such as proteins, virions or infected cells leading to the loading of major 54 

histocompatibility class I (MHC-I) or class II (MHC-II) molecules and activation of CD8+ 55 

or CD4+ T cells, respectively [2]. Alternatively, DC can be directly infected and will 56 

process and present newly synthetized antigens (so called endogenous antigens) to T cells 57 

[3]. The sensing of microbes by pathogen recognition receptor (PRR) initiate the maturation 58 

of DC that enhances their capacities to interact and present antigen to T cells [4]. DC 59 

maturation is characterized by a higher cell surface expression of MHC-I and MHC-II 60 

molecules, of co-stimulatory molecules (e.g. CD83, CD86 and CD40), but also changes in 61 

vesicular trafficking or composition of proteases involved in antigen processing [5]. PRR 62 

include transmembrane receptors such as TLR- and C-type lectins as well as cytosolic 63 

sensors including NOD2 [6]. PRR bind distinct pathogen-associated molecular patterns 64 

(PAMPs) and trigger different cascades of intracellular signaling leading to the expression 65 

of lymphokines that strongly influence the capacity of DC to cross-present infected cells and 66 

soluble antigens to cytotoxic CD8+ T cells (CTL) [7-9]. In addition, PRR-triggering initiates 67 

the expression of antiviral factors and the secretion of antiviral cytokines/chemokines [6]. 68 

cDC contribute to HIV-1 infection (hereafter referred as HIV) and spread while initiating 69 

innate and adaptive anti-HIV immune responses [10]. cDC and MDDC, that are located or 70 

attracted at HIV entry sites, are among the targets of HIV infection [11] and contribute to 71 

chronic infection [12]. In the absence of treatment, infected cDC and monocytes are found 72 

in the blood of HIV+ donors [11, 13]. Ex vivo, sorted BDCA1+ cDC support productive 73 

infection of HIV strains [14, 15]. MDDC are equipped with HIV receptors and express 74 

molecules involved in HIV capture (e.g. DC-SIGN and Siglec-1) that facilitate infection and 75 

viral transfer [16, 17]. Nonetheless, HIV replicates poorly in DC as compared to activated 76 

CD4+ T-cells [18, 19]. This is due to the expression of viral restriction factors that block 77 

HIV replication at different stages of DC infection, e.g. SAMHD1 depletes intracellular 78 

dNTPs and degrades viral RNA, and APOBEC-3G (A3G) and -3F (A3F) interfere with 79 

reverse transcription and introduce point mutations in HIV DNA [20, 21]. DC maturation 80 

further reduces susceptibility to infection and is associated with an increase in A3G and A3F 81 
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 4 

expressions [21, 22]. HIV also exploits innate immune signaling pathways to facilitate 82 

productive infection of DC [23]. Hence, depending on the PRR involved, triggering of 83 

innate antiviral responses in DC has contrasting roles on viral replication [23-25].  84 

HIV specific (HS)-CTL play a critical role in controlling HIV replication. During acute 85 

infection, expansion of HS-CTL is associated with decreased viremia and determines viral 86 

set point during chronic infection [26]. Resistance to disease progression correlates with 87 

detection of HIV Gag-specific CTL and with expression of particular HLA alleles, such as 88 

HLA-B*57 and –B*27 [27, 28]. HIV rapidly mutates to evade virus-specific CTL responses, 89 

underlying the selection pressure exerted by CTL [29]. However, our understanding of T-90 

cell efficacy in HIV infection is still limited. The quality, defined as the secretion of multiple 91 

antiviral cytokines/chemokines, and not the magnitude of T-cell responses determines HIV 92 

disease outcome [30]. The quality of T cell activation is linked to various parameters such as 93 

the avidity of the TcR/MHC interactions, the cytokine environment but also the kinetics and 94 

quantity of antigen presented on APC. These factors are influenced by PRR-activation [9]. 95 

Previous reports have shown, in vivo and in vitro, that treatments with TLR-3 and TLR-7 96 

ligands improve the capacity of DC to present HIV protein antigens or HIV peptides to HS-97 

CTL [8, 31].  98 

In the present study, we asked whether PRR-triggering of HIV-infected DC might influence 99 

their capacity to present endogenous viral antigens with direct consequences on the intensity 100 

and the quality of HS-CTL activation. We systematically analyzed the impact of a library of 101 

PRR ligands on MDDC maturation, HIV replication in MDDC and on the capacity of 102 

infected MDDC to activate HS-CTL. We demonstrate that while all ligands induced a robust 103 

to intermediate MDDC maturation only certain PRR ligands (TLR-3, -4, NOD2 and DC-104 

SIGN ligands) strongly reduced HIV infection of MDDC. As expected, inhibition of HIV 105 

replication was associated with the expression of antiviral restriction factors. Notably, 106 

despite a reduced infection, we observed that infected MDDC treated with TLR-3, -4, 107 

NOD2 or DC-SIGN ligands were more potent in inducing HS-CTL responses. Finally 108 

providing a link towards a potential mechanism, we show that A3G and A3F, whose 109 

expression are induced by PRR ligands, not only act as antiviral factors in MDDC, but also 110 

potently increase the Ag-presenting skills of infected MDDC. 111 

  112 
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 RESULTS 113 

114 

MDDC express NOD2 and various levels of TLR-1 to TLR-9. 115 

Using RT-qPCR, we first analyzed the relative expression levels of some PRR in sorted DC-116 

SIGN+ MDDC. As expected [32, 33], transcripts encoding TLR-1 to -8 and NOD2 were 117 

detected, though to variable rates (not shown). In contrast to Li et al. [32] but in accordance 118 

with the work of Tada et al. [33], we also detected TLR9 mRNA. TLR-2 and TLR-4 mRNA 119 

were the most abundant. We thus selected a library of ligands binding to TLR-1 to -9 and 120 

NOD2. In addition, we included an agonist of DC-SIGN, as this C-type lectin is also 121 

involved in HIV binding, replication and antigen presentation [34]. 122 

We used this library to analyze the impact of PRR triggering on DC maturation, viral 123 

replication and antigen presentation, as described in Fig. S1A. MDDC were infected 24h or 124 

3 days, with the R5-tropic HIVYu2b strain, in the presence or absence of reverse transcription 125 

inhibitors, respectively. Simultaneously, MDDC were treated with TLR-1 to -9, NOD2 and 126 

