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RESUME

Plus de 30 ans apres la découverte du virus de I’immunodéficience humaine (VIH),
entre 20 et 30% des patients sous trithérapie anti rétrovirale (TARV) ne récupérent pas un
taux normal de lymphocytes (LT) CD4, ce qui est associé¢ a une plus grande morbi-mortalité.
Il existe de nombreux résultats discordants dans la littérature concernant le role joué par
I’activation immunitaire des LT CD4 et CDS, ainsi que des incertitudes sur celui des LT
régulateurs (Treg), dans cette non réponse immunologique (NRI).

Dans le but de clarifier les liens entre NRI, activation immunitaire et Treg, nous avons
formulé deux hypothéses : (i) il existe un lien entre le pourcentage de Treg, 1’activation
immune des LT CD4 et/ou LT CD8, et NRI; et (ii) le pourcentage de Treg mesuré a
I’introduction de la TARYV est utilisable en tant que marqueur indépendant de risque de NRI a
la TARV.

Afin de tester nos hypothéses, nous avons dans un premier temps amélioré le phénotypage des
Treg en pratique quotidienne, d’abord en comparant différents phénotypes de Treg, puis en
validant dans des échantillons cliniques une nouvelle méthode de marquage de FoxP3
intracellulaire en un temps. Puis nous avons analysé dans une ¢tude transversale les liens
entre NRI, activation immune, différentes sous populations de Treg et la détection d’une
virémie résiduelle, au sein d’une population de patients infectés par le VIH-1, en succes
virologique sous TARV depuis de nombreuses années. Les facteurs prédictifs associée a la
NRI ont été analysés au moyen d’une analyse multivariée. Nous avons parallélement étudié
au moyen d’une étude prospective le réle pronostic de la mesure du pourcentage de Treg a
I’introduction de la TARYV, sur la réponse immune en LT CD4 dans les 2 ans suivant le début
du traitement.

Nous avons montré que la NRI aprés 7 ans de TARV en moyenne était associée de fagcon
indépendante au nadir de LT CD4 et au pourcentage de Treg. Nous avons retrouvé une
augmentation significative de 1’activation immune des LT CD4 en cas de NRI, mais pas des
LT CDS8. Enfin, nous avons montré que le pourcentage de Treg était, avec le nadir de LT
CD4, un facteur prédictif de NRI dans les 2 ans suivant le début de la TARV, et que son

impact sur la réponse immune était d’autant plus marqué que le nadir de CD4 était bas.
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La mesure du pourcentage de Treg a I’introduction de la TARV pourrait étre un outil simple
et facilement utilisable en routine pour mieux cibler les patients a risque de NRI, en
association avec la mesure du nadir des LT CD4. Un suivi de la cohorte permettra de
confirmer ces résultats a plus long terme. D’autres études devront étre conduites, en se
focalisant sur les patients avec un nadir de LT CD4 bas, ainsi que chez des patients plus agés,

afin d’explorer les interactions entre immunosénescence, activation immune et Treg.

Mots clés : VIH ; Lymphocytes T régulateurs ; Non réponse immunologique ; Activation

immune ; Nadir CD4
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ABSTRACT

More than 30 years after the discovery of HIV, between 20 and 30% of patients on
highly active antiretroviral therapy (ART) do not recover normal levels of CD4 T
lymphocytes (CD4). This immunological non response (INR) to ART is associated with an
increased morbidity and mortality. There are many conflicting results in the literature related
the role of T cells immune activation of T regulator cells (Treg), in INR. In order to clarify the
links between INR, immune activation and Treg, we made two hypotheses: (i) there is a link
between Treg’s percentage, immune activation of CD4 and / or CD8, and INR; and (ii) the
percentage of Treg measured at ART introduction can be used as an independent predictor for

INR.

To test our hypotheses, we initially improved the immunophenotyping of Treg in daily
practice, by comparing different Treg’s phenotype, and by validating in clinical samples a
new « one step» staining method of intracellular FoxP3. Then we analyzed in a cross-
sectionnal study the links between INR, immune activation, different Treg’s subpopulations
and detection of very low level viremia, in a population of HIV-1 infected patients, under
suppressive ART for many years. Predictive factors associated with the INR were analyzed
using multivariate analysis. Simultaneously, we performed a prospective study to analyse the
prognostic role of Treg’s percentage at ART introduction on the CD4 reconstitution within 2

years.

We have shown that INR after 7 years of ART was independently associated with CD4 nadir
and Treg’s percentage. We found in INR patients a significant increase of CD4 immune
activation, but not of CD8. Finally, we showed that the Treg’s percentage and the CD4 nadir
were independant predictors of INR within 2 years from the start of ART. The effect of Treg
at baseline on CD4 evolution was as lower as the CD4 nadir was higher.

Measuring the percentage of Treg at ART introduction could be a simple and easy tool to use
in daily routine. It could help to better target patients at risk of INR in association with the
measurement of CD4 nadir. A follow-up of the cohort will confirm these results in the long
term. Further studies will be conducted, focusing on patients with a low CD4 nadir, and on
older patients, in order to explore the interactions between immunosenescence, immune

activation and Treg.
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Keywords: HIV; T regulatory cells; immunological non response; Immune activation; CD4

nadir
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INTRODUCTION

En 1981, avec les premiers cas de pneumocystose pulmonaire, apparaissent les
premiers symptomes d’une maladie qui sera bientdt connue sous le nom de syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA)(1). Une équipe francaise découvre en 1983 le virus

responsable, nommé virus de I’immunodéficience humaine (VIH).

Il s’agit d’un rétrovirus, de la famille des lentivirus, qui dérive probablement d’un
virus simien (2). Il existe 2 sous-types viraux, le VIH-1, trés majoritaire, et le VIH-2. Ce virus
entraine une déplétion progressive en lymphocytes T CD4 (LT CD4), cellules centrales dans
la défense immunitaire anti infectieuse et anti tumorale, et conduit en moyenne en une dizaine
d’années au SIDA, caractérisé par la survenue d’infections opportunistes et de cancers, et au

déces de la personne infectée (3).

Depuis sa découverte, on estime que 78 millions de personnes ont été infectées dans le
monde, dont 39 millions sont décédées de complications liées a la maladie. En 2013, 35
millions de personnes dans le monde vivraient avec le VIH, avec la méme année 2.9 millions
de nouvelles infections, et 1.6 millions de déces. Seules 37% des personnes infectées ont un
acces aux traitements (4). Une évolution progressive des connaissances scientifiques a conduit
a une meilleure compréhension des mécanismes de cette lymphopénie progressive, faisant
intervenir 1’effet cytopathogéne propre du virus, mais accordant une place de plus en plus
prépondérante aux conséquences de 1’état d’hyper activation immunitaire (5)(6). Dans ce
contexte, de nombreuses équipes se sont intéressées au role que pouvaient avoir les
lymphocytes T régulateurs (Treg), une sous population de LT CD4 possédant des fonctions

suppressives contre les cellules T activées (7)(8).

L’utilisation a partir de 1996 des premicres trithérapies antirétrovirales hautement
actives (TARV) permettent alors une réduction drastique de la morbi-mortalité des personnes
traitées (9). Cependant, malgré un arrét de la réplication virale, la restauration immunitaire
n’est pas obtenue chez I’ensemble des patients. Ce phénomene est dénommé « réponse
discordante a la TARV », ou «non réponse immunologique » (NRI)(10). Les patients

présentant une telle réponse discordante présentent alors une morbidité et une mortalité

15



augmentée, par rapport aux patients répondant a la fois virologiquement et

immunologiquement a la TARV(11).

Le but de cette theése ¢était d’évaluer les paramétres associés a une non réponse
immunologique a la trithérapie anti rétrovirale. Sur la base d’un travail d’analyse
bibliographique (partie 1), de nombreuses discordances sont apparues concernant 1’activation
immune, les Treg et la NRI chez les patients infectés par le VIH. Nous avons ainsi orienté
notre travail sur I'importance des Treg dans cette situation (partie 2). Afin d’explorer
I’hypothése d’un role de ces cellules dans la NRI, nous avons conduits deux types d’études de
recherche clinique : une étude transectionnelle permettant d’envisager simultanément de
nombreux parametres et en particulier les sous-populations de Treg, et une étude prospective

permettant le suivi de patients sur une période de deux ans.
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I. VIHET IMMUNITE

A. Infection par le VIH : mécanismes conduisant a la lymphopénie T
CDh4

L’infection par le VIH induit une diminution progressive de la valeur absolue des LT
CD4, et une perturbation de leur capacité de réponse immune (12)(13). La perte moyenne des
LT CD4 est estimée a4 50 cellules/mm’/an (14)(15), conduisant en moyenne en une dizaine
d’année au stade SIDA (3). La demi-vie des LT CD4 est estimée in vivo entre 1 et 2 jours,
avec une destruction quotidienne de 1x10°-10° cellules par jour (15)(14). Les mécanismes
physiopathologiques conduisant a la perte des LT CD4 infectés et non infectés sont

complexes, et font intervenir différents mécanismes.

a) Epuisement du systéme immunitaire, ou déséquilibre entre

destruction et défaut de production ?

Certains auteurs ont proposé au milieu des années 1990 que le remplacement des cellules
infectées et détruites massivement par le virus se faisait par une augmentation considérable du
nombre de LT CD4 produits (multiplication du taux de LT CD4 par 70)(15)(14). En partant
du postulat que le systéeme immunitaire n’est capable de produire qu’un nombre limité de LT
CD4 au cours de la vie d’un individu, cette régénération permanente et intense pourrait
conduire au bout de plusieurs années a un €puisement du systéme immunitaire, et a une

lymphopénie profonde.

Cependant il a été montré par d’autres auteurs qu’au cours de I’infection chronique par le
VIH, ce « turn-over » des LT CD4 n’était finalement que peu augmenté par rapport a ce qui
¢tait précédemment suspecté (16)(17)(18). Il a alors été proposé¢ un modele dans lequel la

diminution progressive des LT CD4, conduisant a la déplétion absolue, serait due a un
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déséquilibre entre une destruction des LT CD4 (phénoméne mineur, mais progressif), et & un
dysfonctionnement important de la capacité¢ centrale de régénération (19)(20)(21). Ceci

pourrait s’expliquer par I’infection directe des tissus thymiques et médullaires par le VIH
(22).

b) Destruction des cellules infectées par le VIH

Au cours du VIH, le déclenchement de 1’apoptose et la survenue de la mort cellulaire
des cellules infectées sont li€s a de nombreux mécanismes. Il a été montré de nombreuses et
complexes interactions entre les protéines virales, et la régulation des mécanismes pro-
apoptotiques intrinseques et extrinseques de la cellule infectée (23)(24). L’apoptose peut
résulter de I’entrée du virus dans la cellule, de la réplication virale intracellulaire, ou du
bourgeonnement viral a la surface de la cellule a la fin de son cycle réplicatif (Cf. Figure 1)
(25). La destruction directe des LT CD4 est particulierement intense lors de la période de
primo-infection, ou elle est surtout observable dans les ganglions lymphatiques et au sein de
la muqueuse du tractus gastro-intestinal (26). L’infection préférentielle des LT CD4 dans les
tissus muqueux est liée a leur niveau important d’expression de CCRS, qui est le corécepteur
majoritairement utilisé par le VIH au stade précoce de la maladie pour infecter les
lymphocytes T CD4 (27)(28). Aux stades plus tardifs de la maladie, I’apoptose peut
également étre déclenchée par la formation de syncytias, phénomene qui résulte des
interactions entre des glycoprotéines d’enveloppe virales gpl120 et gp41 (exprimées a la
surface des cellules infectées) avec la membrane des cellules infectées ou non infectées

(29)(30).
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Figure 1. Différentes étapes du bourgeonnement du VIH a la surface d’un

lymphocyte (Microscopie électronique)(31).

Enfin, il existe également une participation importante de 1I’immunité antivirale,
spécifique (immunité¢ cellulaire, ou cytotoxicité dépendante des anticorps) ou innée

(macrophages), dans la destruction des LT CD4 infectés (32)(33)(34)(26)(35).

¢) Apoptose des cellules non infectées

Cependant, il a ét¢ montré que seulement 1% des LT CD4 circulants étaient infectés
par le VIH. Ainsi, ces nombreux mécanismes de destruction des cellules infectés ne peuvent
suffirent a expliquer la profonde lymphopénie caractéristique de la maladie (34)(5). De plus,
il a été retrouvé un nombre anormalement important de cellules apoptotiques au niveau
sanguin périphérique chez des patients infectés, et que ceci concernait des LT CD4 infectées
(cf. ci-dessus) mais aussi et surtout principalement des LT CD4 non infectées par le virus
(36). De méme, la proportion de lymphocytes a courte demi-vie est augmentée chez les
patients infectés par le VIH, par rapport a des individus non infectés (37). L’infection par le
VIH, avec une production quotidienne de 10'°nouveaux virions par jour, induit cette hyper
activation pathologique du systéme immunitaire: les cellules T CD4 et CD8 activées, mais
non infectées, subissent plusieurs cycles de division cellulaire et meurent par apoptose
(15)(38).

19



Cette apoptose des cellules non infectées est un mécanisme important de la perte des
LT CD4 au cours de I’infection chronique, et un facteur important de progression vers le stade
SIDA (39). 1l existe plusieurs voies d’apoptoses cellulaires décrites, certaines impliquant une
perte préférentielles des LT CD4, mais aussi des LT CDS8 (ex : Fas-Fas ligand, voie des
caspases, apoptose spontanée, TNF et TRAIL-R...)(40)(41)(42) (43).

L’importance de 1’activation immune dans la pathogenése du VIH est illustrée par
I’observation que les primates africains infectés par le SIV (simian immunodeficiency virus),
endémique dans leur lieu de vie, tolérent des niveaux importants de réplication virale, sans
progression vers l’immunodéficience ou la survenue d’infections opportunistes. Il est
constaté, chez ces animaux (hotes naturels de ce virus SIV), a la phase chronique de la
maladie, des niveaux trés faibles d’activation immune. L’infection par le méme virus de
macaques asiatiques résulte en une maladie similaire a celle observée chez 1’humain, avec
I’évolution vers une immunodéficience sévere et I’incapacité a réguler négativement 1’hyper

activation du systéme immunitaire (44)(45).

d) Progression de la maladie, lymphopénie et sous populations

lymphocytaires

Chez I’homme, au stade le plus avancé de la maladie, I’activation immune est majeure,
avec une augmentation tres significative du pourcentage de cellules en division, et une
lymphopénie profonde (46). Mais les différentes sous populations lymphocytaires ne sont pas
affectées dans les méme proportions par cette lymphopénie. Il a fréquemment été montré une
diminution de la proportion de cellules naives au profit de la proportion de cellules mémoires,
parallelement a une augmentation du pourcentage de cellules T activées (47)(48)(49)(50)

(51)(52)(Figure 2).
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Figure 2. Dynamique des sous populations lymphocytaires au cours de

I’infection par le VIH.

Le déclin de la population LT CD4 concerne principalement initialement le
compartiment des LT CD4 «naifs » (CD4+CD45RA+), au profit du compartiment LT
CD4 «mémoire» (CD4+CD45RO+)(52)(53). D’autre part, ’expansion initiale du
compartiment T CD8 résulte de la prolifération rapide des LT CD8 «mémoires» (CD45RO+)
et des CTL (lymphocytes T cytotoxiques) CD8 «activés» (CD38+HLA-DR+) (cf.
infra)(54), alors que la population de LT CDS «naifs » diminue a une vitesse semblable a
celle des LT CD4 naifs (55). Le déclin des LT CD4 et CD8 mémoires, relativement faible
au début de I’infection, s’accentue a mesure que I’infection progresse vers le SIDA. Outre
la baisse quantitative des populations lymphocytaires et son impact sur la fonction
immunitaire, le déclin des lymphocytes T naifs et mémoires a pour conséquence de
restreindre la diversité du répertoire des cellules T, ce qui contribue également a

I’timmunosuppression (56).

B. Infection par le VIH : activation immune

L’activation immunitaire, cellulaire et humorale, est donc une importante
caractéristique de l'infection par le VIH-1, qui participe de fagcon majoritaire aux mécanismes
immunopathologiques complexes aboutissant au stade SIDA. Elle regroupe I’ensemble des
manifestations dysimmunitaires incluant 1’augmentation de l'expression des marqueurs de
prolifération et d'apoptose, des marqueurs d’activation, une augmentation du renouvellement
cellulaire avec régulation aberrante du cycle cellulaire, de la production de cytokines pro-

inflammatoires (IL6, TNF a, CRPus...), augmentation de la fibrose du tissu lymphoide...
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Deux équipes différentes ont montré, en comparant la longueur moyenne des
téelomeres de LT CD4 et de LT CD8 de patients infectés par le VIH, que le taux de
prolifération des LT CDS8 était plus important que celui des LT CD4 (16)(57). Ainsi, avec la
progression de la maladie, il est observé une perte préférentielle des cellules LT CD4 et une

prolifération accélérée des LT CDS, objectivable par une diminution du ratio CD4/CDS8 (58).

L’activation des LT CD8 s’accompagne d’une augmentation de [’expression
d’antigenes de surface, dont CD38 et HLA-DR (59)(60)(48)(52). Cependant, le marqueur
HLA-DR ¢était plus exprimé chez les patients infectés asymptomatiques, alors que le
marqueur CD38 était plus représentatif des stades plus avancés de la maladie, y compris le
stade SIDA. Il a été observé une corrélation entre le niveau de cytotoxicité¢ des LT CDS8 et le
niveau d’expression de CD38 ou d’HLA-DR chez les patients infectés, a différents stades de
la maladie (48)(51).

Concernant les LT CD4, un plus grand nombre de cellules exprimant HLA-DR est
retrouvé chez les patients infectés par rapport aux patients sains (49). Il existe une corrélation
significative entre le niveau d’expression de HLA-DR par les LT CD4, et la gravité clinique
de la maladie (50). Enfin, il a ét¢ montré des corrélations entre divers marqueurs plasmatiques
d’activation immune, la lymphopénie LT CD4, et la charge virale plasmatique ou la

progression clinique de la maladie (61)(62)(63).

Cette activation cellulaire est délétere pour le systéme immunitaire. Elle permet
d’expliquer par exemple les désordres cytokiniques et les lymphadénopathies persistantes,
I’état d’anergie immunitaire (les cellules déja hyper stimulées deviennent incapables de
répondre a un antigéne), ou encore 1’incapacité a générer une réponse immunitaire mémoire
en perturbant I’homéostasie lymphocytaire, et ce bien avant la survenue d’une lymphopénie

majeure et des infections opportunistes caractérisant le stade SIDA (64)(65)(66).