DC-SIGN agonists or untreated as negative control. At each time point, the maturation and127 

the capacity of PRR-ligand treated MDDC to present HIV antigens to HIV-specific CTL 128 

was compared. Three day post infection (p.i.), HIV replication in MDDC cultures was also 129 

monitored. 130 

131 

HIV infection does not interfere with PRR-induced maturation of MDDC. 132 

We monitored the consequences of PRR-triggering on the cell surface expressions of the 133 

classical DC maturation markers: CD86, CD83, MHC-I, HLA-DR and DC-SIGN (Fig. 1). A 134 

representative staining using MDDC from one individual using TLR-4 ligand (LPS) is 135 

shown in Fig. 1A. This experiment was repeated using MDDC from 8 healthy individuals 136 

and the results compiled in Fig. 1B. For each marker, the means of fluorescence intensities 137 

(MFI) were normalized to untreated non-infected samples and the data expressed as fold 138 

increase. 139 

At early time points (24h), LPS induced a strong up-regulation of CD86, CD83, MHC-I and 140 

HLA-DR (fold increase ranging 2.5 to 4.1). LPS-activated DC also down-regulate DC-SIGN 141 

expression  (average fold change < 0.7) (Fig. 1B and S1B). Note that in contrast to other cell 142 

surface markers, the decrease of DC-SIGN expression is a hallmark of DC maturation [35]. 143 

All PRR-ligands induced to various extend the maturation of MDDC 24h after treatment 144 

(Fig. 1B). CD86 CD83 and HLA-DR were highly up-regulated following TLR-1/2, TLR-4 145 

and DC-SIGN triggering (fold change ranging 1.7 to 4.1), while other PRR ligands 146 
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moderately change expression for some of these maturation markers (average fold change 147 

ranging 1.5 to 2). At 24h, the loading of MDDC with viral particles induced a marked 148 

increase of CD86 and HLA-DR, (fold change expression of 1.6 and 2.8, respectively) and a 149 

slight increase of other maturation markers. However, loading MDDC simultaneously with 150 

HIV and PRR agonists further induced maturation with a profile similar to PRR-agonists 151 

alone.  152 

At later time points (72h after treatment), TLR-2 and TLR-9 induced a modest maturation of 153 

MDDC (Fold change < 1.5). All other agonists induced a significant increase of two (e.g. 154 

TLR-8) to five (e.g. TLR-4) maturation markers of DC (average fold increases ranging from 155 

1.5 to 5.1). TLR-4 and DC-SIGN agonists induced a significant DC-SIGN down-regulation 156 

both at 24h or 72h after treatment. Remarkably, HIV-infection of DC (72h) induced a strong 157 

but non-significant increase of CD86 and a slight increase of all other maturation markers. 158 

PRR-activation of infected DC established a matured phenotype, exacerbating the 159 

maturation profile observed for uninfected DC (Fig. 1B). We then compared the maturation 160 

profile of productively infected (Gag-p24 positive) and "by-stander" (Gag-p24 negative) 161 

cells (Fig. S1C). Among PRR-treated but also untreated cells, Gag-p24 positive cells 162 

showed a higher significant expression of CD83 and HLA-DR than Gag-p24 negative cells. 163 

The expression profiles of CD86 and HLA-I were only slightly up-regulated in Gag-p24 164 

positive cells as compared with Gag-p24 negative cells. 165 

In summary, as expected most tested PRR agonists induce moderate (TLR-2) to strong 166 

(TLR-1/2, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN) MDDC maturation. HIV provokes a slight 167 

maturation of MDDC. Within infected cell-cultures, productively infected MDDC (Gag-168 

p24+ cells) seemed more mature than Gag-24 negative cells. HIV infection does not 169 

interfere with the maturation induced by each of the ligands.  170 

 171 

Triggering of TLR-3, -4, NOD2 and DC-SIGN diminishes HIV replication in MDDC. 172 

We then asked whether PRR signaling might modulate HIV replication. Three days p.i., we 173 

analyzed the capacity of HIV to replicate in DC treated with the panel of PRR agonists (Fig. 174 

2). MDDC were collected and the percentage of infected cells determined using intracellular 175 

Gag-p24 staining and flow cytometry. A representative experiment using MDDC from a 176 

single donor is presented in Fig. 2A. The results from 8 independent experiments using 177 

MDDC derived from 8 individuals are presented as percent of Gag-p24+ cells (Fig. 2B) and 178 

as relative levels of infection (Fig. 2C). The infection rate of untreated MDDC using 179 

HIVYu2b was on average 12.4% (ranging from 4.3 to 24.7%). None of the PRR agonists 180 
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significantly increased HIV-infection of MDDC. In contrast, DC treatment with TLR-3, 181 

TLR-4, NOD2 and DC-SIGN ligands was associated with a significant (p<0.05) reduction in 182 

HIV replication (as exemplified by the decrease in the frequency of Gag-p24+ cells). TLR-5, 183 

TLR-8 and TLR-9 agonists also lead to a slight reduction of Gag-p24+ cells (average fold 184 

decrease of 0.8). The most dramatic decrease was observed using the agonists of TLR-4 185 

(LPS) and TLR-3 (PolyI:C), for which viral replication was on average 80% and 55% 186 

reduced as compared with untreated cells, respectively (Fig. 2). We obtained similar results 187 

when collecting cell-culture supernatant and performed a p24-ELISA (not shown). 188 

189 

Innate antiviral factors are upregulated upon PRR activation. 190 

We measured by RT-qPCR the expression of viral restriction factors (A3G, A3A, A3F, 191 

SAMHD1, Tetherin, CyPA and ADAR1). We extended this analysis to viral sensors or 192 

enzymes that interact with PRR signaling (RIG-I, MDA5, A20 and TREX1) [36] and we 193 

used as control the innate immune activation marker, MxA (Fig. 3). We focused our analysis 194 

on PRR-ligands that induce an inhibition of HIV replication in DC (TLR-3, TLR-4, NOD2, 195 

and DC-SIGN) and as a control TLR-6/2 agonist, which does not impact HIV infection (Fig. 196 

2). MDDC were treated with PRR-agonists in the presence or absence of replicative 197 

competent HIVYU2b and the relative mRNA expression levels were compared to the 198 

untreated uninfected controls. With the exception of SAMHD1 and CypA, TLR-3 and -4 199 

agonists induced modest (1.2 and 3.3 fold increases in Tetherin expression, respectively) to 200 

very strong (31 and 563 fold increases in A3A expression) up-regulation of all mRNA 201 

analyzed. HIV infection further enhanced the mRNA expression levels without changing the 202 

overall profiles. TLR-6/2 ligand only slightly increased the expression of A3F, ADAR-1 and 203 