De plus, cette activation immune favorise la lymphopénie, mais aussi la réplication
virale (le virus se répliquant dans les cellules LT CD4 activées) et donc la progression de la
maladie (67)(68)(69). Ainsi, la mesure de l’activation immune est un facteur prédictif

indépendant de la perte des LT CD4, et de la progression de la maladie (6)(70).
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Les causes de 1’activation immunitaire au cours du VIH sont multiples. En plus de
I’hyperstimulation de syst¢éme immunitaire par le grand nombre de virions produits
continuellement, ont été discutées les autres stimulations antigéniques infectieuses, telles que
les herpes virus, dont le CMV, mais aussi la translocation bactérienne digestive. L’infection
virale chronique favorise la translocation perpétuelle des bactéries et de produits
immunostimulateurs a partir de la lumicre intestinale, et qui participent a I’hyperstimulation
du systéme immunitaire, ainsi qu’a 1’aggravation de la lymphopénie LT CD4 (71). En effet,
I’infection par le VIH altere Dl'intégrit¢ de la barriere intestinale, qualitativement et
quantitativement (apoptose des entérocytes, rupture des « tight junctions »). Elle entraine une
modification de la flore microbiennes et favorise la prolifération de bactéries plus agressives
(72), la diminution locale des LT CD4, des Th17, I’augmentation des Treg, et la diminution

des capacités phagocytaires des macrophages (73).
C. Mécanismes de régulation/controle de la lymphopénie

L’interleukine 7 (IL-7), produite par les cellules stromales de la moelle osseuse et du
thymus, est une cytokine centrale dans le fonctionnement des LT CD4 et CD8. Elle est
impliquée dans la thymopoiese, la prolifération des LT CD4 naifs, et la survie a long terme

des LT CD4 mémoires (74)(75)(76)(77)(78)(Figure 3).
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Figure 3. Effets de I’IL-7 sur les compartiments cellulaires des LT
CD4 et des LT CDS, centraux et périphériques (79).
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Chez les patients lymphopéniques (incluant patients infectés par le VIH, les greffés de
moelle, patients sous chimiothérapies), il existe une augmentation de la production d’IL-7,
permettant I’augmentation de la prolifération cellulaire, des taux de lymphocytes (80)(81),
I’augmentation du métabolisme cellulaire, la diminution de la production de facteurs pro-
apoptotiques, et I’augmentation de production de facteurs anti-apoptotiques (82)(76). Ceci a
été notamment décrit chez les patients infectés par le VIH (83)(84)(85). Chez ces patients, il
existe une corrélation inverse entre le taux de LT CD4 naifs et les taux sériques d’IL-7

(80)(86).

Cependant, ce mécanisme de rétrocontrdle positif est inefficace pour restaurer un taux

normal de lymphocytes T CD4, chez les patients virémiques.

Ceci s’explique en partie par ’effet différent de I’activation immune d’une part, et de la
prolifération cellulaire induite par le virus d’autre part, sur I’expression des chaines du
récepteur a I’IL-7. Effectivement, ce récepteur, IL-7R, est composé de deux chaines : (i) IL-
7Ra (CD127) et (i) IL-7Ryc (CD132). Cette deuxieme chaine sert également a d’autres
cytokines importantes dans la prolifération cellulaire, comme I1L-2, IL-4, IL-9, IL-15, and IL-
21 (87)(77). Or ces 2 chaines sont régulées par des mécanismes différents : I’expression de
CD127 est diminuée en cas d’activation de la cellule via le TCR (T Cell receptor), ou par voie
cytokinique (incluant I'IL-7 elle méme), alors que CDI132 est augmenté dans ces méme
conditions (88)(76)(89) (90). Dans ces conditions, I’action de I’IL7 sera donc diminuée.

De plus, la liaison de I’'IL.-7 avec son récepteur provoque par rétrocontrdle négatif une
diminution de la densité en surface de la cellule en IL-7R (91). Enfin, I'IL-7 pourrait favoriser
la réplication du VIH dans les LT CD4, en augmentant le nombre de cibles cellulaires du
virus en périphérie, mais aussi au niveau des thymocytes, et donc pourrait pérenniser

I’ensemble des mécanismes conduisant a la lymphopénie (92)(93).
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II. TREG ET INFECTION PAR LE VIH

A. Généralité sur I’'induction et la régulation de la réponse immune

Les réponses immunes aux antigénes du soi et aux antigénes étrangers sont contrdlées
par de complexes interactions entre divers médiateurs cellulaires et humoraux de I’'immunité

innée et acquise.

Les cellules T CD4 naives subissent une prolifération clonale apres activation par
la cellule présentatrice effectrice via le TCR, le corécepteur CD4 et les molécules co-
stimulatrices. Puis les cellules filles se différencient en différentes cellules effectrices
(Ex : Thl, Th2, Th17) capables d’élaborer des réponses différentes selon I’antigene
inducteur de la réponse immune, et donc selon les cytokines présentes au moment de
I’activation initiale : les bactéries extra cellulaires et les champignons induisent une
polarisation Th17, les agents intracellulaires une polarisation Thl et une production
d’interféron gamma, et les helminthes entrainent une production d’IgE et I’activation des
éosinophiles via une polarisation Th2 (94-96). Chaque lignée de lymphocyte T dépend de
I’expression et de la régulation d’un facteur de transcription spécifique : RORyT pour les

Th17, T-bet pour les Th1 et GATAS3 pour les Th2 (97,98).

D’une part, le systtme immunitaire doit donc €tre capable de déclencher cette
réponse immune efficace contre un antigene étranger, mais pas contre un antigene du soi.
D’autre part, chacune de ces réponses inflammatoires doit étre régulée, car
potentiellement délétere pour les tissus, afin que la réponse soit stoppée apres éradication
du pathogene, ou lorsque le bénéfice induit par le controle du pathogene est contrebalancé

par la destruction tissulaire résultant de I’inflammation induite.

Les cellules T régulatrices (Treg), ont un role central dans le maintien de la tolérance
du soi, le maintien de ’homéostasie cellulaire, dans la régulation de la réponse immune aux

agents infectieux et dans I’immunité anti tumorale.

25



B. Généralité sur les Treg

Les Treg sont une sous population de lymphocytes, constituant entre 1 et 10% des LT

CD4 circulantes (99). Deux sous populations sont décrites (Figure 4).
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Recognition
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Figure 4. Production des Treg FoxP3+, dans le thymus (Treg naturels, nTreg), et
en périphérie (Treg induits, iTreg).

Les « Treg naturels» (nTreg) sont des cellules qui se développent dans le thymus
aprés I’expression du facteur de transcription FoxP3. La cytokine clef pour le développement,
I’homéostasie des Treg et leurs fonctions est I’'IL2 (100), peut-étre de fagon paracrine apres
production par les cellules CD4+Foxp3- (101)(102). Des signaux issus du TCR, de molécules
costimulatrices et de I’[L-2 sont nécessaires pour le développement des Treg (103). D’autres
molécules semblent importantes, comme la sphingosine-1-phosphate (S1P, dont le récepteur
est sur exprimé chez les Treg, et qui jouerait un réle dans la prolifération et la survie)(104), ou

encore le CD44 (pour la prolifération)(105).

Les «Treg induits » (iTreg) résultent de la conversion périphérique des LT

CD4 effecteurs (FoxP3-), comme montré in vitro (106), ou in vivo chez la souris dans les
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« sites inflammatoires », par exemple en cas de colite (107), ou dans les organes transplantés

(108).

La régulation de ’homéostasie des Treg différe de celle des LT CD4 conventionnels.
Les Treg ont une augmentation de I’expression de CD25/IL2-R, et une diminution de
I’expression de CD127/IL-7R (109)(110). Ils sont donc plus sensibles a I’action de I’'IL2, et
moins a celle de ’IL7. Cependant, des publications récentes suggerent que I’IL7 pourrait

jouer un role dans la différentiation et la survie des Treg, in vivo (111)(112)(113).

C. Modes d’action des Treg

Les Treg ont un répertoire antigénique aussi étendu que les cellules T effectrices. Ils
sont capables de contrdler la pathogénicité des lymphocytes T auto réactifs, en inhibant les
réponses immunitaires spécifiques (114,115)(116). Ainsi, I’absence de Treg conduit a
I’apparition d’une défaillance multi-organe en lien avec une auto immunité, sévere et fatale,
chez la souris (117,118). Ceci démontre I’inefficacit¢ des autres mécanismes immuno-

régulateurs dans le controle des lymphocytes T auto réactifs, en I’absence de Treg.

En dehors de ce role « anti-auto-immunité », les Treg sont capables de restaurer
I’homéostasie cellulaire au cours des réponses polarisées Thl, Th2 et Thl7 apres une
stimulation antigénique par antigene étranger (Figure 5). In vivo, il a été montré une
augmentation progressive de la concentration en Treg dans les jours suivant une stimulation
antigénique dans les ganglions lymphatiques, au contact des zones riches en cellules T

effectrices, et capable de limiter la réponse immune a cet antigéne (119).
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Figure 5 : Différentiation des cellules T naives (Ty), en différentes

sous-populations de cellules effectrices : Tyl7, Tyl, Ty2, T,

induits (iTg).

Les mécanismes par lesquels les Treg controlent spécifiquement les réponses
Thl, Th2 et Th17 ne sont pas completement élucidés, mais sont complexes et

multiples ; certains de ces mécanismes sont capables d’induire 1’apoptose de la

cellule T effectrice ciblée (Figure 6 et Tableau 1).

Perfom
. Inhibited
ApOoptosis dmmm— Q o ® ’O activation

GnnoncB o * . D Mamirane-tethered

ADP
Yy ey Collcycle
A2AR : arrest
Inhibited e °le
-2
activation € e
Death due to
cytokine deprivation

Figure 6. Mécanismes d’action des Treg. Les Treg induisent une suppression de I’activité des LT

effecteurs (Teff), par des mécanismes multiples, contact-dépendant ou contact-indépendant (120).
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Key molecule(s) Function

Mechanisms of contact-dependent suppression
CTLA4 Downregulation of APC co-stimulatory function
Interaction with CD80 and CD86 on conventional T cells
CD73-CD39 Hydrolysis of inflammatory extracellular ATP
LAG3 Induction of inhibitory signalling through MHC class |l molecules

Granzyme B (mouse) and Lysis of conventional T cells
granzyme A (human)

CD95-CD95 ligand Induction of apoptosis in conventional T cells
Mechanisms of cytokine-mediated suppression

TGFB and LAP Induction of FOXP3 in conventional T cells
IL-10 Attentuation of DC function

Conversion of conventional T cells to T 1 cells

Galectin 1 Cell cycle arrest and apoptosis in conventional T cells
CD25 Adsorption of IL-2
IL-35 Induction of conventional T cell expression of IL-35by T, _ cells

enhances suppression (IL-35 is not expressed by human Tng cells)

Tableau 1. Mécanismes de ’action suppressive des Treg. APC, antigen-presenting
cell; CTLA4, cytotoxic T lymphocyte antigen 4; DC, dendritic cell;, FOXP3,
forkhead box P3; IL, interleukin; LAG3, lymphocyte activation gene 3; LAP,
latency-associated peptide; TGFp, transforming growth factor-f; Treg, regulatory T
(121).

D. Phénotypage des Treg

Les Treg expriment de facon constitutive le CD25 (IL-2Ra) (122). Cependant, le
marqueur CD25 ne peut a lui seul différencier les Treg des LT CD4 conventionnels
effecteurs activés. Ils sont surtout caractérisés par 1’expression du facteur de transcription
FoxP3, qui joue un rdle clé dans leur développement et leur activité suppressive (123). Le
marquage de FoxP3 est un marquage intracellulaire. Il nécessite, avec la technique de
référence la plus répandue actuellement, plusieurs étapes de lavage cellulaire, de
centrifugation et de perméabilisation. La durée de la procédure est de 200 minutes (124).
L’ensemble de ces considérations rend complexe 1’étude des Treg CD4+CD25+FoxP3+ sur
de grandes populations de patients, ou lors d’études prospectives avec un nombre important
d’échantillons biologiques. Ainsi, la plupart des études portant sur les Treg dans le VIH ont
été conduites avec un petit nombre de patient, et il existe trés peu d’études prospectives

(125)(126).
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Du fait de ces difficultés techniques, des marqueurs de substitution ont été étudiés. En
particulier, le marqueur CD127, exprimé faiblement a la surface des Treg, permet également
de distinguer les Treg des autres sous populations de LT CD4. Effectivement, il a été montré
que les cellules CD4+CD25++CD127- expriment FoxP3, et sont capables d’exercer une

activité suppressive in vitro (110).

Cependant, les LT CD4 activés effecteurs peuvent eux-aussi exprimer FoxP3
transitoirement. Ils expriment le CD25, et diminuent I’expression du CD127. Enfin, les Treg
activés peuvent diminuer leur expression de FoxP3. Ces variations phénotypiques rendent
complexe I'identification des Treg, et la distinction avec les LT effecteurs activés, au cours de
I’infection par le VIH, du fait de 1’activation immune, de la lymphopénie, et des conséquences
déja discutées de ces perturbations immunitaires sur les mécanismes de rétrocontrole,
d’expression des cytokines et des récepteurs CD25 et CD127 (127)(128) (129)(76)(130)(131).

Cependant, pour certains auteurs, le phénotype CD4+CD25+CD127- est un bon
phénotype de substitution pour les Treg au cours du VIH, chez les patients virémiques

(125)(132), mais ceci est discuté par d’autres (133)(Figure 7).
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Figure 7. Le phénotype de substitution CD4+CD25+CD127- est pour certains auteurs un bon marqueur des Treg
chez les patients VIH, virémiques ou avirémiques, avec une bonne corrélation avec le phénotype de référence
CD4+CD25+FoxP3+ (a gauche) (132). Pour Del-pozo et al, une perte de la corrélation entre les 2 phénotypes

est observé chez les patients virémiques (a droite) (133).
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De nombreux autres marqueurs ont été utilisés pour caractériser les Treg : CTLA-4

(cytotoxic-T-lymphocyte-associated antigen) (134), CD62L (L-selectin )(135), CD103 (E-

integrin)(136), GITR (glucocorticoidinduced tumor necrosis factor receptor)(137), GARP

(glycoprotein A repetitions predominant)(138)(Cf. Tableau 2).

Transcription Activation
and memory

factor

FOXP3

Lackof CD127

Homing and
origin

CD62L

CCR4

CCR6

CCR9

CD103
CD304

CD31

Lack of CD49d

Suppressive
and effector
function

CTLA4

ICOS
CD39-CD73
LAP
Granzyme B
Galectin 1
Galectin 10
TRANCE
CD80 and CD86
IL-10

IL-17

CD2

Lack of IL-2

Apoptosis,
survival or
other

CD27
0OX40
CD95
PD1

GITR
Galectin 3
GARP
MS4A4B
IL-1R
CDe6

Tableau 2. Les marqueurs des Treg. CCR, CC-chemokine receptor; CTLA4,

cytotoxic T lymphocyte antigen 4; FOXP3, forkhead box P3; GARP, glycoprotein A

repetitions predominant;

GITR, glucocorticoid-induced TNF-receptor-related

protein; ICOS, inducible T cell co-stimulator; IL, interleukin; LAP, latency-

associated peptide;

MS4A4B, membrane-spanning 4-domains,

subfamily A,

member 4B; PDI, programmed cell death 1; R, receptor; TRANCE, TNF-related

activation-induced cytokine; Treg, regulatory T (121).

E. Les Treg en pathologie infectieuse

Le role des Treg est central dans la régulation de la réponse aux antigénes étrangers. Selon les

situations cliniques, il a été rapporté un role bénéfique ou délétere, favorisant la chronicité ou

la gravité de la maladie, ou au contraire en limitant son expression clinique (Figure 8).
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Figure 8 : Les Treg sont induits au cours des infections pour réguler
la réponse immune et contrdler I’hyper activation qui pourrait étre
délétére. Dans certaines infections virales, les Treg pourraient
favoriser la chronicité de 1’infection, en diminuant les capacités anti
infectieuses de 1’hote (139).

Chez des patients en choc septique, il a été rapporté un effet délétere d’une
augmentation des Treg (124); ces effets étaient contrés par le blocage des Treg dans des

modeles murins (124,140).

Une étude a montré que le nombre de Treg CD4+CD25+CD127- était augmenté dans
le sang et au niveau du foyer infectieux chez des patients infectés par Mycobacterium
tuberculosis, et que ces cellules étaient capables ex-vivo d’inhiber les productions
d’interféron gamma et d’IL-10 en réponse au BCG (141). Il a aussi été montré une
augmentation des Treg chez des patients avec une tuberculose pulmonaire, et une diminution
apres un mois de traitement, par rapport a des patients sains (142). Ces éléments sont en
faveur d’un role délétere des Treg, qui pourraient favoriser la chronicité de cette maladie. Les
Treg pourraient également jouer un role important dans I’anergie immunitaire chez les

patients souffrant de lepre lépromateuse (143-145).

Ce role des Treg favorisant les infections chroniques a été discuté au cours des
infections par les virus des hépatites C et B. Plusieurs études prospectives ont montré une
forte corrélation entre une augmentation du nombre de Treg et 1’existence d’une infection
chronique par le VHC (146-148). Une étude prospective conduite chez des patients avec
infection aigue par le VHC a mis en évidence une association entre une diminution des
fonctions suppressives des Treg et la résolution de la maladie (149). Pour les auteurs, cette

étude était en faveur d’un rdle des Treg dans la régulation des réponses T effectrices, et
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I’installation de la chronicité de 1’infection virale. Cependant, une autre étude prospective n’a

pas permis de retrouver une telle association (150). Dans le cadre de I’hépatite B, une méta

analyse récente a montré :

(1) que les patients avec une hépatite B chronique avaient un pourcentage de Treg plus
élevé que les contrdles sains;

(i1) que les patients avec des charges virales élevées avaient un pourcentage de Treg plus
important que les patients avec CV plus basse;

(11)  que les patients avec une hépatite B chronique avaient un pourcentage de Treg plus
élevé que les patients avec hépatite aigue,

(iv)  que les patients ne répondant pas au traitement par interféron avaient un pourcentage
de Treg plus important;

(v) et que ’augmentation des Treg était associée a un risque plus important de cancer
hépatocellulaire.

Ainsi, il semble que les Treg soient un facteur pronostic majeur au cours de I’infection par le

VHB (151).