A20 mRNA. NOD2 and DC-SIGN agonists induced an intermediate expression profile with 204 

a slight increase of A3G, A3F, ADAR1, RIG-I, MDA5, A20 and MxA (folds changes 205 

between 1.9 and 6.9). In contrast, mRNA of A3A, SAMHD1 and CypA were downregulated 206 

by NOD2 and DC-SIGN ligands. These down-modulations were even more pronounced in 207 

HIV-infected DC. Overall, we observed an increase of transcripts encoding for the antiviral 208 

restriction factors A3G, A3A, A3F, ADAR-1 and Tetherin upon treatment with TLR-3, -4, 209 

NOD2, DC-SIGN but not TLR-6/2 ligands (Fig. 3). 210 

211 

TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN agonists enhance HS-CTL responses. 212 

We then analyzed the capacity of PRR-treated DC to activate HS-CTL. Twenty-four hours 213 

and 3d p.i., MDDC loaded or infected with HIVYu2b, respectively, and treated with the panel 214 
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of PRR ligands were co-cultured with an HS-CTL clone restricted by HLA-A*0201 and 215 

specific for SL9 peptide from HIV Gag-p17 (Fig. 4). Note that for DC loaded with HIV for 216 

24h in the presence of RT inhibitors (AZT+NVP), HIV antigens are derived solely from 217 

incoming viral particles (so-called exogenous presentation) [34]; in contrast, upon 3-day of 218 

infection, the source of HIV antigens corresponds mainly to newly synthetized HIV proteins 219 

(so-called endogenous presentation) [37]. T-cell activation was monitored using IFN-γ 220 

ELISpot (Fig. 4). A representative experiment using a single donor is presented in 221 

Supplemental Fig. 2 and the data combined with three additional independent experiments in 222 

Fig. 4. PRR activation had no significant impact on the capacity of HIV- or peptide-loaded 223 

MDDC to activate the SL9-specific CTL clone (Fig. 4A). LPS (TLR-4)-treatment of MDDC 224 

induced a slight, but not significant, decrease of T cell activation by HIV-loaded MDDC 225 

(Fig. 4A). Interestingly, with the exception of LPS that decreases T cells activation levels, 226 

PRR triggering had, at first sight, also a minor influence on the capacity of HIV-infected 227 

cells (3d p.i.) to stimulate the SL9-specific CTL clone (Fig. 4B). However, 3-day post-228 

infection the main source of antigens is derived from newly synthetized Gag antigens [37]. 229 

We thus examined T cell activation relative to the infection rates (Fig. 4B, right panel). 230 

Strikingly, relative to their capacity to reduce viral replication (Fig. 2), TLR-3, TLR-4, 231 

NOD2 and DC-SIGN agonists enhanced (3 to 6 fold) the activation of the SL9-specific CTL 232 

clone. Note that, 3-day post treatment, PRR-triggering increased modestly, if any, peptide-233 

mediated activation of the SL9-specific CTL (Fig. 4B, left panel). Overall, our results 234 

strongly suggest that TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN triggering improve the capacity 235 

of infected MDDC to stimulate HS-CTL, and this is not uniquely due to increased MHC-I 236 

expression. 237 

We then examined the capacity of HIV-loaded or –infected PRR-treated MDDC to induce T 238 

cell polyfunctional responses using two HLA-B*27 restricted CTL clones (E2C and H8B) 239 

specific for Gag-p24 KK10 epitope and whose polyfunctional profile has been previously 240 

characterized [38]. As illustrated in Supplemental Fig. 3, polyfunctional activation was 241 

analyzed by flow cytometry using IFN-� , IL-2, TNF-� , MIP-1�  and CD107a 242 

mobilization [38]. As for the SL9-specific CTL clones, 24h post PRR-stimulation, MDDC 243 

loaded with KK10 peptide or with HIV, induced similar levels of activation (not shown). 244 

72h post PRR-treatment, peptide-loaded MDDC also brought comparable levels of HS-CTL 245 

activation (Fig. 5, left panels). 72h post infection, most PRR ligands provoked a modest 246 

increase of KK10-specific CTL activation (Fig. 5). To highlight the quality of T cell 247 

activation, the results were also expressed as a polyfunctional index (P-index) that allows a 248 
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quantitative assessment of T cell polyfunctionality [39]. The polyfunctional indexes induced 249 

by KK10-peptide loaded- or HIV-infected PRR-treated MDDC followed a similar trend than 250 

the global HS-CTL activation levels (Fig. 5). However, relatively to their capacity to reduce 251 

viral replication (Fig. 2), TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN agonists increased the 252 

activation and the polyfunctionality of the KK10-specific CTL clones from 3-16 fold (Fig. 5, 253 

right panels).  254 

Thereafter using distinct HS-CTL clones and analyzing both the magnitude and quality of T 255 

cell activation, we observed that TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN pathways have a dual 256 

role: they limit HIV replication in DC while inducing highly functional HS-CTL responses.  257 

 258 

APOBEC-3G (A3G) and -3F (A3F) enhance HIV antigen presentation by MDDC. 259 

We have previously shown that A3G- mediated viral restriction contributes to the 260 

immunogenicity of HIV-infected T cells [40]. Since, A3G but also A3F expressions are 261 

induced upon TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN MDDC activation, we decided to define 262 

their role in the enhancement of CTL activation by MDDC. To this end, we introduced A3G 263 

and A3F in HIVSF2 particles prior to infecting MDDC (Fig. 6A) [40]. A3G and A3F are 264 

packaged into newly formed HIV particles and subsequently edit the nascent viral DNA 265 

leading to G- to -A hypermutations in the proviral genome [41]. As expected, infecting a 266 

CEM-A2+ T cell line with A3G- or A3F-containing HIV virions lead to reduced viral 267 

replication, as compared to wild-type HIV, but increase activation of the SL9-specific CTL 268 

clone than HIV alone (Fig. 6B) (p < 0.05). These results confirmed, and further extend to 269 

A3F, our previous demonstration that A3G editing enhances the ability of HIV-infected 270 

CD4+ T cells to activate HS-CTL [40].  271 

Using a similar approach, MDDC were infected with HIV, A3G+ and A3F+ containing HIV, 272 

viral replication monitored and cells co-cultured with the SL9-specific CTL clone (Fig. 6C). 273 

As previously, the antiviral activity of A3G and A3F reduced MDDC infection as compared 274 

to HIV alone but enhanced the capacity of MDDC to activate the HS-CTL clone (p < 0.05). 275 