Cependant les Treg ne jouent pas qu’un rdle immunosuppresseur péjoratif dans les
réponses aux agents infectieux. Par exemple, il a ét¢ montré que les Treg jouaient un role dans
le contrdle du chimiotactisme des cellules effectrices de I’immunité en contrélant la migration
des cellules dendritiques et des cellules effectrices des ganglions périphériques vers le site
infecté, en I’occurrence la muqueuse génitale dans un contexte d’infection a HSV chez la
souris (152). Des résultats similaires ont ét¢ observés chez un modele murin déplété en Treg
puis infecté par le virus West Nile. Il était observé une augmentation de la mortalité, des
atteintes plus séveéres, une aggravation de la perte de poids associés a de plus importantes
charges virales dans le cerveau ou dans la moelle épinicre chez ces souris « Treg-négatives »
par rapport aux souris contrdles (153). En pathologie humaine, il a par exemple été montré
une augmentation du rapport Treg/LT effecteurs chez les patients ayant une dengue

« modérée », non retrouvée chez les patients présentant une dengue séveére (154).

F. Treg et infection chronique par le VIH

L’action des Treg au cours de I'infection chronique par le VIH est trés discutée, entre

un role bénéfique, ou bien délétere (Figure 9).
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Figure 9. La dualité du rdle des Treg au cours de I’infection chronique par le VIH

(HESN : HIV exposed sero-negative patients)(155)
a) Role délétére des Treg

De nombreux travaux ont montré que les Treg issus de patients infectés par le VIH-1,
conservaient, in vitro, leur fonction suppressive (156)(157)(158)(159). L’existence d’un rdle
délétere des Treg au cours de D’infection chronique par le VIH est suggérée par
I’augmentation ex-vivo de la réponse des LT CD4 a des antigenes viraux et a la tuberculine
apres déplétion en Treg, et par une diminution dose dépendante de ces mémes activités avec
I’augmentation du nombre de Treg (phénotype CD4+CD25+) (160). Cette persistance des
activités suppressives via les Treg au cours de l’infection par le VIH sur les réponses
lymphocytaires antivirales (sang périphérique, et/ou dans les tissus lymphoides) est retrouvée
par de nombreuses études (161)(162)(160)(163)(164). L’inhibition de ces réponses

favoriserait la persistance de la réplication virale, et donc de 1’activation immune délétere.

En accord avec cette hypothese, 1’augmentation du pourcentage de Treg a été retrouvée
associée a I’aggravation clinique de la maladie (165)(166). Un pourcentage élevé de Treg est
associé a une diminution de la valeur absolue des LT CD4 (132)(167) (168) (156)(169) (170)
(171)(172), alors que la valeur absolue des Treg (sous population de CD4) diminue (figure
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10). Les associations entre augmentation de la proportion en Treg et (i) ’augmentation de la
charge virale plasmatique, ou (ii) l’augmentation de [’activation immune sont moins
consensuelles (173)(174)(175)(172)(166). Ces différences sont sans doute liées a I’inclusion
de populations différentes (dont des stades différents de la maladie), souvent en petits
effectifs, a l'utilisation de marqueurs phénotypiques d’activation immune différents, a
différents modes de préservation des cellules étudi€es (fraiches vs cryopreservées), au travail

a partir de différents substrats (sang total vs cellules périphériques mononuclées = PBMC)...
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Figure 10: Augmentation du pourcentage de Treg parmi les LT CD4, mais diminution de leur valeur

absolue, avec 1’aggravation de I’infection par le VIH (132).

Enfin, une étude récente publiée dans la revue « Nature » s’est intéressée aux LT CD8
spécifiques du VIH-1, exprimant les HLA B*27 et B*57 (7). Ces alleles sont classiquement
associés a une évolution plus lente de la maladie, et sont retrouvés en majorité chez les
patients « long term non progressor » (176). Cette équipe a montré que ces LT CDS8
effecteurs, spécifiques du VIH-1, étaient capables d’échapper a la suppression des Treg ex-

vivo, et méme de les détruire. A I’'inverse, les LT CD8 non porteurs de ces alleles protecteurs

étaient détruits par les Treg.

Enfin, les Treg pourraient contribuer a la destruction de I’organisation des organes

lymphoides secondaires (et donc a la lymphopénie, et a I’absence de reconstitution immune
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sous traitement), comme ce qui a été observé dans un modele de macaque infecté par le SIV,
via une augmentation de la production notamment de TGFbeta, favorisant la fibrose et les

dépots de collagene (177).

b) Role bénéfique des Treg

Les Treg pourraient avoir ¢galement avoir un réle bénéfique au cours de I’infection
chronique par le VIH, en luttant contre I’activation immune, qui joue un role majeur dans la
physiopathologie de la maladie, comme discuté précédemment. Effectivement, il a été
retrouvé une diminution du pourcentage de Treg en cas d’augmentation de l’activation
immune (8). Dans une étude publiée en 2004, les Treg étaient capables, in vitro, de diminuer
I’activation des LT CD4 et CDS8 des patients infectés par le VIH, mais cliniquement
asymptomatiques, ainsi que de diminuer la production cytokinique. Ces activités suppressives
n’étaient plus retrouvées chez les patients aux stades plus avancés de la maladie (163). Ceci
pourrait s’expliquer par une altération de 1’activation de la voie JAK/STATS, qui perturberait
la capacité des Treg a controler 1’activation immune caractéristique de I’infection chronique
(112)(178)(179). L’incapacité des Treg a lutter contre cette activation immune est a nouveau
retrouvée plus récemment par une autre équipe (180).

De plus, il a été suggéré que 1’augmentation des Treg activés, dans le sang
périphérique et dans les tissus, pouvait étre liée au contrdle de la maladie chez les patients

Long Term Non Progressor (LTNP)(181).

¢) Les Treg : plus ou moins sensibles que les LT CD4

conventionnels a ’infection par le VIH ?

Les Treg expriment le CD4 et le CCRS, et sont donc des cibles de réplication pour le
VIH (132)(182)(158). Pour certains auteurs, les Treg étaient, in vitro, plus susceptibles a
I’infection par le VIH que les LT CD4 (182)(183). Cependant, il a ét¢ montré que les LT
CD4+CD127+ contenaient 5 fois plus d’ADN viral que les cellules CD4+CD127- (184). Dans

une étude in vivo, il était retrouvé une plus grande infectivité des souches virales a tropisme
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CCRS5 (au début de la maladie) pour les LT effecteurs (LT CD4 conventionnels), alors que les
Treg étaient plus infectés par les souches CXCR4 (population virale majoritaire lors des stade
les plus avancés de la maladie)(158). D’autres auteurs ont confirmé que les Treg n’étaient
probablement pas plus sensible a I’infection que les LT CD4 conventionnels (185). Pour
Selliah et al, les LT CD4+Foxp3+ seraient méme plus résistants a 1’infection, via une
inhibition par Foxp3 de la transcription du LTR du VIH-1 (séquence « Long Terminal
Repeat », qui contient le promoteur assurant la transcription de I'ARN viral, et qui participe a
I’intégration des éléments viraux dans le génome de I’hote) (186). Il a aussi été retrouvé une
diminution de I’activation de NFkB (nécessaire a la réplication virale) lors de I’expression de

CTLA-4, qui est justement surexprimé par les Treg (187)(188).

d) Causes de ’augmentation du pourcentage de Treg au cours

de Pinfection chronique par le VIH

Cette association entre plus grande résistance a 1’infection par le virus et diminution des
capacités réplicatives du virus pourrait en partie expliquer I’augmentation du pourcentage de
Treg observée lors de I’infection chronique par le VIH (172). Cette augmentation pourrait
aussi €tre une réponse a 1’augmentation de 1’activation immune caractérisant la maladie (cf.
supra). Des auteurs ont montré au cours de ’infection par le VIH une augmentation des
marqueurs d’activation au sein du thymus, une augmentation de la génération de Treg et une
diminution de la production de précurseurs LT CD4 (189). Il a aussi ét¢ montré une
diminution de I’apoptose des Treg (166)(190), une augmentation de la conversion
périphérique des LT CD4 effecteurs en Treg (191)(192), et une redistribution périphérique

des Treg augmentée (190). Ces éléments sont résumés dans la figure 11 ci-dessous :
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Figure 11 : Différents mécanismes qui pourraient expliquer I’augmentation du

pourcentage de Treg au cours de 1’infection par le VIH (193).

III. IMPACT DE LA TARV SUR LES PERTURBATIONS
IMMUNITAIRES INDUITES PAR LE VIH

A. Généralité sur la TARV

La premiére molécule anti rétrovirale est développée en 1986 (194). En 1996
apparaissent les premiéres trithérapies antirétrovirales hautement actives (TARV). En
permettant le contrdle durable de la réplication virale en dessous du seuil « d’indétectabilité »,
ces traitements virostatiques entrainent une remontée du taux de LT CD4, la diminution du

risque d’acquisition de résistance, et donc une diminution importante de la mortalit¢ du VIH

9).

Le taux de LT CD4 a I’introduction du traitement est le principal facteur pronostique

de mauvaise évolution (Figure 12) :
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Figure 12 : Probabilité de progression vers le SIDA ou le décés, en fonction

du taux de LT CD4 a I’introduction de la TARV (195).

Actuellement 6 familles différentes sont disponibles et utilisées en pratique
quotidienne :

- les inhibiteurs nucléos(t)idiques de la transcriptase inverse (INTI, par ex. zidovudine,
emtricitabine, lamivudine, abacavir, tenofovir);

- les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse (INNTI) de premicre
génération (efavirenz, névirapine) et de seconde génération (étravirine, rilpivirine) ;

- les inhibiteurs de protéase (IP), le plus souvent « boostés » par du ritonavir (IP/r) (par
ex. lopinavir/r, atazanavir/r, darunavir/r) ;

- les inhibiteurs d’intégrase (INI) (par ex. raltegravir, elvitegravir, dolutegravir)

- les inhibiteurs d’entrée (IE) (par ex. maraviroc)

- et les inhibiteurs de fusion (IF) (par ex. ’enfuvirtide).
La TARYV est généralement constituée de 2 INTI, associés a un troisiéme agent, qui

peut étre un INNTI, un IP/r, ou plus récemment un INI (figure 13). D’autres types de

traitements sont en cours de développement, comme les inhibiteurs de maturation.
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Figure 13 : Cycle cellulaire de la réplication du VIH, et cibles (carrés

grisés) des principales molécules anti rétrovirales utilisées en premiére

ligne.

Ainsi, en 1996, certains auteurs €voquaient la possibilité que la maladie soit curable
apres un traitement d’environ 3 ans (196). Cependant cet espoir disparait rapidement. En
effet, il est systématiquement constaté une récidive de la réplication virale a 1’arrét du
traitement, et ce méme apres plusieurs mois de TARV. Ceci est expliqué par la capacité du
VIH a persister a 1’état latent dans certaines cellules de I’hote (197). Les traitements
actuellement disponibles sont inefficaces sur ces virus latents. En conséquence, et malgré les
avancées majeures des connaissances, il n’existe pas de traitement médical anti-VIH curatif a

ce jour.

L’objectif actuel de la TARV est I’obtention du succés virologique, soit une charge
virale (CV) plasmatique (ARN du VIH plasmatique) inférieure a 40 copies/mL, mesurée avec
les techniques de routine. Ce seuil est dit « seuil d’indétectabilité » en pratique clinique
quotidienne. Le succés virologique, doit étre obtenu au cours de la premiere année de
traitement, idéalement dans les 6 premiers mois (198). Il est obtenu chez plus de 80 % des
patients avec une premiere ligne de traitement (199)(200). Parallelement a la diminution de la
réplication virale, il est observé une remontée progressive des LT CD4 (10)(201) : il s’agit de

la réponse immunitaire a la TARV.
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B. Réponse immunitaire a la TARV

Il a été décrit plusieurs phases de récupération en LT CD4 apres 1’introduction d’une
TARV. Elle est généralement rapide au cours des 3-4 premiers mois, et a été estimée en
moyenne a une augmentation de 21 LT CD4/mm*/mois (202). Cette premicre phase est due
principalement a la redistribution périphérique de lymphocytes mémoires, antérieurement
« séquestrés » dans les ganglions lymphatiques enflammés (54)(203). Une seconde phase de
récupération, moins importante, survient entre 4 mois et 24 mois (en moyenne

+5.5/mm3/m0is)(202), et est due a ’expansion des LT CD4 naifs (54)(figure 14).
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Figure 14: Les deux phases de récupération des LT CD4 dans 1’année
suivant D’introduction de la TARV sont dues aux cinétiques différentes
d’expansion  des  cellules mémoires (CD45RO+) et  naives

(CD45RA+62L+)(54).

Cependant, les pentes de récupération dans les 2 premicres années de traitement sont
différentes (dans chacune de ces deux phases) en fonction du taux de LT CD4 mesuré a
I’introduction du traitement (202). Effectivement, dans cette étude, la pente initiale de
récupération était plus importante chez les patients avec des LT CD4 entre 200 et 500/mm’ par

rapport aux patients moins immunodéprimés (LT CD4 >500/mm’). A I’inverse, aprés 4 mois,
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cette pente devenait plus importante chez ceux avec des LT CD4> 500/mm’ au moment du

début de la TARV.

Wolbers et al. ont étudié en 2007 la cinétique de récupération des LT CD4 jusque 5
ans apres I’obtention du succes virologique (1816 patients étudiés, dont 340 avec un suivi de 5
ans). Ils ont mis en évidence une augmentation médiane des LT CD4 de +87/mm’/an la
premiére année, +52/mm’/an les 2émes et 3eme années, puis +19/mm’/an les 4emes et Sémes
années (différences significatives entre les différentes périodes, p<0.001)(204). Ce gain plus
important dans les premiers mois de traitement a également été montré par Mocroft et al. dans
la revue « The Lancet» la méme année : +100/mm3, contre environ +50/mm’ les années
suivantes. Il était également montré dans cette étude que les patients avec un niveau bas de LT
CD4 a I’introduction du traitement (<200/mm”) pouvaient encore avoir un gain positif & 5 ans
du début du traitement (205). Cependant, il a aussi été montré que la moiti¢ des patients avec
une valeur anormale de LT CD4 (i.e. <500/mm”) aprés 5 ans de traitement ont une stabilisation
«en plateau » du taux de LT CD4 (10)(Figure 15). D’autres auteurs ont retrouvé des résultats

similaires (206)(207)(208)(209).
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Figure 15: Gain médian en LT CD4 au cours du temps aprés ’introduction d’'une TARV. Les
patients “incomplete cell responder” sont définis par un taux de LT CD4 au moment de la

mesure <500/mm’ (10).
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C. Définition de la non réponse immunologique (NRI)

Ainsi, certains patients en succes virologique présentent une réponse immunitaire (RI)
incompléte. Celle-ci est aussi qualifiée de non réponse immunologique (NRI), ou réponse
immunitaire discordante. La définition de la NRI varie entre les nombreuses études qui se
sont intéressées au sujet. Elle implique souvent la définition d’un délai par rapport a
I’instauration de la TARYV, et une valeur cible de LT CD4 a atteindre dans ce délai. Or il
n’existe pas de valeur consensuelle pour ces 2 paramétres. Il est donc difficile de comparer les
résultats des études sur le sujet, car elles sont trés hétérogénes. Malgré ces discordances,
environ 20 a 30% des patients sont globalement considérés comme étant des « non » ou des

« mauvais répondeurs immunologiques » a la TARV.

Certains auteurs utilisent une valeur cible de LT CD4 en valeur absolue, en de¢a de
laquelle les patients sont classés NRI, par exemple : <200/mm® a 1 an de TARV (210);
<250/mm’ aprés au moins 1 an «d’indétectabilité » (succes virologique si CV
<200cp/mL)(211) ; <200/mm’ apres un minimum de 2 ans d’indétectabilité (212); <200/mm’
apres 3 ans d’indétectabilité (213); <350/mm’
d’indétectabilité (CV<40cp/mL) (214)(215); <500/mm’ aprés 4 ans (216), 5 ans (217)(218)

ou 7 ans (219) d’indétectabilité; <200/mm’ ou < 500™™ aprés 4 ans (206)...

aprés au moins un an (71), ou 2 ans

D’autres ont utilis€ comme définition une augmentation minimum des LT CD4 par
rapport & la valeur a D’instauration du traitement: +50/mm’ entre 3 et 9 mois aprés
I’introduction de la TARV (220) ; valeurs différentes selon le mois d’évaluation au cours de
7éme

la premiére année de traitement, par exemple : + 50/mm3 au mois, jusque 75/mm3 au

12éme mois)(221); ou +100/mm’ aprés un an de traitement (222).

Certains auteurs utilisent 1’association d’une augmentation de la valeur de départ des
LT CD4 et d’un objectif de valeur absolue de LT CD4 (223), comme Marziali ef al. ou les
NRI étaient les patients, aprés au moins un an de TARV, avec un gain de LT CD4<20%, et
une VA <200/mm’ (224).
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Enfin, certains auteurs ont caractéris¢ les patients répondeurs immunologiques de
fagon fonctionnelle, comme étant ceux capables de répondre a un antigéne alors qu’ils étaient,

avant I’introduction du traitement, anergiques vis a vis de cet antigéne (225).

D. Conséquences de la NRI

Quelles que soient les définitions et les populations étudiées, il est constant que les
études retrouvent chez les patients NRI une morbimortalité plus importante par rapport aux
patients avec une meilleure réponse  immunitaire (Figure 15 et 16)
(226)(217)(11)(227)(228)(229). Les infections opportunistes, les tumeurs classant SIDA, ou
les évenements non classant SIDA, sont plus fréquents dans cette population, par rapport a la

population générale, ou aux patients avec un taux de LT CD4 >500/mm’ (11)(217)(230).
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Figure 15. Standardized Mortality Ratios (SMR), chez 2435 patients
infectés par le VIH, en fonction du temps passé avec des LT CD4 entre 350
ou 499/mm3, ou >500/mm3 a partir de la troncature. Chez les patients avec
des LT CD4>500/mm3, le SMR rejoint celui de la population générale
apres 6 ans de TARV, alors qu’il reste environ 2 fois supérieur pour ceux
avec des LT CD4<500/mm® (Truncation = troncature = période de temps de

1,2,3... an apres le début de la TARV)(11).

D’autres études ont montré des associations statistiques entre NRI et augmentation du
risque cardiovasculaire (231)(232), ostéoporose et risque fracturaire (233), augmentation du
risque néoplasique (234)(235). 1l a été montré dans une étude prospective que la valeur

absolue des LT CD4 était significativement associée a la dégradation des fonctions
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physiologiques (échelle de fragilit¢ de Fried (236)) des personnes vivants avec le VIH,
comme le fait la vieillesse, et ce indépendamment de I’utilisation ou non d’une trithérapie
(237). Ceci a été a nouveau retrouvé dans une autre étude réalisée chez des patients sous

trithérapie (238).
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Figure 16. Risque univarié (en rouge) et multivarié¢ (en vert, ajusté sur
age, sexe, ethnie, antécédent d’événement classant SIDA, coinfection
par le VHB ou le VHC de déces) de survenue d’événement classant
SIDA ou non classant SIDA, en fonction du taux de LT CD4 dans une
cohorte de 1397 patients débutant une TARV. Les points a gauche de
« 1 » sont en faveur d’une réduction du risque avec un taux plus haut

de LT CD4 (230).

Ainsi, la récupération d’un taux normal de LT CD4 (ie. >500/mm’) peut étre

considérée comme le marqueur pronostique principal d’un patient traité pour le VIH.

E. Les facteurs associés a la NRI

De fagon logique, la persistance d’une réplication virale au dessus du seuil de
détection est un facteur de mauvaise réponse immunologique a la TARV. Ainsi, les patients
présentant des périodes de réplication virale ont une moins bonne réponse immunologique au

traitement (209)(239)(202). Cependant, malgré une réplication virale persistante sous
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traitement, les LT CD4 peuvent continuer d’augmenter, ce qui souligne 1’importance de la
TARYV. Ceci serait li¢ a la sélection de virus mutants, avec diminution du « fitness viral »

conféré par la résistance au traitement (240).

a) Nadir de LT CD4 et valeur de LT CD4 a ’instauration du

traitement

Le nadir de LT CD4 est le principal facteur de risque de non réponse immunologique
aprés I’instauration de la TARV (239)(207)(241)(242)(221)(217)(212)(214)(206)(219). Une
¢tude prospective de 2009, incluant 366 patients, suivis pendant 7.5 ans en médiane, a montré
que 46% des patients qui avaient un taux de LT CD4 a I’introduction du traitement inférieur a
100/mm” récupéraient un taux de CD4 au dessus de 500/mm3, contre 75% et 95% pour ceux
avec un taux de CD4 entre 100 et 200/mm’, et au dessus de 350/mm”, respectivement (216).
Les facteurs de risque de non réponse au sein des patients les plus immunodéprimés ne sont
pas ¢étudiés dans ce travail. Des résultats similaires sont observés dans une autre étude
longitudinale, frangaise, ot 45% des patients avec des LT CD4<200/mm” récupérent un taux

de LT CD4> 500/mm’ aprés 5 ans de traitement (218).

Cependant, le nadir de LT CD4 n’est pas le seul facteur pronostic de réponse immune,
car parmi les patients avec un seuil bas de LT CD4 a I’introduction du traitement, certains

d’entre eux récuperent un taux normal de LT CD4.

b) Activation immune

Il a été montré une corrélation entre la persistance de 1’expression des marqueurs
d’apoptose cellulaire et le niveau de LT CD4 chez des patients traités depuis en moyenne 48
mois (43). Ont également été retrouvé chez les patients NRI : une expression plus importante
du marqueur de prolifération Ki67, un plus grand nombre de LT CD4 et CD8 apoptotiques,
une diminution du nombre des LT CD4 et CD8 naifs chez les patients NRI, et une diminution

du rapport LT CD4/CD8 (219)(212)(243)(211)(244)(215)(245).

46



Plusieurs auteurs retrouvent chez les NRI une plus grande proportion de cellules
activées LT CD8 et/ou CD4 (215)(246)(247)(248)(243)(214)(212)(223)(222). Une étude a
montré que le gain en LT CD4 était statistiquement corrélé a la baisse de 1’expression de
CD38 sur les LT CD8, chez des patients suivis un an apres 1’introduction de la TARV (249).
Une étude récente a montré une association significative entre la persistance d’une
lymphopénie, la taille du réservoir viral, et une plus grande fréquence en LT CD4 activés
(exprimant CD38, HLA-DR, CCRS5, et/ou PD-1)(250). Cette étude met en évidence, chez les
NRI, des perturbations au sein des LT CD4 pouvant étre en lien direct avec la persistance du

VIH, apres 31 mois en moyenne de TARV « suppressive ».

Il faut cependant souligner qu’il existe parfois des différences importantes entre ces
études dans les caractéristiques des patients RI et NRI, pouvant interférer avec I’ interprétation
des résultats. Par exemple, dans I’étude de Lederman et al, les LT CD4 a I’inclusion étaient
respectivement pour les groupes NRI et RI de 227/mm’ et 770/mm’ (215). De plus, ces
associations entre taux de LT CD4 et niveau d’activation cellulaire ne sont souvent retrouvés
qu’en analyse univariée (243)(214)(212)(223)(222), ou bien sont statistiquement non
significatives (Ex : corrélation entre le pourcentage de LT CD8+CD38+ et valeur absolue de
LT CD4, p=0.07)(249). Enfin, parfois les patients étudiés présentaient des virémies
résiduelles <1000 cp/mL, pouvant expliquer au moins en partie cette activation immune

persistante (247).

A Tlinverse, d’autres travaux ont montré 1’absence de différence significative entre
expression des marqueurs d’activation immunitaire cellulaire CD38 et/ou HLA-DR, et
réponse immunologique en LT CD4 (244)(251). Une équipe retrouve une association entre

taux de LT CD4 et expression d’HLA-DR sur les LT CD4, mais pas sur les LT CD8(224).

Ces différences peuvent s’expliquer par les définitions utilisées pour caractériser la
NRI, le type de patients inclus, la profondeur de la lymphopénie et du niveau d’activation
immune avant la TARYV, et par la durée de traitement anti rétroviral et d’indétectabilité au
moment de 1’analyse des sous populations lymphocytaires, par exemple 12 mois pour

Anthony et al. vs 76 mois pour Méndez-Lagares et al. (243) et (244).
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Enfin, I’activation immune non lymphocytaire joue sans doute un role dans la réponse
immunitaire a la TARV, comme suggéré par I’augmentation chez les patients NRI de I'IL-6,

du CD14 soluble, des D-Dimeres ou de I’interféron o, (252)(215).

¢) Les Treg

Quelques études, toutes transversales, se sont intéressées aux Treg chez les patients
sous TARV, et a leur role dans la non réponse immunologique au traitement

(167)(172)(219)(251)(253) :

Horta et al. ont étudié 53 patients infectés par le VIH et 51 individus contrdles (167). Les
patients VIH avaient des LT CD4 <500/mm’, et étaient a I’inclusion sous TARV effective
depuis au moins un an. La durée précise de TARV recue, la valeur de LT CD4 a I’inclusion
ainsi que le nadir de LT CD4 ne sont pas connus dans cette étude. Le pourcentage moyen de
Treg était non différent entre les 2 groupes (environ 7%, p>0.05). Cependant, la proportion de
patients avec un pourcentage de Treg >10% était plus important dans le groupe VIH (20% vs
5%, p=0.002). Ils ont cependant ensuite montré dans une analyse en sous groupe que parmi
les patients avec un nadir de LT CD4 pré thérapeutique bas (i.e.<200/mm’), ceux qui avaient
un pourcentage de Treg >10% avaient des taux de LT CD4 significativement plus bas que
ceux avec un pourcentage de Treg<10%. Ces éléments sont en faveur d’une association
péjorative entre I’observation d’un taux de Treg élevé sous TARV et la NRI, au moins chez

les patients avec un nadir de LT CD4 bas.

Mendez-Lagares et al ont comparé 16 patients sous TARV avec des LT CD4 <250/mm’
(patients NRI), 18 patients avec des LT CD4 >250/mm’ (patients RI), et 16 sujets sains. Les
nadirs de LT CD4 entre les 2 groupes de patients VIH étaient respectivement 39 et 54/mm3
(p=0.05). Les auteurs ont retrouvé une augmentation significative du pourcentage de Treg
chez les patients NRI par rapport aux RI et aux sujets sains, ainsi qu’une corrélation négative
entre le pourcentage de Treg et le pourcentage de CD4 naifs chez les patients NRI, non

retrouvé chez les patients RI (251).

Piconi et al. ont comparé de fagon transversale 32 patients avec des LT CD4>500/mm’

apres en moyenne 7 ans de TARV (patients NRI), et 35 patients avec des LT CD4<500/mm’
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(219). IlIs ont notamment retrouvé une augmentation du pourcentage de Treg chez les patients

NRI, et une corrélation significative négative entre pourcentage de Treg et taux de LT CD4.

Enfin, Foxall et al. ont retrouvé une augmentation du pourcentage de Treg chez (i) les
patients infectés par le VIH-2 (lymphopéniques, mais charges virales plasmatiques basses),
(i1) chez les patients infectés par le VIH-1 non traités (lymphopéniques et CV plasmatiques
élevées), et (ii1) chez les patients VIH-1 traités avec une réponse immunologique discordante
(lymphopéniques et avirémiques), par rapport aux patients infectés par le VIHI en succes
immunovirologique sous TARV et a des sujets controles (non lymphopéniques, et
avirémiques) (172). Les résultats de cette €tude sont en faveur d’une association entre taux de
LT CD4 et pourcentage de Treg, mais pas entre pourcentage de Treg et charge virale

plasmatique.

Il est donc souvent constaté dans ces études une augmentation du pourcentage de Treg
chez les patients non répondeurs immunologiques. Cependant, il est possible que cette
augmentation ne soit que le reflet du nadir plus bas de LT CD4 chez les NRI. Aucune de ces
¢tudes n’a comporté d’analyse multivariée pour prendre en compte le biais induit par les
associations connues entre pourcentage de Treg ¢€levés, et taux de LT CD4 bas, que les
patients soient traités ou non. Il est donc difficile de conclure a partir de ces études sur le
caractere pronostique du pourcentage de Treg, indépendamment du réle connu et majeur du

nadir de LT CD4.

d) Dysfonctionnement thymique et médullaire

Certains auteurs discutent un dysfonctionnement thymique (senescence, fibrose) chez
les patients NRI, expliquant une diminution du nombre de LT CD4 et CDS8 naifs par défaut de
production centrale (224)(223)(211)(212). La diminution des TREC (TCR-rearrangement
excision circles = ADN ¢épisomal circulaire produit lors du réarrangement du TCR) chez les
NRI en serait le reflet (212). Il a cependant été montré une capacité de régénération thymique
sous TARV (21). L’age, qui est également un facteur pronostic de la récupération en LT CD4,
est peut-€tre lié a la diminution progressive des capacités fonctionnelles du thymus. II est
évoqué aussi la possibilit¢ d’infection des précurseurs hématopoi€tiques, ou bien encore

I’infection des micro environnements thymiques (68). Des dysfonctionnements médullaires
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ont également été mis en évidence, associant diminution du nombre des progéniteurs,
augmentation des marqueurs d’apoptose cellulaire et anomalies quantitatives cytokiniques

(254)(68).
e) Désordres cytokiniques

Nous avons discuté précédemment les liens entre les perturbations quantitatives de
I’IL7, son récepteur CD127 (IL-7Ra), et du taux de LT CD4, chez les patients infectés par le
VIH et non traités. Chez les patients débutant une TARYV, il a ét¢ montré une corrélation
positive entre le taux initial d’IL-7, et la récupération des LT CD4 a 20 mois (255). Dans une
autre étude, il a été observé sous TARV une restauration de I’activité de I’'IL7, incomplete
cependant (256). Il a également été observé une diminution des taux sériques d’IL7,
parallelement a la restauration des LT CD4.

Cependant, la réponse a I’IL-7 est altérée chez les patients NRI, alors que les taux
sériques d’IL-7 sont retrouvés plus élevés (212)(224). Une autre étude a montré que chez les
NRI, la diminution des cellules naives LT CD4 était associée a une diminution de
I’expression de IL-7Ra sur ces cellules (224). Cependant, une autre équipe a retrouvé des
résultats discordants, avec des pourcentages comparables d’expression de CD127 sur les LT
CD4 et de mesure de MFI (mean fluorescence intensity) entre des patients RI et des patients
NRI (244). Dans une ¢tude prospective réalisée chez des patients trés immunodéprimés
(CD4<150/mm’), et suivis pendant un an aprés I’introduction de la TARV, il a été montré que
les patients NRI avaient a I’initiation du traitement des taux sériques d’IL-7 plus élevés.
Cependant, ils gardaient, malgré des taux plus bas de LT CD4 par rapports aux patients RI,
une diminution de I’expression du récepteur IL-7Ra, probablement par rétrocontrdle négatif.
Les patients RI avaient par contre une augmentation concordante de 1’expression de IL-7Ra et

du taux de LT CDA4.
Il semble donc que le phénomene de réponse immune au traitement soit également
associé a un dysfonctionnement majeur du systéme de controle de ’homéostasie des LT CD4

impliquant I’IL-7, et le récepteur CD127/IL-7Ra.

Enfin, récemment il a ét€ découvert des polymorphismes dans le géne codant IL-7Ra

associés a une meilleure restauration immunitaire sous TARV (257).
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f) Translocation bactérienne et CD14s

Une étude transversale, conduite chez des patients chez qui une TARV avait été
introduite lors de la primo infection, a montré (par rapport a un groupe controle sain) la
persistance sous traitement d’une importante lymphopénie LT CD4 au sein des muqueuses
du tractus gastro intestinal, alors qu’il n’était pas observé de différences significatives dans le
pourcentage de LT CD4 au niveau sanguin (258). Ceci reflete la perte préférentielle au sein
des muqueuses des LT CD4 mémoires activés, exprimant CCRS5, avant I’introduction des
ARV. Cette lymphopénie persistante, associée a d’autres altérations structurelles et
biologiques de la barriere immunitaire intestinale, serait responsable d’une augmentation de la
translocation de peptides bactériens (ex : lipopolysacharide soluble) (259). Cette stimulation
chronique des monocytes circulants est évaluée de fagon quantitative par la mesure de
marqueurs sériques solubles, comme le CDI14 soluble (sCD14)(260). Au moins 2 études
récentes n’ont pas retrouvé de différence dans les taux de CD14s chez des patients NRI vs des

patients RI (244)(71).

g) Age

Un age plus élevé a I’introduction de la trithérapie, généralement supérieur a 40 ans vs
<30-35 ans, est un facteur pronostique défavorable pour la réponse immunitaire au traitement,
quelle que soient les définitions utilisées, pour un grand nombre d’auteurs (248)(207)(209)
(221)(217). Ceci résulterait de 1’altération du fonctionnement thymique avec 1’age, avec donc
une altération de la capacité centrale a produire de nouveaux LT CD4 naifs (204). Pour Kelley
et al, par exemple, un age ¢élevé et un nadir bas de LT CD4 étaient les 2 seuls facteurs
indépendants associés a une moins bonne RI (216). Dans une étude récente africaine, il a été
montré un gain en LT CD4 par an d’autant plus faible que les patients étaient agés (261).
L’age a I’introduction du traitement ¢était un facteur prédictif de décés dans cette étude. Ce
gain plus modeste chez les patients plus agés était retrouvé dans une étude frangaise plus
ancienne, mais ce résultat n’était cependant pas statistiquement significatif en analyse

multivariée (202).
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h) Sexe, consommation de toxiques

Plusieurs auteurs ont retrouvé chez les patientes infectées par le VIH une meilleure
récupération immune, par rapport aux patients masculins (204) (239)(248), mais ceci n’est pas
retrouvé par d’autres auteurs (217)(262). Une seule étude retrouve un impact de la
consommation de drogues intraveineuse (207). Cependant, 38% des patients inclus sont des
patients toxicomanes, ce qui est plus de 10 fois la fréquence habituelle de cette population

dans les autres études. Ceci introduit sans doute un biais sur 1’observance du traitement.

i) Effet du type de TARV

I a été retrouvé un gain en LT CD4 plus faible en cas de TARV comprenant du TDF,
ou pour I’association AZT-3TC, vs une combinaisons de d4T et 3TC (262). L’utilisation
combinée de TDF et DDI a été associée a un gain suboptimal en LT CD4 dans de nombreuses
études (263)(264)(265) . 11 a été retrouvé dans une méta analyse un gain plus grand en LT
CD4 chez les patients en succes virologique a 48 semaines du début de la TARV, chez les
patients traités par un IP/r en 3°™ agent (associé a 2 INTIs), par rapport aux patients traités par
un INNTTI ou un 3eme INTI, alors que 1’efficacité virologique était identique (266). Dans une
étude publiée en 2008, il n’était pas retrouvé d’effet du 3eme agent sur la réponse immune
(267). Les stratégies d’intensifications thérapeutiques avec du maraviroc, un inhibiteur de

CCRS5, n’ont pas permis de montrer un gain en LT CD4 chez les patients traités (268)(269).
j) Coinfections
L’impact de I’existence d’une coinfection par les virus des hépatites B et/ou C est
discuté. Certains auteurs retrouvent une association entre NRI et une coinfection par le VHC

(214)(267). D’autres auteurs ne retrouvent pas cet effet li¢ au VHC, mais avec le portage de

I’Ag Hbs (204).

F. Réponse immunitaire a la TARYV : effet sur I’activation immune

52



a) Diminution des marqueurs d’activation immunitaire T

La réduction de la charge virale induite par la TARV provoque une diminution tres
rapide de I’expression des marqueurs d’activation HLA-DR et CD38 sur les LT CD4 et les
LT CDS8 (figure 17 et 18). Une étude francaise, prospective, publiée dans la revue « Science »
en 1997, conduite chez 8 patients débutant un traitement, a retrouvé aprés un an une
normalisation des valeurs de 1’expression des marqueurs d’activation sur les LT CD4 et CD8
(54). Une autre étude a montré a 48 semaines de TARV la normalisation de I’expression des
marqueurs d’activation lymphocytaire dans le tissus amygdalien, par rapport a une population
contrdle non infectée, mais la persistance d’une augmentation de 1’expression de HLA-DR sur
les LT CD4 et LT CDS8 sanguins (malgré une nette diminution)(270). Une étude récente,
portant sur 24 patients, a analysé de facon prospective I’évolution de nombreux parametres
immunitaires pendant 2 ans. Les auteurs ont montré une tendance rapide a la normalisation
des marqueurs de prolifération et d’apoptose, mais une persistance de I’activation immune
lymphocytaire, surtout chez les patients avec des LT CD4<200/mm’ a I’introduction du

traitement (203).
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Figure 17 : diminution de I’activation cellulaire des LT
CD4 et LT CDS8 au cours de la premicre année de

TARV (N=8) (54)
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Figure 18. Diminution de 1’expression de CD38 sur les LT CD8 au cours de la premiére année de

TARYV (54).

b) Persistance d’une augmentation des marqueurs lymphocytaires T

d’activation humorale

Pour la plupart des auteurs, il existe une diminution importante de 1’activation immune
chez les patients infectés par le VIH, mais restant plus élevée que chez les populations
contrdles non infectées (271). Ceci a ét€ montré a 1 an de TARV, concernant le pourcentage
de LT CD8 exprimant CD38 et/ou HLA-DR (272)(273), mais aussi a 3 ans (273). Il semble
que cette persistance d’activation immune soit d’autant plus marquée que les patients débutent
une TARV avec des niveaux bas de LT CD4 (<100/mm*)(274). Il a été montré, a partir de
prélevements sanguins de patients sous TARV, que le traitement permettait de diminuer
I’apoptose cellulaire, parallelement a la récupération des LT CD4 et de fagon proportionnelle
(40). De méme, la TARV permettrait de diminuer les marqueurs de prolifération cellulaire, y
compris chez les patients trés immunodéprimés avec des LT CD4<100/mm’ (46).