Importantly, to distinguish between exogenous and endogenous antigen presentation 276 

(derived from the viral input or from newly synthetized proteins, respectively), MDDC were 277 

also infected in the presence of RT-inhibitors (AZT+NVP). MDDC treated with RT-278 

inhibitors did not induce a significant CTL activation. As in CD4+ T cells, these results 279 

strongly suggest that in DC, the editing activity of A3G and A3F favors the generation of 280 

MHC-I restricted antigens leading to improved HS-CTL activation.   281 
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DISCUSSION 282 

 283 

In the present work, we examined the consequences of PRR-triggering of DC on 284 

immunological and virological parameters: maturation, HIV replication and quality of CTL 285 

stimulation by HIV-infected DC. We show that HIV infection induces an intermediate 286 

maturation of DC. However, PRR activation fully restores DC maturation. Only a limited set 287 

of PRR agonists (TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN ligands) influence HIV replication, 288 

highlighting that DC maturation is not systematically associated with lower viral replication. 289 

Notably, the agonists that reduce viral replication promote the expression of antiviral factors, 290 

such as APOBECs, but also enhance the capacity of infected DC to stimulate HS-CTL. This 291 

is exemplified by the magnitude and the quality of HS-CTL activation. Finally, we 292 

demonstrate that the antiviral factors A3G and A3F enhance the ability of DC to activate 293 

HS-CTL responses, thus linking innate and adaptive immunity.  294 

DC express membrane bound, endosomal or cytosolic PRR that are involved in the 295 

sensing of microbes and viruses. In pDC, previous studies have shown that the ssRNA of 296 

HIV is sensed by TLR-7/8 [42, 43]. In MDDC, the uptake of HIV leads to NF-KB activation, 297 

also through the triggering of TLR-8, and results in abortive transcription of HIV genome 298 

[23]. However, whether HIV-mediated TLR-8-activation leads to MDDC maturation is less 299 

clear [23].  In fact, the effect of HIV infection on MDDC maturation is controversial. Using 300 

single cycle virus or AZT to block productive infection, some reports have shown that the 301 

viral inoculum does not induce maturation [19, 44]. In contrast, using highly purified 302 

chemically inactivated virus, others have shown that the viral input induces, in a dose 303 

dependent manner, a partial maturation of MDDC [45, 46]. In our work, we also observed 304 

that abortive HIV infection (HIV+ART) induces an intermediate maturation of DC. The 305 

impact of productive infection of MDDC is also a matter of debate as some authors 306 

described that HIV replication induces MDDC maturation [19, 45-47] while others did not 307 

[44, 48, 49]. Using 8 MDDC preparations, we show here that HIV replication induces the 308 

maturation of MDDC with productively infected cells (HIV Gag-p24+) exhibiting a more 309 

mature phenotype. Remarkably, the treatment of MDDC with TLR-1 to -9, DC-SIGN and 310 

NOD-2 ligands further enhanced the phenotypic maturation of cells loaded or infected with 311 

the virus. 312 

PRR triggering initiates an antiviral state involving the secretion of antiviral cytokines 313 

and the expression of Interferon-stimulated genes (ISG). Some ISG including A3G, A3A, 314 

A3F, SAMHD1, Tetherin, CyPA and ADAR1 inhibit HIV replication [36]. HIV replication 315 
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in MDDC induces the expression of ISG [19]. However in HIV-infected cells, ISG 316 

upregulation is delayed as compared to PRR treated MDDC [19], potentially due to 317 

hijacking of the TBK-1/IRF3 transduction pathway [50]. Productive infection of MDDC 318 

might also, at least partially, block TLR-induced phenotypic maturation of MDDC [48]. On 319 

the other hand, TLR-3 and -4 ligands increase A3G and A3F expression limiting HIV 320 

replication in macrophages and DC [21, 24, 51]. Triggering of NOD2 also reduces HIV 321 

replication in MDDC [52]. The kinetics of PRR-triggering differentially influence viral 322 

replication: for instance, a 24h- or a short 2h-pulse with TLR-2 ligand, prior to MDDC HIV 323 

infection, has been shown to decrease or enhance HIV replication, respectively [24, 52].  324 

In our study, we decided to focus on TLR-, NOD2 and DC-SIGN ligands because i) these 325 

PRR are expressed by MDDC; ii) primary HIV infection is often associated with co-326 

infections; iii) TLR- ligands are already included in vaccine formulations; iv) TLR- ligands 327 

are currently considered as potential adjuvants for therapeutic vaccination against HIV. With 328 

the exception of the work by Thibault et al. [24] who focused on TLR-2 and TLR-4, most 329 

authors studied the impact of PRR ligands on HIV replication using fully matured MDDC 330 

(e.g. infecting 24h post PRR-treatment). In our work, MDDC were treated with the agonists 331 

during HIV loading to mimic potential HIV co-infections and more importantly vaccine 332 

administration. We show that none of the PRR agonists significantly increased HIV-333 

infection of MDDC. In contrast, DC treatment with TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN 334 

ligands induced a reduction of HIV replication. TLR-5, TLR-8 and TLR-9 agonists only 335 

slightly reduced MDDC infection. We observed an increase of transcripts encoding for the 336 

antiviral restriction factors A3G, A3A, A3F, ADAR-1 and Tetherin upon treatment with 337 

TLR-3, -4, NOD2, DC-SIGN but not TLR-6/2 ligands that does not influence replication, 338 

suggesting a potential link between the expression of these antiviral factors and the 339 

inhibition of HIV replication in MDDC. Note that other ISG, such as TRIM5 or Mx2 that 340 

influence HIV replication might also account for the inhibition of HIV replication [36].  341 

PRR triggering also regulates the capacity of DC to capture, process and present antigens 342 

to T cells [4]. TLR-signals redirect recycling MHC-I molecules to phagosomes allowing 343 

cross-presentation of antigens to CTL [53]. They upregulate mRNA translation and the 344 

expression of rapidly degraded proteins, a major source of MHC-I restricted antigens [54]. 345 

TLR-activation increases the expression of factors involved in the MHC-I restricted 346 

processing pathways such as TAP, Tapasin, and favors a switch between standard to 347 

classical immunoproteasomes in DC, potentially impacting the nature of peptide loaded on 348 

MHC-I molecules [55]. We analyzed the capacity of PRR-activated DC to present antigens 349 
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derived from incoming viral particles (exogenous presentation) or from productive viral 350 

infection, thus including newly-synthetized viral products. PRR-triggering did not influence 351 

the presentation of exogenous HIV antigens to HS-CTL. Other studies have shown that 352 