Enfin, le nombre de LT CDS peut rester élevé malgré la TARV, dont une majorité de
cellules non spécifiques du VIH (275). Ceci refléte I’activation immune persistante malgré un
blocage de la réplication virale. De méme, le ratio CD4/CD8, perturbé avant I’introduction de
la TARYV, peut rester anormal chez les patients traités, y compris chez les patients récupérant

un taux de LT CD4> 500/mm® (276).
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¢) Facteurs associés a une activation immune persistante

Les facteurs associés a une augmentation persistante du pourcentage de LT CD8
exprimant HLA-DR et CD38 sous TARV ont été récemment €tudiés dans une étude
transversale (277). Ont été notamment retrouvés comme facteurs prédictifs : un age >45 ans,
la positivité de la sérologie VHC, I’appartenance a I’ethnie hispanique (probablement le reflet
d’un acceés au soin plus limité, a un diagnostic et une prise en charge plus tardifs de la
maladie), un taux de LT CD4<200/mm’, un ratio CD4/CD8 bas, et le niveau d’activation

lymphocytaire avant le début de la TARV.

Cette activation immune persistante pourrait étre le reflet d’une réplication virale
persistante, malgré une TARV considérée comme « efficace » (278). Dans cette étude, il est
montré que I’expression de CD38 sur les LT CDS8 ré-augmente lors des périodes de reprise
intermittente de la réplication virale («blips»). D’autres auteurs proposent que cette
activation soit le reflet de la réplication virale dans les réservoirs du VIH (i.e. compartiments
anatomiques moins accessibles a la TARV)(272)(279). Cette réplication virale résiduelle peut
étre mise en évidence apres plus de 10 ans de TARV efficace, avec indétectabilité
plasmatique (280). Il a été récemment montré I’absence de lien entre activation immune et
une diversité génétique virale, ainsi qu’avec un historique d’échec virologique antérieur

(281).

Une étude francgaise a récemment mis en évidence que la persistance de 1’expression
de CD38 et HLA-DR sur les LT CDS8 était indépendante des marqueurs de translocation
microbienne, du taux de LT CD4, de Treg ou de I’age, mais était associée a I’expression de
marqueurs de réplication du CMV (282). Le traitement du CMV par valganciclovir chez des

patients NRI a permis de montrer une diminution de 1’activation immune (283).

d) Effets de I’Al persistante sous TARV

La persistance d’une augmentation des marqueurs d’activation de I'immunité innée
(marqueurs solubles : IL1, IL6, CRP...) sous trithérapie a ét€ associ€e a une morbidité

augmentée (cardiovasculaire, cancers..) chez les patients infectés par le VIH (284)(285)(286).

Les données concernant les marqueurs d’activité immunitaire des LT CD4 et CD8 sont
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plus discutées.

Il a été montré qu’une augmentation des LT CD8 exprimant CD38 et HLA-DR sous
TARV efficace était associ€ée a une augmentation de la mortalité dans une cohorte de 451
patients ougandais suivis pendant 2 ans (287). D’autres études récentes n’ont pas retrouvé
d’association entre activation des LT et un plus mauvais devenir clinique chez des patients
infectés par le VIH et traités (288)(289). La persistance d’un ratio CD4/CD8 perturbé est
associé a une morbidité accrue, identique a ce qui est observée chez des patients agés, non
infectés par le VIH (276). Helleberg et al. ont montré tres récemment qu’un taux €élevé de LT
CD8 était associ€ a une plus grande occurrence d’évenements cliniques non classant SIDA,
alors que les patients avec un taux plus bas présentaient plus d’évenements classant SIDA

(290).

Une association entre épaisseur média-intima de la carotide et les taux de TNFa
receptor 1 et de fibrinogéne d’une part, et d’autre part entre 1’existence d’une plaque
carotidienne et le pourcentage de cellules CD8+CD38+HLADR+ a été retrouvée dans une
population de 60 patients virologiquement controlés sous TARV (291). Cette association
entre activation immune persistante a une plus grande morbidité cardiovasculaire est

retrouvée par d’autres auteurs (292)(293).

L’activation immune pourrait également étre associée a la survenue de troubles
neurocognitifs chez les personnes infectés par le VIH, comorbidité plus fréquemment
rencontrée que dans la population générale (294). D’une facon plus générale, il a été montré,
dans une étude transversale réalisée chez des patients sous trithérapie avec suppression
virologique, que (i) le pourcentage de LT CDS, (ii) le pourcentage de LT CD8 exprimant
CD38 et HLA DR et que (iii) le taux plasmatique d’IL6 était plus élevé chez les patients

présentant une altération du fonctionnement physiologique global (échelle de Fried)(236).

Aucun lien entre la densité minérale osseuse d’une population de patients sous
trithérapie, activation immune et bio marqueur n’a pu €tre mis en évidence dans une étude
transversale récente (295). Une autre étude a, par contre, retrouvé une association
significative entre la densit€ minérale osseuse et le pourcentage de LT CD4 et LT CDS8
exprimant HLA-DR, dans une population de patients infectés par le HIV, certains traités et

d’autres non (296).
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G. Réponse immunitaire a la TARYV : effets sur les Treg

Quelques études se sont intéressées a 1’évolution des Treg sous TARV. Il y est, de
fagon consensuelle, retrouvée une augmentation de leur valeur absolue, parallelement a la
diminution de la charge virale plasmatique et une diminution significative du pourcentage de

Treg sous TARV (125)(297)(156)(171)(175)(298)(167)(251)(219)(172).

254 359
304
e
254
3 E
a ]
. s ™
o —_—
S E
3 Q
L o
- 10.
2
s.
04 T T T v J 0 : ; - - 2
0 10 20 30 40 50 o P 20 Py p 4
Weeks en HAART Weeks on HAART

Figure 19. Evolution du pourcentage (a gauche) et de la valeur absolue (a droite) des Treg
CD4+CD25+FoxP3+, dans une population de 18 patients infectés par le VIH débutant une TARV
et suivis 48 semaines. La ligne brisée a gauche représente la valeur médiane du pourcentage de

Treg dans une population contrdle de 17 sujets, non infectés par le VIH (125).

Pour certains auteurs, la TARV permet de ramener le pourcentage de Treg a des valeurs
normales. Montes et al.,, dans une étude prospective de 2011, ont inclus 18 patients suivis
pendant 48 semaines (dge médian=37 ans, médiane de LT CD4=75/mm’, pourcentage de
Treg médian CD4+CD25+FoxP3+=13.3%)(125). A la fin du suivi, le pourcentage de Treg
était comparable a celui de patients contrdles, en médiane 5.1%. Au moins une autre étude
récente (transversale) a retrouvé des résultats similaires dans une population de patient sous

TARYV depuis de nombreuses années (plus de 6 ans de suppression virologique) (297).

Cependant, Gaardbo et al en 2008 ont retrouvé dans une étude prospective portant sur

26 patients débutants une TARV et suivis pendant 2 ans (Age médian=40 ans, médiane LT
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CD4=208/mm?’, médiane Treg CD4+CD25++=2.2 %) une absence de diminution significative
du pourcentage de Treg, mais également de 1’expression de Foxp3 mesurée par la
quantification de I’ARN messager de FoxP3 par RT-PCR (175). D’autres auteurs ont retrouvé
la persistance d’une augmentation anormale du pourcentage de Treg parmi les LT CD4 chez

des patients traités, par rapports a des sujets contrdles non infectés par le VIH (156)(171).

Ces différences peuvent s’expliquer par des populations étudiées non comparables
(Ex: certains patients dans 1’étude de Lim et al ne sont pas en suppression virologique, avec
des niveaux d’activation immune qui restent €levés sous TARV), I'utilisation de marqueurs
phénotypiques différents pour caractériser les Treg (CD4+CD25+FoxP3+, vs CD4+CD25++,

quantification de I’ARNm de FoxP3), ou bien des durées de suivi différentes.

Zhou et al. ont réalisé une étude prospective publiée dans AIDS en 2013, incluant (de
2008 a 2011) 92 sujets contrdles, 13 patients avec une infection VIH aigue, et 57 patients
débutant une TARYV et suivis pendant 2 ans (298). IIs ont montré que le pourcentage de Treg
« naifs » CD4+CD25lowFoxP3lowCD45RA+ ¢était normalisé en fin de suivi, mais que le
pourcentage de Treg «activés» CD4+CD25HiFoxP3+CD45RA- restait ¢levé. Les
pourcentages de Treg « naifs » et « activés » ¢étaient différents selon le groupe de patient
considére, et le taux de CD4 a I’introduction de la TARV. Ces résultats sont importants car ils
montrent qu’il ne faut probablement pas considérer les Treg comme une population de
cellules homogenes, et que les différents sous-types peuvent se comporter différemment selon
le stade de la maladie (aigiie, chronique, traitée ou non, et en fonction du degré
d’immunodépression). Ces sous-populations ont probablement différents mécanismes de
régulations homéostatiques, et différentes capacités suppressives en fonction des différentes
situations cliniques qui peuvent se rencontrer au cours d’une infection complexe comme

I’infection par le VIH.
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SYNTHESE DE LA PROBLEMATIQUE

Et introduction aux travaux réaliseés

Le nombre de LT CD4 mesuré chez les patients sous TARV est un marqueur majeur
pronostique de morbi-mortalité. Comprendre les mécanismes limitant la réponse immune au
traitement est fondamental en 2015. Il existe de nombreuses études sur les liens possibles
entre réponse immune, activation immune et Treg. La comparabilité des résultats est délicate,
du fait de nombreuses différences dans les caractéristiques épidémiologiques, cliniques et
biologiques des patients inclus, les durées de suivis, les phénotypes utilisés, et les définitions
de la non-réponse immunologique. Il existe donc des discordances sur le role joué par
I’activation immunitaire des LT CD4 et CD8, ainsi que des incertitudes sur celui des Treg,

dans cette absence de récupération d’un taux normal de LT CD4.

Dans un contexte de recherche clinique et avec le but de clarifier les liens entre NRI,
activation immunitaire et Treg, nous avons focalisé€ notre intérét sur les Treg et avons formulé

deux hypotheses :

H1. Il existe un lien entre le pourcentage de Treg, I’activation immune des LT CD4 et/ou LT
CDS, et réponse immune discordante a la TARV ;
H2. Le pourcentage de Treg mesuré a I'introduction de la TARV est utilisable en tant que

marqueur indépendant de risque de réponse immunitaire discordante a la TARV

Afin d’explorer ces deux hypothéses, nous avons mené deux études simultanées, aprés avoir

au préalable développé et validé deux techniques de marquage des Treg.

Dans un premier temps, nous avons validé une nouvelle technique de marquage
intracellulaire de FoxP3 « en une étape » a partir d’échantillons sanguins de patients infectés
par le VIH, de patients de réanimation et des sujets sains, par rapport a la technique de

référence. Cette technique permet désormais de marquer en intracellulaire FoxP3 en un temps,
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avec un gain de temps important rendant I’identification des Treg et leur analyse faisable en

pratique quotidienne (étude 1).

Nous avons utilis¢é ce nouveau marquage pour ¢étudier les liens entre réponse
immunitaire au traitement, activation immune, différentes sous populations de Treg et la
détection d’une virémie résiduelle, au sein d’une population de patients relativement
importante, sous TARV effective (CV<40 cp/mL) depuis de nombreuses années. Nous avons

pu réaliser une analyse multivariée des facteurs prédictifs associée a la NRI (étude 2).

Enfin et parallelement a ces travaux, nous avons conduit une étude prospective
incluant tous les patients infectés par le VIH débutant une TARV a Lyon en 2011, avec un
suivi de 2 ans, afin d’étudier I’impact pronostique du pourcentage de Treg mesurés a
I’introduction du traitement, sur 1’évolution du taux de LT CD4 (étude 4). Pour ce faire, et
dans I’attente de la validation du nouveau marquage de Foxp3 intracellulaire « en une étape »
(en cours d’étude au moment de I’inclusion des premiers patients), nous avons utilisé le
marqueur CD4+CD25+CD127- pour caractériser les Treg, aprés avoir démontré sa pertinence

chez des patients infectés par le VIH, virémiques et non virémiques (étude 3).
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Article 1. Validation d’une nouvelle technique de marquage de Foxp3 en une étape, a

partir d’échantillons cliniques

DEMARET Julie*, SAISON Julien*, VENET Fabienne, MALCUS Christophe, POITEVIN-
LATER Francoise, LEPAPE Alain, FERRY Tristan, MONNERET Guillaume, Lyon HIV
Cohort Study Group

* : contribution équivalente au travail

La cytométrie en flux est un outil puissant qui permet d’isoler et d’étudier les
phénotypes et les fonctions de sous populations cellulaires (299). Cependant, cette technique
peut étre chronophage, en particulier pour les marquages intracellulaires, rendant son
utilisation parfois difficile en routine ou pour des cohortes importantes de patients en
recherche clinique. Une nouvelle technique permettant de réaliser les marquages

intracellulaires en une étape a récemment été développée (PerFix nc, BeckmanCoulter).

Compte tenu de I’importance croissante du monitorage des lymphocytes T régulateurs
(Treg) en clinique, nous avons focalisé notre attention sur le marquage intracellulaire de
FOXP3. L’objectif de ce travail était d’évaluer cette nouvelle méthode (PerFix nc) en la

comparant avec la technique de référence (e-Bioscience) dans des échantillons cliniques.

Les échantillons de sang ont été marqués en paralléle avec les deux méthodes. Les
pourcentages de Treg et les moyennes de fluorescence ont ét€ mesurés par cytométrie en flux

(Navios, BeckmanCoulter).

15 patients infectés par le VIH-1, 5 patients polytraumatisés pris en charge en
réanimation et 5 sujets sains ont ét¢ inclus dans I’étude. En comparant les résultats obtenus
avec les deux méthodes, aucune différence significative n’a été observée entre les
pourcentages de cellules CD4+FOXP3+, CD4+CD25+FOXP3+ et CD4+CD25+CD127-
FOXP3+. De plus, on note une forte corrélation entre les pourcentages de lymphocytes

CD4+FOXP3+CD25+CD127- mesurés a 1’aide des deux techniques (r=0.843, p<0,001,
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ICC=0,820, p<0,001). La nouvelle méthode offre I’avantage de s’effectuer en 90 min alors
qu’il en fallait 200 avec la technique de référence. Surtout, les marquages obtenus avec la
nouvelle méthode sont trés robustes avec une précision intra-test excellente (CV<6.4%), une
meilleure discrimination, une stabilit¢ et reproductibilité correctes du marquage apres

conservation des échantillons.

La bonne corrélation avec la méthode de référence, une meilleure qualité de marquage
(le contrdle isotypique n’est plus utile) et un temps de manipulation largement raccourci nous
font conclure que cette nouvelle procédure de marquage intracellulaire présente de multiples
avantages. Si elle reste a étre validée pour d’autres marquages intracellulaires et dans d’autres
circonstances cliniques, ces résultats préliminaires sont néanmoins prometteurs quant a son

développement futur dans les laboratoires de cytométrie en flux.
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Background: By measuring multiple parameters on a single-cell basis, flow cytometry is a potent tool
to dissect the phenotypes and functions of cell subsets. However, because this technique may be time-
consuming, particularly for intracellular staining, it could be problematic for its use in daily routine or
in large cohorts. Recently, a novel reagent has been developed to perform intracellular staining in one
step. The objective of our study was thus to assess this new method in comparison with the reference
technique by focusing on FOXP3 staining in clinical samples.

Methods: Peripheral blood was collected from 15 HIV-1-infected patients, 5 critically ill patients, and
5 healthy volunteers and stained using the two different methods. Different subsets of FOXP3 positive
cells were investigated by flow cytometry.

Results: When comparing results obtained with the two techniques, no statistical differences between
the percentages of CD4+FOXP3+, CD4+CD25+F0XP3+, and CD4+CD25+CD127—FOXP3+ cells were
observed. Besides, a strong correlation between percentages of CD4+FOXP3+CD25+CD127— lympho-
cytes measured with both techniques was found in patients (r: 0.843, P < 0.001, intra-class correlation
coefficient: 0.820, P < 0.001). Importantly, flow cytometry stainings obtained with the one-step method
were very robust with an excellent intra-assay precision, a better discriminative power and correct sta-
bility and reproducibility of the staining even after blood storage.

Conclusions: With a strong correlation between the percentages of FOXP3+ Tregs when compared
with the reference method, a better staining quality, a shorter realization time and no need of isotype
control, this one step procedure may represent an important improvement for a daily routine use of intra-
cellular staining. © 2013 International Clinical Cytometry Society
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Flow cytometry is considered as a powerful tool for
cellular analysis, either for studying cell phenotypes or
various immune cell functions (1). However, several
issues exist when considering flow cytometric intracellu-
lar stainings, especially in the context of a daily routine
use and in clinical research protocols including large
cohorts of patients for whom samples need to be proc-
essed immediately (2). In particular, this technique is
time-consuming due to permeabilization and multiple
washing steps and most importantly, results are usually
poorly reproducible and hardly standardizable. This ren-
ders intracellular flow cytometry use poorly suitable for
multicentric clinical studies.

Recently, a novel reagent has been developed to per-
form flow cytometry intracellular staining in one step
(including permeabilization and staining). The aim of
this study was thus to test the robustness of this reagent
in daily routine conditions in clinical samples.

Accumulated evidence suggests the essential functions
of regulatory T cells (Treg) in the pathophysiology of
many clinical conditions such as autoimmune diseases
(3), transplantations (4), severe septic shock (5), cancer
(6), HIV infection (7), and in the development and main-
tenance of immunologic tolerance (8). However, very
few studies have been conducted in large prospective
clinical cohorts. This could be partly explained as Treg
can only be precisely identified by flow cytometry using
intracellular  FOXP3 staining, the key transcriptional
factor for Treg (9,10). Even if other phenotypes (such as
CD44CD25+4+ or CD44+CD254CD127—) are known to
be good surrogate identification strategy for Treg (11),
FOXP3 remains to date, the only marker to appropriately
identify those cells (9,12).

In this study, we thus assessed the quality and repro-
ducibility of FOXP3 intracellular staining by using this
novel one-step protocol in comparison with the well-
accepted reference method in clinical samples.