TLR- triggering differentially impact the cross-presentation of cellular antigens [7, 56]. 353 

However, the kinetics of PRR activation and PRR-triggering, per se, might have different 354 

outcome depending on the routes of antigen delivery, e.g. the presentation of MHC-I-355 

restricted HIVGag-p24 antigens derived from the viral input relies on fusion of HIV and 356 

host membranes [34]. In addition, although we used HS-CTL specific for different viral 357 

proteins (Gag-p17 and Gag-p24) and exhibiting various functional avidities, our work, with 358 

T cell clones, might underestimate the impact of PRR-triggering of CTL activation. 359 

Nonetheless, using HS-CTL clones, we demonstrate that TLR-3, -4, NOD2 and DC-360 

SIGN ligands promote CTL activation by infected DC. Signaling through these PRR favors 361 

the production of multiple cytokines/chemokines, thus showing that PRR-triggering 362 

influence CTL activation both qualitatively and quantitatively. At first sight, our results 363 

reveal a potential paradox as triggering of TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN reduced 364 

viral replication, thus reducing the source of Gag-p24 antigens, but enhanced HS-CTL 365 

responses. However, the source of MHC-I restricted viral antigens is not limited to full 366 

length proteins as misfolded or truncated proteins represent a major source of endogenous 367 

peptides for the loading of MHC-I molecules [57, 58]. In T cells, we have previously shown 368 

that A3G enhances the recognition of HIV-infected cells by HS-CTL. This phenomenon 369 

requires the enzymatic activity of A3G that introduces hypermutations in HIV genome, 370 

leading to the expression of misfolded or truncated viral proteins [22, 40]. In this study, we 371 

demonstrate that A3F also enhances the immunogenicity of infected T cells. In DC, 372 

confirming previous findings [21, 24, 51, 52], we show that the expression of A3G and A3F 373 

is strongly induced upon TLR-3, -4, NOD2 activation. We observed that DC-SIGN 374 

signaling also increases their expression. In addition, we demonstrate that in DC as in T cells, 375 

A3G and A3F when present in viral particles strongly favor CTL activation, thus providing a 376 

mechanism explaining PRR-mediated enhancement of CTL activation. Remarkably in the 377 

context of vaccinations, the induction of A3G expression correlates with the activation of 378 

polyfunctional CTL and upon challenge, to lower viral loads [59].  379 

Overall, we demonstrate that triggering of TLR-3, -4, NOD2 and DC-SIGN decreases 380 

HIV replication but in contrast enhances the quality of CTL activation mediated by HIV-381 

infected DC (Fig. 7). In DC, we highlight the role APOBEC family members in enhancing 382 

CTL activation.   383 
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MATERIAL AND METHODS 384 

 385 

Cells 386 

PBMC from the blood of HIV–seronegative donors (Etablissement Français du Sang, Paris, 387 

France) were screened by FACS for the expression of HLA-A*02 using BB7.2 antibody 388 

(Biolegends). HLA-B27-positive donors were selected using the Luminex xMAP 389 

technology [60]. Monocytes were isolated with CD14+ magnetic beads (Miltenyi Biotec) 390 

and cultured with RPMI 1640 containing 10% FBS and cytokines (GM-CSF at 20 ng/mL 391 

and IL-4 at 2 ng/mL, Miltenyi Biotec). On day 5, MDDC were infected with HIV and 392 

simultaneously treated with PRR ligands (see Fig. S1A). The SL9c2 and KK10 CD8+ T cell 393 

clones, specific for HIV Gag-p17 (SLYNVATL, aa 77–85, SL9 peptide; restricted by HLA-394 

A*0201) and for HIV Gag-p24 (KRWIILGLNK, aa 263-272, KK10 peptide, restricted by 395 

HLA-B*2705) respectively, were used for antigen presentation assays [34, 38]. T-cell clones 396 

were restimulated and expanded, as previously described [34]. At least 4 h before coculture 397 

with MDDC, T-cell clones were thawed and allowed to rest in RPMI containing 5% human 398 

AB serum. CEM-HLA*02+ cells were cultured in RPMI 10% FBS. 399 

 400 

PRR ligands 401 

TLR-1 to -9 and NOD2 ligands were purchased from Invivogen and used at the following 402 

concentrations:  Pam3CSK4 (TLR-1/2; 0.2 µg/ml); HKLM (TLR-2; 0.2x108 cells/ml); 403 

Poly(I:C) LMW (TLR-3; 2 µg/ml); E. coli K12 LPS (TLR-4; 200 ng/ml); S. Typhimurium 404 

Flagellin (TLR-5; 200 ng/ml); FSL1 (TLR-6/2; 200 ng/ml); Imiquimod (TLR-7; 0.2 µg/ml); 405 

ssRNA40 (TLR-8; 0.2 µg/ml); ODN2006 (TLR-9; 1 µM) and Muramyl dipeptide (MDP) 406 

(NOD2; 20 µg/ml). DC-SIGN ligand (ManLam, used at 2 µg/ml) was a kind gift from 407 

Olivier Neyrolles (Toulouse, France).  408 

 409 

Antibodies 410 

On day 5, the purity of immature MDDC was controlled by flow cytometry (FACScanto 411 

Flow Cytometer; BD Biosciences) using CD14-PE (clone M5E2; BD Pharmingen), and DC-412 

SIGN-APC antibodies (clone DCN46; BD Pharmingen). DC maturation was analyzed 24h 413 

or 72h post PRR-treatment using antibodies to HLA class I-FITC (clone W6/32; Sigma-414 

Aldrich), HLA-DR–PE (clone L243; BD Biosciences), CD86-FITC (clone 2331; BD 415 

Pharmingen), CD83-PE (clone HB15e; BD Pharmingen), DC-SIGN-APC, and fluorochrome 416 

matched isotype controls.  417 
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 418 

Virus and infection 419 

Viruses were produced as previously described [40]. Briefly, 293T cells were transfected 420 

with HIV YU2b or SF2Δnef proviral DNA using calcium phosphate buffer. For 421 

incorporation of A3G or A3F into viral particles, A3G and A3F encoding vectors were 422 

added to the transfection DNA mix, respectively [40]. The Gag-p24 content of all viral 423 

supernatants was measured using ELISA (PerkinElmer). MDDC were exposed to the 424 

indicated HIV strains at 250 ng/mL of p24 for 4 hours at 37°C, washed, and cultured in 425 

medium with IL-4 and GM-CSF. In the HIV+ART conditions (24h treatment of PRR-426 

ligands), DC were loaded as before with HIV but in the presence of 5 µM AZT and 1.2 µM 427 

NVP. AZT, NVP and cytokines were renewed every second day. Three day post-treatment, 428 

infection of MDDC was controlled by HIV Gag-p24 intracellular staining (KC57-RD1, 429 

Beckman Coulter).  430 

 431 

T-cell activation assay  432 

HS-CTL activation was assessed using IFN-γ ELISpot assay or intracellular cytokine 433 

staining (ICCS). For IFN-γ ELISpot, MDDC (100,000 cells per well) were co-cultured (16h) 434 

with HS-CTL (ranging from 2,500 to 10,000 CD8+ T-cells per well) and IFN-γ production 435 

measured as previously described [34]. As positive controls, MDDC were loaded (1h) with 436 

cognate peptides (1 µg/ml) and washed prior to addition of CTL. For ICCS, MDDC and T-437 

cells were co-cultured (6h) at a (1:1) ratio. Brefeldin A (5 µg/mL; Sigma) and Monensin 438 

(2.5 µg/mL; Sigma) were added 1h after setting the co-cultures. Accumulation of 439 

cytokines/chemokines in T-cells was assessed by ICCS using CD8-A405 (3B5, Invitrogen), 440 

CD4-APC-Cy7 (RPA-T4, BD), MIP1-β-FITC (24006, RD system), TNFα -PECy7 (Mab11, 441 

BD), IL-2-APC (5344.111), IFN-γ-A700 (B27, BD) and CD107a-PE-Cy5 (H4A3, BD) 442 

antibodies and Flow cytometry (BD Fortessa). Data were analyzed with FlowJo software 443 

(Tree Star). Multifunctional data were analyzed with PESTLE v1.3.2 and SPICE v3.1 444 

(Mario Roederer, ImmunoTechnology Section, VRC/NIAID/NIH). Polyfunctionality of HS-445 

CTL was evaluated as end-point measure by calculating a polyfunctional index (P-index, 1) 446 

as previously described [39]. Briefly,  447 

Polyfunctionality index = ∑
=

⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛⋅
n

i

q

i n
iF

0

 (1) 448 

where Fi is the frequency of cells performing i simultaneous functions. The 449 

polyfunctionality parameter q was set conservatively to 1. The polyfunctionality index 450 
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analysis was conducted with the FunkyCells ToolBox V.0.1.2 software package 451 

(www.FunkyCells.com). 452 

 453 

Real time RT-qPCR 454 

Total RNA of 2 million MDDC was isolated by using TRIZOL Reagent (Invitrogen), treated 455 

with RQ1 RNAse-free DNase I (Promega), and isopropanol precipitated. Four µg total RNA 456 

was reverse transcribed with oligo(dT)15 primers (Promega) using SuperScript III Reverse 457 

Transcriptase (Invitrogen). SYBR Green PCR was performed with 50 ng of cDNA templates 458 

using commercial kit (Applied Biosystems) and GeneAmp 7300 Sequence Detection System 459 

(Applied Biosystems). Each sample was analyzed in duplicates, and the amounts of 460 

templates were estimated by linear regression against the known standard and normalized to 461 

internal controls (β-actin). Primer sequences are listed in Supplemental Table 1. Positive 462 

PCR were also confirmed on agarose gel (data not shown). 463 

 464 

Statistical analysis  465 

Non-parametric Friedmans repeated measures paired one-way analysis of variance 466 

(ANOVA) tests with Dunn’s multiple testing correction, or two-way ANOVA Holm-Sidak 467 

multiple comparisons test were used to determine statistical significance at the level of 0.05 468 

(*), 0.01 (**), 0.001 (***), 0.0001 (****) for changes of the expression of maturation 469 

markers, cell infection and T-cell activation. Significant adjusted p values are depicted. 470 

Prism 6.0 (GraphPad, San Diego) was used to process all the statistical analyses.  471 
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FIGURE LEGENDS 637 

Figure 1: HIV infection does not interfere with PRR-induced maturation of MDDC.  638 

Maturation of MDDC at 24h and 72h p.i. was analyzed using antibodies to indicated cell 639 

surface maturation markers and flow cytometry. (A) Representative staining using MDDC 640 

from one individual and using TLR-4 ligand (LPS). Numbers correspond to the fold changes 641 

of HLA-I expression (MFI) to the untreated (untx) or uninfected (NI) conditions induced by 642 

HIV, LPS or HIV+LPS. (B) MDDC from 8 healthy individuals were submitted to infection 643 

and PRR-treatments (as in Fig. S1A) and the results for each maturation marker combined in 644 

a radar chart. For each marker, the means of fluorescence intensities (MFI) were normalized 645 

to untreated non-infected samples and the data expressed as fold increase. In red and green 646 

are depicted the results from HIV-loaded/infected or uninfected MDDC, respectively. 647 

Standard deviations are not depicted for clarity. Raw data are presented in Fig. S1. 648 

649 

Figure 2: Triggering of TLR-3, -4, NOD2 and DC-SIGN diminishes HIV replication in 650 

MDDC. MDDC were infected with HIVYU2b at 250ng/ml of p24. 72h p.i., viral replication651 

was analyzed by intracellular HIV Gag-p24 staining (A-C). (A) Representative staining 652 

using infected PRR-treated MDDC from one individual. MDDC were stained for HIV Gag-653 

p24 and HLA-I molecule expressions to monitor the % of infected cells and to allow a better 654 

discrimination of cells respectively. PRR agonists are indicated on the top of each blot. 655 

MDDC were gated on SSC and FSC (not shown). The number in each quadrant indicated 656 

the % of Gag-p24+ cells. This quadrant was set based on the staining of uninfected cells (not 657 

shown). (B) MDDC from 8 healthy individuals were submitted to infection and PRR-658 

treatments (as in Fig. S1A) and the results combined. (C) For each donor, the infection rate 659 

was normalized to untreated infected samples and the data expressed as fold change. In red 660 

mean percentage of infection (B) or fold change (C) (± SD). For each condition, differences 661 

of percentage of infection to the untx control were determined by a non-parametric 662 

Friedmans repeated paired one-way ANOVA test followed by Dunn multiple corrections. 663 

Significant adjusted p values are indicated (* p<0.05, **** p<0.0001). 664 

665 

Figure 3: Innate antiviral factors are upregulated upon PRR activation. 666 

Heat map of antiviral and innate factor mRNA expression. MDDC were infected with 667 