MATERIAL AND METHODS
Study Population

HIV-1-infected patients from the Hospices Civils de Lyon
HIV cohort, located in Croix-Rousse Hospital and intensive
care unit (ICU) patients from Lyon-Sud Hospital and
Edouard Herriot Hospital (Hospices Civils de Lyon, Lyon,
France) were included. Samples were collected in EDTA
anticoagulant tubes. Analyses were performed on available
residual blood after routine analyses were performed.

Fifteen HIV-l-infected patients [men = 10 (67%),
median age = 50 years, inter-quartile range (IQR):
38-69] were included. They all received highly active
anti-retroviral therapy (HAART) [median treatment dura-
tion = 7.65 years, IQR: 3.03-11.03] and were aviremic
with a viral load (VL) at baseline below 50 copies/ml
(Abbott RealTime HIV-1 assay and m2000 RT system
platform). Their median CD4+ cell count at baseline
was 573 cells/mm® [IQR: 391-761].

Five ICU patients were included [men = 2 (40%),
median age = 70 years, IQR: 29-79]. Three of them met

criteria for septic shock diagnosis of the American Col-
lege of Chest Physicians/Society of Critical Care Medi-
cine (13) and two were trauma patients (Injury Severity
Score: ISS > 25).

Five healthy volunteers [men = 2 (40%), median age
= 34, IQR: 26-56], all members of the laboratory staff,
were also included after informed consent was given.

No statistical differences were observed in clinical
data for age (P = 0.317) and gender (P = 0.342) among
HIV patients, ICU patients, and healthy donors.

Reference Method of Intracellular Staining

Samples were stained with Anti-Human Foxp3 Stain-
ing Set following manufacturer’s recommendations
(eBioscience, San Diego, CA). As already described (14),
samples were first stained using surface markers: anti
human phycoerythrin (PE)labeled anti-CD127, PE-Texas
Red (ECD)labeled anti-CD4 and PE-Cyanine5 (PC5)
labeled anti-CD25 antibodies (Beckman Coulter, Hialeah,
FL) and incubated for 15 min. Samples were then lysed
using Versalyse lysing solution (Beckman Coulter) for 15
min. After a washing step, permeabilization was per-
formed using Fix/Perm Buffer for 40 min. Following
three more washing steps with permeabilization buffer
and incubation with this buffer and normal rat serum
for 15 min (blocking step), the FoxP3 intracellular
staining using anti human FoxP3-FITC antibody (clone
PCH101, eBioscience) was performed for 30 min.
Samples were finally washed two times with permeabili-
zation buffer. Rat IgG2a isotype control was used to
evaluate non-specific staining.

One-Step Method of Intracellular Staining

The PerFix-no centrifuge assay Kit from Beckman
Coulter was assessed. Staining of fresh whole blood was
performed using PElabeled antiCD25, PE-Cyanine7
(PC7)labeled anti-CD127, Alexa fluor 647 (AF647)
labeled anti-FoxP3, and Pacific Blue (PB)-labeled anti-
CD4 (Beckman Coulter). FoxP3-antibodies (clone 259D)
were purchased from BioLegend (San Diego, CA).
According to the manufacturer’s instructions, samples
were first fixed with the fixative reagent and incubated
for 15 min. Then, aliquots were simultaneously perme-
abilized thanks to the permeabilizing reagent and stained
with fluorochrome-conjugated antibodies. After 60 min
of incubation, samples were washed once with PBS and
secondly with a solution containing formaldehyde.

One-Step Method Robustness

To study intra-assay precision, two sets of analyses
were performed: (i) one sample stained 10 times and
analyzed 10 times (ii) one sample stained once and ana-
lyzed 10 times. To assess the stability of the staining,
expression of the markers was measured immediately
after staining, then 2 h and 24 h later for five patients.
To assess the effect of blood storage before staining,
results from fresh whole blood or obtained after blood
storage for 24 h at 4°C and at room temperature for
three patients were compared.

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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Flow Cytometric Data Acquisition and Analysis

Cytometry analyses were performed on a NAVIOS
flow cytometer using the NAVIOS software (Beckman
Coulter). FOXP3 expression was examined in three dif-
ferent CD4+ subsets as followed: CD4+, CD4+CD25+,
and CD4+CD25+4-CD127— lymphocytes.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SPSS
(version 17.0; SPSS, Chicago, IL) and GraphPad Prism
(version 5.03, GraphPad Software, La Jolla, CA) software.
Normality of the parameters was assessed using the
Kolmogorov-Smirnov test. Ttest, Wilcoxon test for con-
tinuous variables and exact Fisher test for categorical
variables were performed. Correlations were studied
using the Pearson’s correlation coefficient test and the
intra-class correlation coefficient (ICC). The Bland-
Altman approach was also used to assess the agreement
between the methods. P-values were considered signifi-
cant when lower than 0.05.

RESULTS

As Treg, independently of FOXP3 expression, are
usually described as either CD44+CD25+4+ or CD4+
CD25+CD127— lymphocytes, FOXP3 expression was
evaluated in these different subsets. Examples of plots
representing co-expression of either FOXP3 and CD25
or FOXP3 and CD127 in CD4+ gated cells are shown in
Figure 1.

No statistical differences between the percentages
of CD44+FOXP3+, CD4+CD254+FOXP3+, and CD4+
CD25+4+CD127—-FOXP3+ lymphocytes measured with
the two techniques were observed. This was true for
the overall patient population as well as in each group
individually (Table 1). In line, a strong correlation
between percentages of CD4+FOXP3+ cells obtained
with the two different techniques was identified in
the global population (»: 0.763, P < 0.001, ICC: 0.759,

Cytometry Part B: Clinical Cytometry

P < 0.001). Likewise, percentages of CD4+4+CD25+
FOXP3+ (= 0.715, P < 0.001, ICC: 0.659, P < 0.001)
and CD4+CD254+CD127—FOXP3+ lymphocytes (r:
0.843, P < 0.001, ICC: 0.820, P < 0.001) (Fig. 2) were
nicely correlated between reference and one-step proce-
dures. Moreover, Bland-Altman plots revealed good
agreement between both methods regardless of the phe-
notype (Fig. 2).

We then compared the cell separation/discriminative
power of these two techniques for FOXP3+4 lympho-
cytes gating. The signal to noise ratio was calculated for
cach technique by comparing the mean of fluorescence
intensity (MFI) of FOXP3 positive versus negative cells
among CD4+ lymphocytes (MFI ratios and differences).
Interestingly, significantly different discriminative power
was identified between these two techniques in each
study group and in the whole study population (Table
1). We indeed observed that FOXP3+ cell identification
after one-step intracellular staining was largely easier
than with the reference method (Fig. 3).

When testing intra-assay precision, we observed that
coefficients of variation (CV) of the percentage of
CD4+FOPX3+ cells measured with the one-step tech-
nique ranged from 4 to 5.8%. Similar results were
obtained when percentages of CD4+CD25+4+FOXP3+
lymphocytes were measured (CV between 3.3 and
6.4%).

When testing stability of the staining, we did not
observe any statistical difference. We observed in five
patients that mean percentage of CD4+FOXP3+ cells
was 7.6% (standard deviation, SD: 1.7) at 70, 7.1% (SD:
1.1) at 742 h, and 7.4% (SD: 1.4) at T+24 h (Fig. 4a). In
the same patients, the mean MFI ratio between FOXP3—
and FOXP3+ cells among CD4+ lymphocytes was 10.5
(SD: 2.2) at 70, 10.3 (SD: 1.5) at 742 h, and 9.6 (SD: 2)
at 7424 h (Fig. 4b). Similar results were obtained with
other phenotypes of Treg (CD4+CD25+FOXP3+ and
CD4+4CD25+4+CD127—FOXP3+). These results indicated
an excellent staining stability.
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Table 1

Percentages of Positive Cells Among CD4+ Lymphocytes and Mean of Fluorescence Intensity (MFI) of FOXP3 for

Different Treg Phenotypes

Reference method One step method P
Percentages among CD4+ cells
FOXP3+ HIV .26 [7.09-10.44] 10.66 [9.62-12.27] 0.072
ICU 11.85[9.11-17.32] 12.65 [9.68-16.53] 0.98
HV 11.92 [9.45-12.53] 11.65 [10-12.08] 0.99
Total 10.08 [7.89-11.89] 11.29 [9.80-12.5] 0.257
FOXP3+ CD25+ HIV .27 [5.28-9.09] 6.91 [5.27-8.16] 0.492
ICU 10.51 [6.96-14.86] 9.04 [5.85-10.32] 0.314
HV .96 [5.69-7.83] 6.73 [6.41-8.11] 0.481
Total .34 [5.63-9.44] 6.97 [5.97-8.59] 0.33
FOXP3+ CD25+ CD127— HIV .62 [4.63-6.46] 6.32 [5.83-7.13] 0.192
ICU 9[6.07-12.7] 8.9 [6.35-10.68] 0.753
HV .72 [5.03-6.83] 6.18 [5.22-7.28] 0.666
Total .74 [4.83-7.92] 6.32 [5.84-8.46] 0.529
Mean of Fluorescence Intensity
MFI Difference: FOXP3+ minus FOXP3— HIV .81 [1.60-2.01] 7.40 [6.16-9.52] <0.001
ICU .6 [1.57-3.16] 10 59 [6.51-17.43] 0.019
HV .27 [1.16-1.36] .94 [5.67-10] 0.003
Total .63 [1.36-2.03] 7 [6 18-10.13] <0.001
MFI Ratio: FOXP3+ versus FOXP3— HIV .17 [2.71-3.46] 10.84 [9.82-12.19] <0.001
ICU .92 [3.3-5.35] 12.64 [11.24-17.29] 0.001
HV .78 [2.64-2.94] 12.5[10-12.76] <0.001
Total 3.17 [2.74-3.46] 11.81 [10.35-12.58] <0.001

Results were obtained in HIV-infected patients (HIV, n = 15), critically ill patients (ICU, n = 5), healthy volunteers (HV, n = 5)
and in the whole cohort (Total, n = 25). Results are presented as median and IQR (inter quartile range) between brackets. P values

were calculated using student T-test.

Finally, when blood storage before staining was tested,
we did not observe any statistical difference. The mean
percentage of CD4+FOXP3+ cells for three patients
were respectively, 7.0% (SD: 0.8) at 70, 6.9% (SD: 1.6)
after storage for 24 h at 4°C, and 7.1% (SD: 0.9) after 24
h storage at room temperature (Fig. 4¢). The mean MFI
ratio between FOXP3— and FOXP3+ cells among CD4+
population for these patients was found to be very
stable at 10.7 (SD: 3.1) at 70, 11.7 (SD: 3.2) after 24 h
storage at 4°C, and 10.6 (SD: 2.1) after 24 h storage at
room temperature (Fig. 4d). We obtained the same
results considering other phenotypes of Treg (CD4+
CD25+FOXP3+ and CD4+CD254+CD127—FOXP3+).

DISCUSSION

The main result of our study is to show that Treg
percentages obtained using reference and one-step
techniques are well correlated. This was observed
whatever the phenotype used for Treg identification
(i.e., FOXP3+4+ cells among CD4+, CD4+CD254, or
CD4+-CD25+CD127— lymphocytes). Another important
result was that flow cytometry staining obtained by
using one-step intracellular staining appeared as a robust
technique with good intra-assay precision and adequate
staining stability even after blood storage.

Interestingly, this novel technique presents with
better advantages than reference technique.

Indeed, this one-step intracellular staining procedure
offers several improvements. Intracellular FOXP3 stain-
ing with this technique takes about 90 min to complete
(CD4, CD25, CD127, and FOXP3 stainings) whereas 200
min are needed for the usual reference method. This is

due to the steps of permeabilization and staining (extra
and intracellular) that are done at the same time in the
one-step technique therefore shortening additional incu-
bation times and wash/centrifugations cycles. Impor-
tantly, this diminished number of washing cycles did not
impact the non-specific background fluorescence that
could have been expected to be amplified. In contrast,
the signal to noise ratio between FOXP3+ and FOXP3—
cells was even improved with the one-step approach
(Table 1). This enables for a better discrimination of the
positive FOXP3 cells amongst CD4+ population with
the one-step method. This is without the requirement of
an isotype control use. In contrary, such specific cell
separation appears as virtually impossible in some
patients with the reference technique (Fig. 2).

Therefore, specifically regarding FOXP3 staining in
clinical samples, our results open new perspectives of
Treg investigation ecither in large prospective clinical
studies or in daily routine. This could also be relevant
for the study of different Treg subsets such as cells co-
expressing CD45RA, CD38, or CTLA4 (15,16). Moreover,
this new technique obviously allows for the staining of
other intracellular markers whatever the cells/pheno-
types considered and could be of major interest for vari-
ous users of flow cytometry.

Our study presents some limitations. In particular,
two different fluorochromes and two different clones
were used for intracellular FOXP3 staining in the com-
pared techniques. This could partly explain the differ-
ence in discriminative power between the methods. For
example, some studies have pointed out that the clone
used in the reference method was associated with a

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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higher level of non-specific staining compared with
other clones (17,18). This obviously needs to be con-
firmed in a subsequent study. Moreover, we only studied
the correlation between the methods in three different
pathologic situations. This novel method may therefore
not be suitable in other clinical conditions. Thus,
these preliminary results should be validated in a larger
cohort of patients and in other clinical contexts.

Cytometry Part B: Clinical Cytometry

Besides, standardization of this novel technique should
be elaborated on.

CONCLUSION

By comparing a one-step intracellular staining proce-
dure with a reference protocol, we obtained a strong
correlation between percentages of FOXP3+ Treg. More-
over, with a better staining quality, a shorter realization
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time and no isotype control requirement, this one-step
procedure appears adequate for a daily routine use and
in prospective clinical studies. This one-step procedure
of intracellular staining therefore may represent an im-
portant improvement in the study of intracellular mole-
cules by flow cytometry in clinical studies.
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Article 2. Association entre réponse immunologique discordante a la trithérapie
antirétrovirale, pourcentage de lymphocytes T régulateurs, activation immune et

virémie résiduelle chez les patients infectés par le VIH

SAISON Julien, FERRY Tristan, DEMARET Julie, MAUCORT BOULCH Delphine, ADER
Florence, ICARD Vinca, CHIDIAC Christian, MONNERET Guillaume, Lyon HIV Cohort
Study Group

L’absence de récupération d’un taux normal de LT CD4 malgré une trithérapie
antirétrovirale (TARV) est associée a une morbidité et une mortalité accrues chez les patients
infectés par le VIH. L’activation immunitaire cellulaire (224)(213)(300)(246), les Treg
(251)(167) ou I’existence d’une virémie résiduelle détectable (301) ont été incriminées.
Cependant le rdéle de chacun de ces paramétre est trés discuté (126) (172) (302)
(244)(251)(224). Les proportions de Treg effecteurs et Treg Terminaux effecteurs, tels que

décrits par Sakaguchi et a/ (36) n’ont jamais ¢été étudiées dans ce contexte.

Nous avons donc conduit une étude transversale monocentrique chez 87 patients en
succes virologique depuis plusieurs années (hommes=62, moyenne des LT CD4=570/mm3,
durée moyenne de la TARV=12 ans). Les patients avec des LT CD4>500/mm’ ont été classés
comme répondeurs immunologiques (RI), et les patients restants (LT CD4<500/mm®) comme
non répondeurs immunologiques (NRI). Les Treg ont été identifiés par le phénotype
CD4+CD25++FoxP3+. Les Treg effecteurs et les Treg effecteurs terminaux ont été
respectivement  identifiés par les phénotypes CD4+CD25++FoxP3+CD45RA- et
CD4+CD25++FoxP3+CD45RA-HLADR+. Les lymphocytes T activés ont été identifiés par
I’expression (i) de HLADR pour les LT CD4, et (ii) de HLADR, ou de CD38, ou les deux
(i.e. lymphocytes HLADR+CD38+) pour les LT CDS8. La virémie résiduelle a été définie
comme une virémie plasmatique détectable en dessous de 40 cp/mL (technique Abbott
m2000rt). Une analyse univariée puis multivariée ont été¢ effectuées pour identifier les

facteurs associés a la RI.

Dans cette étude, trente-neuf patients présentaient une NRI, et 48 une RI. Les patients
du groupe NRI étaient significativement plus agés (55 vs 50 ans, p=0,027), et avaient des
pourcentages (parmi les LT CD4) de Treg, Treg effecteurs, Treg effecteurs terminaux et de

LT CD4 activés significativement plus élevés (respectivement 9% vs 7,5%, p=0,022; 8 vs
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6,3%, p=0,01; 1,8 vs 1,3%, p=0,033; 5,3 vs 4 %, p=0,014). Les pourcentages de LT CDS§
activés et le nombre de patients présentant une virémie résiduelle n’étaient pas différents entre
les deux groupes. En analyse multivariée, le nadir de LT CD4 et le pourcentage de Treg
¢taient les deux seuls parametres indépendamment associés a la réponse immunitaire
(respectivement OR=2,339, p=0,001 et OR=0,803, p=0,041)(Cf tableau ci-dessous, non inclus
dans I’article publié).

p
Paramater IR group INR group (univariate OR 95%CI (multivariate
(N=48) (N=39)
model) model)
. 0.439-
Age, in years (Mean, SD) 50.6 (10.8) 559  (10.6) 0.029 0.721 1183 0.195
. 1.442-
Nadir CD4 T cells/mm3 (Mean, SD) 256 (-169) 102 (-82) <0.001 2.339 3703 0.001

Zenith viral load, log10 copies/mL 47 ©09) 49 ©09) p>0.15

(Mean, SD)
0.651-
Treg cell percentage (Mean, SD) 7 (-2) 9 (-3) 0.024 0.803 0.991 0.041
CD8+CD38+ T cell percentage 0.908-
(Mean, SD) 135 (-8) 163 -9) 0.140 0.962 1021 0.201

Predictors of immunological response to ART. Statistical test used : univariate and
multivariate logistic regression. SD = standard deviation; IR = immunological responder;

INR = immunological non responder; OR = Odds ratio; CI = 95% confidence interval

Nos résultats sont donc en faveur d’un role délétere des Treg dans la reconstitution
immune en LT CD4 plusieurs années apreés I’introduction de la TARV. Une meilleure
compréhension de ce mécanisme pourrait permettre d’envisager des thérapeutiques

complémentaires chez les patients NRI.
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Introduction

It has been repeatedly described that approximately 5-30%
of highly active anti-retroviral therapy (HAART)-treated
patients fail to significantly improve their CD4" T cell
numbers upon effective therapy after obtaining virological
success [1-3]. Importantly, this incomplete immune recov-
ery, also called inadequate immunological response [4]
(iIR), is associated with increased morbidity and mortality
[2,3,5-7]. In contrast, patients with a complete immuno-
logical response (i.e. a CD4* T cell count above 500 cells/
mm’) might present with the same mortality rate as the
general population [6,7]. The mechanisms sustaining this
inadequate immune recovery in patients with virological

success remain elusive.