HIVYU2b in the presence of the indicated PRR-agonists (as in Fig. S1A). As control, MDDC 668 

were untreated (untx), uninfected (ni) or untreated and uninfected. The mRNA encoding for 669 
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the indicated antiviral and innate factors were quantified by RT-qPCR and normalized to a 670 

house-keeping gene. The fold increase of each transcript is compared to untx ni sample. 671 

672 

Figure 4: TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN agonists enhance HIV Gag-p17 SL9- 673 

specific CTL responses. MDDC from four HLA-A*02+ donors were loaded with HIVYU2b 674 

in the presence of AZT/NVP (ART, 24h) (A, right panel) or productively infected (72h pi) 675 

(B, middle and right panels) in the presence of the indicated PRR-agonists (as in Fig. S1A) 676 

and co-cultured with the HIV Gag-p17 SL9-specific CTL clone. Uninfected cells were 677 

treated with the PRR-ligands and loaded with SL9 peptide (1µg/ml) (A and B, left panels) 678 

prior co-culture with the clone. T cell activation was monitored using IFNγ-ELISpot. For 679 

each donor and condition (infected or uninfected), activations were normalized to untreated 680 

(untx) samples and the data expressed as fold change. As illustrated in Fig S2, number of 681 

IFN-γ producing T-cells were normalized to the number of Gag-p24+ MDDCs for each 682 

condition, normalized to untreated samples and data were expressed as fold changes (B, 683 

right panel). The results from 4 independent experiments performed with cells from different 684 

donors are presented. In green and red, means (± SD). Two-way Holm-Sidak multiple 685 

comparisons ANOVA tests were performed for all data to determine differences to the 686 

untreated samples. Adjusted significant p values are indicated (* p<0.05, **** p<0.0001). 687 

688 

Figure 5: TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN agonists improve the quality of HIV 689 

Gag-p24 KK10-specific CTL responses. HLA-B*27+ MDDC were infected with HIVYU2b 690 

in the presence of the indicated PRR-agonists (as in Fig. S1A) and co-cultured with the HIV 691 

Gag-p24 KK10-specific CTL clones (DC + HIV, 72h, middle panels). As control, 692 

uninfected cells were treated with the PRR-ligands and loaded with KK10 peptide (1µg/ml) 693 

prior co-culture with the clone (DC + KK10 peptide, left panels). T cell activation was 694 

monitored by ICCS using IFN-�, IL-2, TNF-�, MIP-1�  and CD107a mobilization. For 695 

each donor and conditions (infected or uninfected), activation levels were normalized to 696 

untreated (untx) samples and the data expressed as fold change. Bottom panels, 697 

polyfunctional activations expressed as a P-index allowing a quantitative assessment of T 698 

cell polyfunctionality. Right panels, data expressed as a ratio of percent of activated cells or 699 

P-index to percent of infected Gag-p24+ cells. The results from 3 independent experiments700 

performed with cells from two different donors are presented. In green and red, mean (± SD). 701 

Statistical analysis were performed as in Fig. 4 (* p<0.05, ** p<0.01). 702 
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703 

Figure 6: APOBEC-3G (A3G) and -3F (A3F) enhance HIV antigen presentation by 704 

MDDC. (A) Representation of the experimental procedure. Viruses were produced upon705 

cotransfection in 293T cells of HIV genome and plasmids encoding for A3G or A3F. CEM-706 

A2+ cells or MDDC were then infected. We used a Nef-deficient isolate since Nef interferes 707 

with HLA-A2 expression. CEM-A2+ cells do not express A3G, thus A3G and A3F exert 708 

their editing activity exclusively during the first cycle of replication. (B) CEM-A2+ cells 709 

were incubated with HIVSF2∆nef, or HIVSF2∆nef + A3G or HIVSF2∆nef + A3F (5 to 20 ng/mL of 710 

Gag-p24) and the kinetics of viral infection analyzed by Gag-p24 FACS staining (top panel). 711 

24h p.i., infected cells were collected and used to stimulate the SL9-specific CTL clone in 712 

an IFN-γ-Elispot (1200 CTL/well) (bottom panel). As negative control CEM-A2+ cells were 713 

also infected in the presence of ART (AZT/NVP) and co-cultured with the clones (not 714 

shown). Background IFN-γ production induced by uninfected cells was subtracted. 715 

Background IFN-γ productions by CEM-A2+ cells alone were close to zero. Activation 716 

levels with SL9 peptide–loaded cells were around 500 IFN-γ+ spots/well (not depicted). 717 

Middle panels, percentage infection and IFNγ-responses normalized to CEM-A2+ cells 718 

infected with WT HIV. Right panel, data presented as a ratio of IFN-γ+ spots to percentage 719 

infection. Each symbol represents an independent experiment. In red mean (±SD) of 5 720 

experiments. (C) As in (B) using HLA-A*02+ MDDC as target cells. From 24 to 72h p.i., 721 

infected DC were collected, stained for Gag-p24+ cells (top panel) and used to stimulate 722 

HIV Gag-p17 SL9-specific CTL clone in ICCS (bottom panel). As negative control DC 723 

were also infected in the presence of ART (AZT/NVP) and co-cultured with the clones. 724 

Activation levels induced by SL9 peptide–loaded DC were ranging from 25 to 60 % (not 725 

depicted). Middle panels data normalized to the results using HIV-infected DC. Right panel, 726 

data presented as a ratio of % activation to % infection. Each symbol represents an 727 

independent experiment using cells from different donors. In red mean (±SD) of 4 728 

experiments. Statistical analysis were performed as in Fig. 4 and adjusted p values are 729 

presented (ns: non significant, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 730 

731 

Figure 7:  Radar chart summarizing the differential impact of PRR ligands on DC, 732 

maturation, infection and HIV Ag-presentation. All calculated index (maturation, 733 

infection, IFN-γ production in ELISpot and polyfunctional index (P-Index) were assembled 734 

for each PRR ligand. 735 
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Supplementary	Figure	2	

C.	

Fold	change	to	untreated	sample	
%	responding	cells	and	Polyfunc:onal	index		to	%	
	of	Gag	p24+	cells		(ra:o	to	untreated	sample)	
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Supplementary Figure 1 (related to Fig. 1):  

Productive HIV infection enhances PRR-induced MDDC maturation. (A) Schematic 

representation of the experimental procedure. MDDC were generated from CD14+ monocytes 

using IL4 and GM-CSF. MDDC were then loaded (AZT/NVP) or infected with HIVYu2b and 

simultaneously treated with PRR agonists. HIV-loaded (24h) or infected (72h) MDDC were 

analyzed using flow cytometry for the expression of DC-maturation markers and co-cultured 

with HS-CTL clones. CTL activation was monitored using IFN-γ ELISpot assay or ICCS. 72h 

p.i. replication was also analyzed using anti-Gag-p24 antibody or ELISA (not shown). (B) 

Raw data from Fig. 1B presented as fold change of expression for each maturation markers 

for the 8 independent experiments. Data were normalized to uninfected untreated MDDC. For 

each maturation marker, mean expression (±SD) of 8 independent experiments using 8 donors 

are indicated and statistical difference to the untx ni samples were determined as in Fig 1. (C) 

Increased expression of maturation markers on productively infected MDDC analyzed and 

presented as in Fig. 1. In bold and light red are depicted the results from productively infected 

(Gag p24+) and "by-standard" uninfected (Gag p24-) MDDC from the same co-cultures, 

respectively. Individual percentages of infection are presented in Fig 2B (ranging from 4.3 to 

24.7%).  For each PRR treatment, fold change of maturation marker were compared between 

the Gag-24- versus Gag-24+ cells using a two-way Holm-Sidak ANOVA multiple 

comparison test. Adjusted significant p values are presented (* p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0.001, *** p<0.0001). 

 

Supplementary Figure 2 (related to Fig. 4): 

TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN agonists enhance HIV Gag-p17 SL9- specific CTL 

responses. Representative experiment using productively infected MDDC. MDDC from 

donor DC#2107 were productively infected in the presence of the indicated PRR-agonists (as 

in Fig. S1B). Three days p.i., viral replication was evaluated using HIV-Gag p24 intracellular 

staining (right panels) and cells co-cultured with an HIV Gag-p17 SL9-specific CTL clone 

(1000 CTL/well). T cell activation was then monitored using IFNγ-ELISpot (left panels). T 

cell activation and percentage infection were normalized to untreated (untx) samples and the 

data expressed as fold change (left and right middle panels, respectively). Relative to their 

capacity to reduce viral replication (bottom panel), TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN 

agonists enhanced (4 to 8 fold) the activation of the SL9-specific CTL clone. Background 

IFN-γ production induced by uninfected cells and treated MDDC alone were subtracted; both 

were at least 10 times lower than with SL9-specific CTL. Activation levels with SL9 peptide–
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loaded cells were around 500 IFN-γ+ spots/well (not depicted). Data are the mean (±SD) of 

triplicates using cells from the DC#2107 donor. 

 

Supplementary Figure 3 (related to Fig. 5): 

TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN agonists improve the quality of HIV Gag-p24 

KK10- specific CTL responses. Representative experiment using productively infected 

MDDC from donor DC#2107. MDDC were productively infected in the presence of the 

indicated PRR-agonists (as in Fig. S1B). Three days p.i., viral replication was evaluated using 

HIV Gag-p24 intracellular staining (not shown) and cells co-cultured with an HIV Gag-p24 

KK10-specific CTL. T cell activation was monitored by ICCS and flow cytometry using IFN-

γ, IL-2, TNF-α, MIP-1βand CD107a mobilization. (A) Representative ICCS experiment 

using TLR-4 agonist (LPS). The percentage of activated KK10 HS-CTL clones induced by 

KK10-peptide loaded or infected DC are indicated for non-treated cells (untx) and LPS-

treated cells. Background secretions induced by uninfected cells were close to zero (not 

shown). Marked boxes indicated whether the specific cytokines/chemokines or CD107a were 

positive for each condition. (B) The same data are also presented as pies showing the 

proportion of cells producing one or multiple cytokine/chemokine or marked for their 

cytolytic activity (CD107a mobilization). The total % of activated cells (mono or 

polyfunctional) and the polyfunctional indexes are also indicated for the 4 conditions tested. 

(C) Raw data from donor DC#2107 presented as percentage of responding KK10 HS-CTL 

clones and polyfunctional index (top panel) and as fold change to untreated cells (bottom left 

panel) for each PRR agonist. Taking into account to their capacity to reduce viral replication 

(bottom right panel), TLR-3, TLR-4, NOD2 and DC-SIGN agonists enhanced (3 to 17 fold) 

the activation of the KK10-specific CTL clone. The polyfunctional index follows the exact 

trend as the percentage of activation. 

 

 Supplementary Table 1 related to Fig. 3: Primers used for qRT-PCR 

 

Gene targeted Primer Gene targeted Primer
A3G Forward 5'- CCGAGGACCCGAAGGTTAC RIG-I Forward 5'- GACCCTCCCGGCACAGA

Reverse 5'- TCCAACAGTGCTGAAATTCG Reverse 5'- TCAGCAACTGAGGTGGCAATC
A3F Forward 5'- CCGTTTGGACGCAAAGAT A20 Forward 5'- TGCCCAGGAATGCTACAGAT

Reverse 5'- CCAGGTGATCTGGAAACACTT Reverse 5'- ACAAGTGGAACAGCTCGGATT
A3A Forward 5'- GAGAAGGGACAAGCACATGG ADAR-1 Forward 5'- CTTCCAGTGCGGAGTAGCG

Reverse 5'- TGGATCCATCAAGTGTCTGG Reverse 5'- ATTCATTGCGCCCGCGAG
SamHD1 Forward 5'- AAAACCAGGTTTCACAACTTCTGC CypA Forward 5'- GTCTCCTTTGAGCTGTTTGC 

Reverse 5'- TGCGGCATACAAACTCTTTCTGT Reverse 5'- CGTATGCTTTAGGATGAAGTTCTC 
Tetherin Forward 5'- AAGAAAGTGGAGGAGCTTGAGG TREX1 Forward 5'- GCATCTGTCAGTGGAGACCA

Reverse 5'- CCTGGTTTTCTCTTCTCAGTCG Reverse 5'- AGATCCTTGGTACCCCTGCT
MDA5 Forward 5'- GGTCTGGATATTAAAGAATGTAACATTGTTATC MxA Forward 5'- GCCGGCTGTGGATATGCTA

Reverse 5'- CCAGGACGTAGGTGCTCTCATC Reverse 5'- TTTATCGAAACATCTGTGAAAGCAA
Actin-B Forward 5'- TCCTTCCTGGGCATGGAGT

Reverse 5'- AGCACTGTGTTGGCGTACAG
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