© 2014 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 176: 401-409

Summary

The mechanisms sustaining the absence of complete immune recovery in
HIV-infected patients upon long-term effective highly active anti-retroviral
therapy (HAART) remain elusive. Immune activation, regulatory T cells
(Tregs) or very low-level viraemia (VLLV) have been alternatively suspected,
but rarely investigated simultaneously. We performed a cross-sectional study
in HIV-infected aviraemic subjects (mean duration of HAART: 12 years) to
concomitantly assess parameters associated independently with inadequate
immunological response. Patients were classified as complete immunological
responders (cIR, n=48) and inadequate immunological responders (iIR,
n=39), depending on the CD4* T cell count (> or < 500/mm?). Clinical and
virological data (including very low-level viraemia) were collected. In paral-
lel, immunophenotyping of CD4* lymphocytes, including T subsets, and
CD8* T cells was performed. Percentages of activated CD4* T cells, Treg,
effector Trg and terminal effector Try were found to be significantly
elevated in iIR. Neither the percentage of activated CD8" T cells nor VLLV
were found to be associated with iIR. In the multivariate analysis, nadir of
CD4* T cell count and percentage of Tregs were the only two parameters asso-
ciated independently with iIR [odds ratio (OR)=2:339, P=0-001, and
OR = 0-803, P = 0-041]. We present here the largest study investigating simul-
taneously the immune response to long-term HAART, activation of CD4*
and CD8* T cells, Ty, percentages and very low-level viraemia. Causative
interactions between Tre and CD4" T cells should now be explored prospec-
tively in a large patients cohort.

Keywords: HAART, immune activation, immunological response, regulatory
T cells, very low-level viraemia

Many factors have been suspected (reviewed in [4]). Of
these, immune cell activation is a hallmark of untreated
HIV infection, and a strong prognostic factor of disease
severity and progression [8]. In some patients, this phe-
nomenon may persist despite, sustained anti-retroviral
therapy and virological suppression [9]. Previous studies
have shown higher immune activation (in particular
increased percentages of CD8"CD38" T cells) in iR patients
compared with patients with an appropriate immune recov-
ery [10-13]. However, these results have been challenged
recently [10,14,15].

In addition, among patients with virological success,
some present with persistent very low-level viraemia
(VLLV) that can still be detected although not quantified
(i.e. when routine viral load (VL) is found between
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quantitation limit and detection limit) [16]. This also repre-
sents one of the suspected causes of virological failure
[17,18], immunological suboptimal gain [18] or persistent
immune activation [19], but this is also currently debated
[20-22].

Finally, regulatory T cells (T.g) are considered as key
regulators of the immune system, in particular during
chronic viral infections [23-25]. However, their role in HIV
aviraemic patients is still poorly understood. They may
control CD4" T cell homeostasis and immune activation or
specifically regulate the cellular immune response [26].
Recently, some authors postulated that they might play a
role in iIR [14,27]. However, this subject is also currently
the matter of intense debates [14,28-35]. Moreover, during
HIV infection, the circulating proportion of effector T,
and terminal effector T. as described recently by
Sakaguchi etal. [36], and interaction between T., and
VLLV are not clearly established.

Overall, relationships between these above different
parameters and immune response to long-term HAART
have not been investigated simultaneously within a single
study. Therefore, to obtain further insights into immuno-
logical disturbances observed in ilR upon effective long-
term HAART, we conducted a cross-sectional study,
concomitantly assessing circulating CD4* T cell count,
CD4*" and CD8" T cell immune activation, percentages and
subsets of T and VLLV.

Materials and methods

Study population

We performed a cross-sectional study in a French cohort of
HIV-infected subjects, located at the Croix Rousse Hospital
(Hospices Civils de Lyon, Lyon, France). During 12 days,
every HIV-1 infected asymptomatic patient on suppressive
HAART for at least 1 year (virological success, VL <50
copies/ml) was considered for inclusion. Patients were not
included if routine biological analysis (i.e. VL measurement,
CD3*, CD4" and CD8" T cells counts) were not performed
on the same day as complementary flow cytometry staining
included in this study, or if HIV RNA value was above 50
copies/ml. Patients with onco-haematological diseases,
cancer, with history of chemotherapy or with clinical evi-
dence of acute infectious disease were not included. Written
informed consent was obtained from every subject and
local Ethical Committee approval was received for the study.

Evaluation criteria

Patients with at least 500 CD4* T cells/mm’ were classified
as complete immunological responders (cIR group),
whereas remaining patients constituted the inadequate
immunological responder group (iIR group). A current VL
(i) detected the day of inclusion between one and 39

copies/ml (i.e. below the quantitation limit) or (ii) quanti-
fied between 40 and 49 copies/ml was considered as VLLV.
Indeed, using routine virological techniques, the detection
of HIV RNA is still possible under the threshold of
quantitation (i.e. one to 39 copies/ml) [37]. Patients with a
confirmed VL above 50 copies/ml were excluded, as
described previously.

Routine laboratory assessments

The absolute count of CD4" and CD8" T cells in fresh
peripheral ethylenediamine teraacetic acid (EDTA)-anti-
coagulated blood were measured on a NAVIOS flow
cytometer using NAVIOS software (Beckman Coulter, Brea,
CA, USA). VL were determined after extraction of 0-6 ml
plasma using the Abbott Real Time HIV-1 assay under the
dedicated m2000rt version 4-0 m2000rt software package
(quantitation limit 40 HIV RNA copies/ml, detection limit
one copy/ml).

Cellular immunophenotyping

Fresh EDTA-anti-coagulated whole blood samples were
used to perform complementary cellular immunophe-
notyping of CD4" and CD8" T cells subtypes, including
T.. We developed an eight-colour flow cytometry proto-
col, including intracellular forkhead box protein 3 (FoxP3)
staining (CD4/CD8/CD45RA/human leucocyte antigen
D-related (HLA-DR)/CD38/CD25/CD127/FoxP3). Ty, cells
were characterized based on the CD4*CD25"&"FoxP3* phe-
notype. Effector T. and terminal effectors T., were
defined, respectively, as CD4'CD25"#"FoxP3*CD45RA~
and CD4'CD25""FoxP3*CD45RA-HLA-DR* phenotypes
[36]. Activated T cells were identified using (i) increased
HLA-DR expression for CD4" T cells and (ii) increased
expressions of HLA-DR, CD38 or both (HLA-DR®
CD38" cells) for CD8" T cells. The PerFix-no centrifuge
assay kit from Beckman Coulter (Marseille, France) was
used, as described previously [38]. Stainings were per-
formed using anti-CD4-Pacific blue (PB), anti-CD8-
AlexaFluor 750 (AF750), anti-CD45RA- fluorescein
isothiocyanate (FITC), anti-HLA-DR-krome orange (KO),
anti-CD38 phycoerythrin-cyanin 5-5 (PE-Cy5-5), anti-
CD25-PE and anti-CD127 (PC7), all from Beckman
Coulter, and anti-FoxP3-Alexa Fluor647 (AF647) antibodies
(clone 259D) were purchased from BioLegend (San Diego,
CA, USA). Gating strategy is presented in Supporting infor-
mation, Fig. S1.

Statistical analysis

Continuous variables were described using mean and
standard deviation or median and interquartile values; cat-
egorical variables were described with number and percent-
age. Normality of continuous variables was assessed using

402 © 2014 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 176: 401-409
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the Kolmogorov—Smirnov test; then t-tests, or Mann—
Whitney U-tests when appropriate, were performed for
continuous variables. Exact Fisher tests for categorical vari-
ables were performed. Correlations were studied using
the Pearson’s or Spearman’s correlation coefficient tests,
when appropriate. To assess predictors of immunolo-
gical responses to HAART, univariate logistic regressions
were first performed, and variables presenting with P-
values < 0-15 were introduced in multivariate logistic
regression models. Results were expressed as odds ratios
(OR) and their 95% confidence intervals (CI). P-values
were considered significant when lower than 0-05. Statistical
analyses were performed using spss software (version 17-0;
SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Study population and factors associated with
immunological response

Eighty-seven patients (men=62, women=25) were
included into the study. Among them, 48 were classified as
cIR and 39 as iIR. Epidemiological, virological and immu-
nological characteristics of this cohort are reported in
Table 1. There were 14 men who have sex with men in the
ilR group, and 18 in the cIR group (P=0-836). Only two
patients were intravenous drug users, and were in the cIR
group. Five patients in each group were infected with hepa-
titis C and/or B viruses (P=0-748). Boosted-protease
inhibitor-based regimens were the most prescribed regi-
mens (n=44), whereas 30 patients were on non-nucleoside
reverse transcriptase inhibitor-based regimens (14 in the
cIR group versus 16 in the iIR group, P > 0-05). Twenty-four
patients had an integrase inhibitor (raltegravir) in their
therapeutic combination, and two patients had an entry
inhibitor (maraviroc).

The T, percentage was increased in iIR compared to cIR
patients (mean: 9 versus 7%, respectively, P= 0-022, Fig. 1a).
In line with this, there was a negative correlation between
CD4" T cell absolute value and T., percentage (P=0-013,
r=-0-267, Fig.1b). There was no difference between
groups when considering parameters associated with CD8"
T cell activation: (i) CD8" T cells (count, percentage); (ii)
CD8'HLADR" T cell percentages; or (iii) CD8'CD38"
HLADR" T cell percentages (although a trend for increased
CD8'CD38" T cell percentages in ilR was observed)
(Table 1). Neither zenith VL nor VLLV in the current blood
sample were associated with the immunological response to
HAART (Table 1).

Association between CD4* T cell subsets, Ty subsets
and immunological response to HAART

As neither CD8" T cells subsets nor VLLV were associated
with the immune response to HAART, we then focused

© 2014 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 176: 401-409
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(@) (b)
> | P =0.013
15 - = r=-0-267
£ 1500
Fig. 1. Regulatory T cell (T,.,) percentages. % (;.3
(a) Ty percentages in inadequate = 10 - % 1000
immunological responder (iR, n = 39) and 2 §
complete immunological responder (cIR, 5| l: 500
n =48) groups. (b) Association between Ty E
percentages and CD4* T cells for the 87 studied O
patients [*P < 0-05 Student’s t-test and 0 | L 0
Spearman’s correlation test for (a) and (b), iR cR 0 5 10 15 20 25

respectively]. % Tregs

upon interactions between T, and CD4* T cell subsets. We on age, nadir of CD4" T cell count, T, and CD8'CD38" T
observed a significant increase in every Ty, subsets in ilR cell percentages was performed. Nadir of CD4™ T cell counts
compared with cIR (Table 2). In line with this, activated and T, percentages were the only two parameters associ-
CD4* T cell and activated conventional effector CD4* T cell ated with immunological response to HAART (OR = 2:339,
(i.e. FoxP3") percentages were increased significantly in the 95% CI=1-442-3-793, P=0-001, and OR=0-803, 95%
iIR group (Table 2). As shown in Fig. 2, in the whole popu- CI=0-651-0-991, P=0-041, respectively).

lation there was a significant negative correlation between
CD4* T cell counts and activated CD4* T cell percentages

(CD4*HLADR" T cells, r=—0-212, P= 0-049). Association between Tr and cellular

immune activation

We next wanted to explore the association between T.;, key

Parameters associated with immunological . . .
& regulatory cells of the immune system and immune activa-

pesponesimiIACR] tion of CD4* and CD8" T cells in the whole population
In the univariate logistic regression model, age, nadir of (n=287).
CD4" T cell count, T, and CD8*CD38" T cell percentages There were strong positive correlations between percent-

were found to be associated with IR to HAART with ages of CD4"HLA-DR" T cells and percentages of: (i) T
P<015 (P=0-029, P<0-001, P=0-024 and P=0-14, (r=10-566, P < 0-001, Fig. 3a); (ii) effector Ty and (iii) ter-

respectively). This agrees with previous results. In particu- minal effector T.; (r=0-589, P<0-001, r=0-839,
lar, an increased age has been found by others to be associ- P <0001, respectively, data not shown). No correlations
ated with IR [39,40]. Thus, a multivariate model adjusted were observed between respective proportions of T, and

Table 2. Descriptive analysis of CD4* T cells and regulatory T cell (T.) subsets according to the immune response to highly active anti-retroviral
therapy (HAART) (n = 87). Total activated CD4" T cells: CD4* human leucocyte antigen D-related (HLA-DR)* T cells; Ty, CD4*CD25*forkhead box
protein 3 (FoxP3)* T cells; effector Ty CD4*CD25*FoxP3*CD45RA™ T cells; terminal effector Trg: CD4*CD25*FoxP3*CD45RA™ HLA-DR* T cells;
effector (non-Tr,) CD4* T cells: CD4*FoxP3"HLA-DR* T cells; activated effector CD4* T cells: CD4*FoxP3 HLA-DR* T cells.

Paramater cIR group (n=48) iIR group (n =39) P Test
CD4" T cells
CD4 T cell count, cells/mm? (median, IQR) 644 (586-796) 398 (326—459) <0-001 I
Total activated CD4 T cell percentage (mean, s.d.) 4(1-7) 53(3) 0-014 s
CD4*CD25*FoxP3* Ty cells
Treg cell percentage (mean, s.d.) 7-5(2-3) 9(3-5) 0-022 $
Effector T cell percentage (mean, s.d.) 6-3(2-3) 8(3-4) 0-01 s
Terminal effector Ty cell percentage (mean, s.d.) 1-3(0-8) 1-8(1-2) 0-033 §
Effector Ty cell percentage, among T cells (mean, s.d.)" 84-6 (14-5) 88-8 (6-8) 0-099 S
Terminal effector T cell percentage, among T cells (mean, s.d.)" 20-7 (9-928) 21-5(8-8) 0-692 s
Terminal effector T, cell percentage, among effector Ty cells (mean, s.d.)* 20-8 (9-95) 21-7 (8-9) 0-660 $
CD4*FoxP3" effector ‘non-T; cells
Effector T cells percentage (mean, s.d.) 92-5 (2-3) 91 (3-4) 0-03 s
Activated effector T cells percentage (mean, s.d.) 2:6(1-2) 4-6 (3-8) 0-001 $

Results are expressed as percentages of cells among CD4* T cells, except for ' and *. Statistical tests used: *Student’s #-test, "Mann—Whitney U-test.
% = percentage; cIR = complete immunological responder; iIR = inadequate immunological responder; IQR = interquartile range; s.d. = standard
deviation.
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Fig. 2. Correlations between CD4" T cell absolute count and activated
CD4* T cells (CD4*human leucocyte antigen D-related (HLA-DR)*)
(Spearman’s correlation test, n= 87 patients).

activated CD8" T cells, whatever the phenotype used to
characterize the latter [i.e. CD8"CD38" T cells (Fig. 3b),
CD8"HLA-DR" or CD8"CD38"HLA-DR" T cells (Table S1)].

Association between T and VLLV

There were no differences in T., percentages between
patients with a VLLV on the current blood sample and
patients with no detection of viral RNA (8-8 versus 8%,
P=0-38). Similarly, there were no differences when consid-
ering CD4" T cell absolute values or immune activation of
CD8" or CD4" T cells between these two groups.

Discussion

This observational cross-sectional study is probably the
largest study on T, T cell activation and VLLV in HIV-
infected patients with virological success under long-term
HAART (mean time: 12 years). Our main result highlights
the importance of CD4* T cell nadir and activation as well

Markers associated with immunological response to HAART

as T,y in CD4" recovery. The present report is of crucial
interest in clinical practice, as the clinical characteristics of
this cohort are representative of the majority of HIV-
infected patients followed in western countries. In this
population of aviraemic patients upon long-term HAART,
the immunological discordant response is currently the
most relevant clinical outcome and the most frequently
encountered problem. Indeed, in ilR, increased mortality
has been shown and neurological, cardiovascular and
malignant pathologies are most frequently observed [4,6,7].

The main result is to observe that independent factors
associated with an iIR to HAART were a lower nadir of
CD4" T cell count and a higher T, percentage. Previous
studies have highlighted relationships between a high per-
centage of T, CD4™ T cell nadir and a poor immunologi-
cal response to HAART [27,28,39,41,42]. In particular,
Mendes-Lagares et al. have pointed out the role of T, in
the control of naive CD4* T cell homeostatic proliferation
in 16 immunological non-responders, compared with 18
immunological responders [14]. In this study, in a multi-
variate analysis, we extend these results by showing the
independent association of Tr and CD4* T cell nadir with
ilR when including other immunological and viral param-
eters (i.e. activation status of T cells and VLLV) in a cohort
of 87 HIV-infected patients under long-term HAART.

The CD4" T cell count nadir is a well-known and well-
validated predictor of immune response to HAART [41,43].
It is believed that an early diagnosis and suppression of HIV
replication could increase the probability of achieving
immunological response to HAART by limiting the magni-
tude of CD4" T count nadir [44]. It may be speculated that
the differences observed in T, percentages between the two
groups only reflect differences in CD4" lymphocyte nadir.
Indeed, the complex pattern of immune dysfunctions
observed in patients with incomplete immune reconstitu-
tion could be a cause, but also the consequence, of low
CD4* cell counts [39]. However, in the current observa-
tional cross-sectional study, both T, percentage and nadir
of CD4" T cells were independent predictors of immune
response to long-term HAART. This indicates that they
are both associated independently with iIR and are thus
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probably both actors in this clinical situation. This aspect
deserves to be explored longitudinally.

The role of T, in HIV infection remains a matter of dis-
cussion [31,45,46]. Some recent studies highlighted the
potential deleterious role of these cells in the case of subop-
timal gain of CD4" T cell counts [13,14,25,42]. Our results
confirm that increased T, frequency is an important factor
associated with immunological discordant response to
HAART. One explanation for previous discrepant results
[32,47] might be the lack of a standardized protocol to
assess Tr and their related subsets in previous cohorts of
patients. Indeed, as T, are identified precisely by flow
cytometry using intracellular FoxP3 staining (the key tran-
scriptional factor for T. [36]), until recently the technical
difficulties (i.e. lengthy procedures) inherent in this intrac-
ellular staining were a limiting factor to the study of T in
clinical samples. Consequently, most published works were
conducted in small cohorts and performed after cell
cryopreservation/purification procedures known to modify
cell activation status. That said, some phenotypes (such as
CD4*CD25"" or CD4*CD25"CD127"") are known to be
good surrogate identification strategies for T, identifica-
tion [47]. However, the most widely accepted phenotype for
Tre is the co-expression of CD4, CD25 (oi-chain of the IL-2
receptor), and of FoxP3, even in HIV-infected patients
[14,36,38,39,48,49]. We took advantage of recent progresses
in intracellular FoxP3 staining in whole blood to reduce
pre-analytical procedures that may interfere with interpre-
tation of the results [38]. Moreover, this protocol allows for
the analysis of specific T, subsets (e.g. effectors CD45RA-
T.e and terminal effector CD45RAHLA-DR+ T
(reviewed in [36]). We observed that effector and terminal
effector T were increased significantly in iIR compared to
cIR, which was never pointed elsewhere. Very few data are
available concerning those T subsets in HIV-infected
patients [39,50]. Effector T., have been studied in the
peripheral blood mononuclear cells of 18 aviraemic patients
with a good immunological response to HAART [50].
These results may indicate a specific role for T..; subsets in
the control of CD4* T cell homeostasis, but they need to be
confirmed in vitro or in animal models in order to explore
the chronological causative relationship between increased
T and the CD4" T cell count nadir. Overall, the present
results reinforce our understanding of the complex role of
T.; subsets in immunological response to HAART and
could lead to the development of novel therapeutic strate-
gies targeting T,; populations [51,52].

Immune activation has also been implicated in the occur-
rence of iR [10,27]. Interestingly, in the current study,
CD8" T cell immune activation was not associated with
immune discordant response. Immune cell activation is a
hallmark of HIV infection, especially when considering
untreated viraemic patients [53]. Moreover, this immune
activation is increased in HIV HAART-treated patients
versus healthy control subjects [27]. However, the link

between persistent activation of CD8" T cells and immune
response to HAART is unclear. Here, in agreement with
other studies [10,14,15], we found that the CD8'CD38* T
cell percentage was higher in iIR than in cIR, but did not
reach statistical significance (Table 1). In contrast, previous
studies showed an elevated immune activation (increased
percentages of CD8'CD38" T cells) in ilR compared with
HIV-infected patients with a better immunological recovery
[10]. There are some explanations for such discrepancies.
First, this lack of statistical significance could be due simply
to a lack of statistical power (only a trend for a higher
CD8'CD38" T cell percentage in iIR, Table 1). Secondly, this
could be associated with different definitions of the com-
plete immune recovery between studies. Here, the threshold
of 500 CD4* T cells/mm’ was used because of its clinical
significance [6,7]. It is probably an excellent criterion for
the evaluation of immunological response in such popula-
tions with an important virological suppression time (more
than 7 years, not different between the two groups). As an
example, this criterion has been used by Piconi et al. [39],
with a similar study design, mean virological suppression
time and proportion of cIR and iIR as our study. Lastly, and
most importantly, median HAART durations (before
immunological exploration) were shorter in previous
studies: 4 years [13], 3 years [54,55] and 12 months
[10,55,56]. In contrast, our patients were on HAART for 12
years, with virological success for 7 years. This duration is
similar to that of the study by Mendez-Lagares et al., which
also failed to observe any statistical difference in CD8"
CD38" T cell percentages between in ilR and cIR patients
(117 wversus 9-5, respectively, P>0-05) [15]. Thus, we
cannot rule out the hypothesis that CD8" T cell activation
may be a prognostic factor for CD4* T cell suboptimal gain
despite virological suppression in the first years following
HAART introduction. However, after several years on
HAART, CD4" T cell lineage characteristics appear to be the
most important parameters of immune recovery.

Some authors have found associations between T, VL
and immune activation at different disease stages [34,57—
60]. Thus, we wanted to assess relationships between Ty, a
key regulator of the immune system, and immune cellular
activation of CD4* and CD8" T cells. Once more, interac-
tions between T.; and CD4" T cells were highlighted. We
observed a strong negative correlation between T. and
immune activation of CD4" T cells (i.e. CD4'"HLA-DR" T
cells, CD4"HLA-DR*FoxP3~ T cells), in agreement with the
results of Del Pozo-Balado et al. (r= 0-685, P=0-016) [32].
However, such interactions between T, and immune acti-
vation of CD8" T cells were not significant, as reported pre-
viously, in aviraemic or viraemic subjects [15,32]. Of note,
in this last study subsets of participants were co-infected
with HCV; and it has been shown that distribution of Ty, is
altered after HCV infection [61]. That said, the percentages
of patients infected by HCV were not different between the
two groups.
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Finally, we wanted to assess the relationship between
VLLV and T in this long-term HAART virologically sup-
pressed population. To our knowledge, this association has
not been investigated elsewhere. It is well known that
patients with virological success may retain a VLLV that can
still be detected even using routine VL quantitation assay
[37]. This VLLV has been proposed to be associated with an
increased risk of virological failure [17], immune activation
[19] or immunological failure [18], while other groups did
not confirm such observations [21]. In agreement with our
results, Ostrowski et al. did not find any association between
VLLV and CD8" T cells activation [22]. Importantly, we
report here no apparent association between any T, subsets
and VLLV. However, this needs to be confirmed in a larger
cohort, especially in a longitudinal study, to exclude a
potential lack of statistical power.

Conclusion

We present here the largest study investigating simultane-
ously immune activation of CD4* and CD8" T cells, T per-
centages and VLLV upon long-term HAART. T, and nadir
of CD4" T cell counts were the only two parameters associ-
ated independently with the immunological response to
HAART. We did not observe any relationship between ilR
and VLLV or CD8" T cell activation. In addition, there was
no correlation between T.; and CD8" T lymphocyte activa-
tion or VLLV after years of virological suppression. These
results highlight the importance of monitoring CD4"™ lym-
phocyte lineage homeostasis and variations of its subsets
(activated phenotypes, T.; populations, etc.) over years to
understand more clearly the putative mechanisms of
immune recovery. This should be confirmed prospectively
in a large cohort of patients, and may open innovative
immunoadjuvant therapeutic strategies to shape an appro-
priate CD4" T cell response during HAART which
could have long-term effects on decreasing morbidity and
mortality.
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Additional Supporting information may be found in the
online version of this article at the publisher’s web-site:

Fig. S1. Gating strategy.

Table S1. Descriptive analysis of CD4* T cells and regula-
tory T cell (T.g) subsets as absolute counts according to
the immune response to highly active anti-retroviral
therapy (HAART) (n=87). Total activated CD4* T cells
CD4*human leucocyte antigen D-related (HLA-DR)* T
cells; T, CD4"CD25"forkhead box protein 3 (FoxP3)" T
cells; effector T,.;: CD4*CD25'FoxP3*CD45RA™ T cells; ter-
minal effector T.,: CD4*CD25'FoxP3*CD45RA- HLA-DR*
T cells; effectors (non-T.;,) CD4* T cells: CD4*FoxP3 HLA-
DR* T cells; activated effector CD4* T cells: CD4*FoxP3~
HLA-DR* T cells. Results are expressed as absolute values.
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Table S1. Descriptive analysis of CD4+ T cells and Treg subsets as absolute counts
according to the immune response to HAART (n=87). Total activated CD4+ T cells
CD4+HLADR+ T cells; Treg CD4+CD25+FoxP3+ T cells; Effectors Treg:
CD4+CD25+FoxP3+CD45RA- T cells; Terminal effectors Treg :
CD4+CD25+FoxP3+CD45RA- HLADR+ T cells; Effectors «non Treg» CD4+ T cells:
CD4+FoxP3-HLADR+ T cells; Activated Effectors CD4+ T cells : CD4+FoxP3-HLADR+ T
cells. Results are expressed as absolut value.

cIR Complete Immunological responder, iIR Inadequate Immunological Responder, SD
standard deviation, % percentage, IQR interquartile range

Statistical test used: * Mann Whitney U Test, ** Student T test,

Paramater ¢IR group iIR group (N=39) p Test
(N=48)
CD4+ T cells
CD4+ T cell count, cells/mm3 (Median, IQR) 644,00 (586- 398,00 (3261 5001
796) 459) *
Total activated CD4 T count, , cellssmm3 (Mean, SD) 29.2 (14.6) 19.5 (10.1) <0.001 *ok
CD4+CD25+FoxP3+ Treg cells
Treg cell count, cellss/mm3 (Mean, SD) 52.6 (17.4) 33.2 (11) <0.001 ok
Effector Treg cell, cells/mm3 (Mean, SD) 448 (17.9) 29.6 (10.7) <0.001 *k
Terminal Effector Treg cell count, cells/mm3 (Mean, SD) 9.4 (6) 6.6 (4.2) 0.011 *ok
CD4+FoxP3- Effector "non Treg" cells
Effector T cells count, cells/mm3 (Mean, SD) 676.1 (243.7) 3454 (86.5) <0.001 ok
Activated effector T cells count, cellss/mm3 (Mean, SD) 19.2 (10.8) 15.7 (8.4) 0.107 ok
CD8+ T cells
CD8+ T cell count, cells/mm3 (Mean, SD) 730,00 (325) 636,00 (313) NS ok
CD8+HLADR+ T cell count, cellssmm3 (Mean, SD) 78.7 (48.4) 65.1 (53.6) NS *ox
CD8+CD38+ T cell count, cells/mm3 (Mean, SD) 96.1 (74.8) 92.8 (75.5) NS sk
CD8+CD38+HLADR+ T cell count, cells/mm3 (Mean, 25.7 (21.6) 245 (27.5) -
SD) e
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Figure S1. Gating strategy for T lymphocyte subsets’ identification (illustrative
example)

CD4+ T lymphocytes (CD4+ Ly), Effector CD4+ T lymphocytes (Teff, CD4+CD25-FOXP3),
regulatory T lymphocytes (Treg, CD4+CD25+FOXP3+), effector Treg (CD45RA-), terminal
effector Treg (CD45RA-, HLA-DR+), CD8+ T lymphocytes (CD8+Ly), Activated CD8+ T
cells (HLA-DR+ and/or CD38+). MFI : mean fluorescence intensity.

Figure S1. Gating strategy
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Article 3. Validation d’un phénotype de substitution CD4+CD25++CD127- pour

identifier les Treg chez les patients VIH, virémiques et avirémiques

SAISON Julien*, DEMARET Julie*, VENET Fabienne, CHIDIAC Christian, MALCUS
Christophe, POITEVIN-LATER Frangoise, TARDY Jean-Claude, FERRY Tristan,
MONNERET Guillaume, Lyon HIV Cohort Study Group

* : contribution équivalente au travail

ET

Article 4. Utilisation de ce marqueur dans une étude prospective avec analyse pendant 2
ans de D’effet du pourcentage de Treg CD4+CD25++CD127- sur la valeur absolue des
LT CD4 aprés avoir débuté une TARV

SAISON Julien, MAUCORT BOULCH Delphine, CHIDIAC Christian, DEMARET Julie,
MALCUS Christophe, COTTE Laurent, POITEVIN-LATER Francoise, MIAILHES Patrick,
VENET Fabienne, TRABAUD Mary Anne, MONNERET Guillaume, FERRY Tristan, Lyon
HIV Cohort Study Group

Aucune ¢étude ne s’est intéressée de fagon prospective a I’effet, supposé délétere, d’un
haut pourcentage de Treg a I’introduction du traitement, sur la restauration en LT CD4, et ce

indépendamment de 1’effet du nadir des LT CD4.

Cette étude a été conduite en paralléle de la validation clinique du nouveau marquage
FoxP3 intracellulaire en un temps. Nous avons donc di utiliser un phénotype de substitution
pour identifier les Treg. Ce phénotype devait étre simple, fiable, facilement réalisable en
routine afin de pouvoir étre utilisé sur de nombreux échantillons sanguins, en méme temps
que le phénotype standard des LT CD4 et CD8 au cours du suivi habituel d’un patient infecté
par le VIH et débutant une TARV. Pour ces raisons, nous avons choisi le marquage
CD4+CD25"CD127" qui a été utilisé dans de nombreux travaux pour identifier les Treg, chez
des sujets sains (109)(110) ou non (124). Dans le cadre du VIH, une bonne corrélation a été
retrouvée (125)(132) mais une étude récente a soulevé la possibilité que ce marqueur puisse

ne pas identifier correctement les Treg chez les sujets virémiques (133).
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Dans un premier temps, nous avons donc montré que ce phénotype corrélait
parfaitement avec le phénotype de référence CD4+CD25+FoxP3+, chez 19 patients (11
virémiques non traités, 8 avirémiques sous TARV), et que 86% des CD4+CD25"CD127"
exprimaient FoxP3 (étude 3). Ainsi, le phénotype CD4+CD25"CD127" est un marqueur
substitutif acceptable, bien qu’imparfait, des Treg, et utilisable facilement en pratique clinique

quotidienne.

Nous avons ensuite conduit une étude prospective chez les patients naifs infectés par
le VIH avec des LT CD4<500/mm3, inclus a I’introduction de la TARV de janvier 2011 a
mars 2012, et suivis pendant 2 ans. Les Treg étaient identifiés a I’inclusion par le phénotype
CD4+CD25"CD127", et exprimés en pourcentage parmi les LT CD4. Les facteurs impactant
la valeur absolue des CD4 a I’inclusion, puis au cours du temps (réponse immune), ont été

analysés avec une régression de Poisson a effet mixte.

Cinquante-huit patients ont été inclus (médiane des LT CD4=293/mm3, médiane des
Treg=6.1%). Le pourcentage de Treg et le nadir de LT CD4 étaient associés de fagon
indépendante a la valeur absolue des LT CD4. Pour un nadir de LT CD4 donné, une
augmentation de 1% des Treg était associée a une diminution de 1.9% de la valeur des LT
CD4. L’effet délétere des Treg sur la réponse immune était plus marqué chez les patients avec
un nadir de LT CD4 bas. A I’inverse, pour un pourcentage de Treg donné, une augmentation
du nadir de LT CD4 de 10 cellules/mm’ était associée a une augmentation de 2.4% de la
valeur des LT CD4. Ces effets, mesurés a I’inclusion, étaient stables et persistants au cours

des 2 ans de suivi.

Nous avons ainsi montré que le pourcentage de Treg a I’introduction du traitement est
un facteur indépendant de la réponse immune, en particulier chez les patients avec un nadir de

LT CD4 bas.
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Brief Communication

CD4+CD25+CD127— Assessment as A Surrogate
Phenotype for FOXP3+ Regulatory T Cells in
HIV-1 Infected Viremic and Aviremic Subjects

Julien Saison, "' Julie Demaret,"*! Fabienne Venet,"? Christian Chidiac,>>*
Christophe Malcus,' Francoise Poitevin-Later,' Jean-Claude Tardy,S
Tristan Ferry,>>* and Guillaume Monneret"?*
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SH()spiccs Civils de Lyon, Hopital de la Croix Rousse, Laboratoire de Virologie, Lyon, F-69004, France

Background: Although likely pivotal, the role of regulatory T cells (Tregs) in HIV pathogenesis remains elusive.
This can be partly explained by analytical issues regarding their phenotypic identification in clinical studies.
Instead of intracellular FOXP3 staining, CD4+CD25+CD127— phenotype has been proposed as an alternative to
identify Tregs in clinical samples. However, its use remains controversial in viremic patients. Therefore, the
objective of the present study was to assess the correlation between frequencies of CD4+CD25+CD127— and
CD4+CD25+F0XP3+ lymphocytes in viremic and matched aviremic HIV-infected patients.

Methods: Peripheral blood was collected from HIV-1 infected patients. Eleven viremic patients (Viral
Load > 40 copies/mL) were matched (age, sex, CD4+ cell number) with 8 aviremic patients under highly
active antiretroviral therapy (HAART). Fresh whole blood was immediately stained to analyze hy flow
cytometry the correlation between CD4+CD25+CD127— and the reference phenotype
CD4+CD25+F0XP3+ lymphocytes in the same tube (four color staining CD4/CD25/CD127/FOXP3 for con-
comitant analysis of cell surface and intracellular markers).

Results: In both groups, no significant differences were observed when comparing
CD4+CD25+CD127— and CD4+CD25+F0XP3+ cell frequencies. In line, a strong correlation hetween
CD4+CD25+CD127— and CD4+CD25+F0XP3+ lymphocyte percentages was observed in the whole
patient population (r: 0.948, P < 0.001) or each group separately: aviremic (r: 0.968, P < 0.001), vire-
mic (r: 0.9, P < 0.001). Finally, we found that most CD4+FOXP3+ cells were indeed CD25+CD127—,
both in viremic and aviremic groups (88.5% and 90.9%, respectively).

Conclusions: We observed that CD4+CD25+CD127— phenotype is a good and easy-to-perform surrogate
identification strategy for FOXP3+ regulatory T cells in both viremic and aviremic HIV-1-infected subjects.
Thus, it represents a useful tool for monitoring Tregs in clinical research studies based on large cohorts of
patients prospectively monitored, including HIV-infected subjects. © 2012 Intemational Clinical Cytometry Society
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HIV infection severely impacts immune response ho-
meostasis, leading to development of chronic immune
activation and gradual immune cell depletion. Regula-
tory T cells (Tregs) are known to modulate the host
response to viral infections (1,2), but their role in HIV
pathogenesis is still controversial. They are either sup-
posed to suppress protective anti-HIV cell mediated im-
munity (3-5) or to control immune activation (06,7),
which plays a major role in disease progression. More
recently, Moreno et al also reported that Tregs may con-
trol viral replication during the early phase of infection
(8). Several reasons may explain these discrepancies. On
the one hand, the heterogeneity of patients’ population
has to be taken into account (level of viremia, type of
progressors, treatments duration ...). On the other
hand, analytical issues may have contributed to discor-
dances: markers used for Tregs phenotyping, staining of
whole blood or purified cells, sample conservation (i.e.,
cryopreserved or not) (9,10).

Today the most widely accepted phenotype for Tregs
is the coexpression of CD4, CD25 (a-chain of the IL-2 re-
ceptor), and of FOXP3 (11). FOXP3 is the key transcrip-
tional factor for Tregs. However, its intracellular staining
is hardly usable on a daily clinical routine basis in large
series of samples (several steps of incubation/washing,
long incubation times, use of isotype control). As a con-
sequence, some authors took advantage of an alterna-
tively described phenotype: the coexpression of CD4
and CD25 associated with the absence or the low
expression of CD127 (o-chain of IL-7 receptor) (i.e.,
CD4+CD25+CD127—) (12). A good correlation
between these two phenotypes was reported in healthy
subjects (13) and in septic patients (14). However, a
debate remains in HIV infected patients. Indeed, this
correlation was found in aviremic patients but not in
viremic ones (15). In contrast, other studies, based on
cryopreserved or purified cells, found an acceptable cor-
relation in viremic patients (16,17).

Considering the potential clinical interest of monitor-
ing Tregs during HIV infection (18-20), and the need to
further investigate their role in the different steps of dis-
ease progression, (especially during the phase of vire-
mia), the objective of the present study was to assess in
fresh samples the correlation between frequencies of
CD4+CD25+CD127— and CD4+CD25+FOXP3+ lym-
phocytes in viremic and matched-aviremic HIV infected
patients.

MATERIALS AND METHODS
Study Population and Blood Samples

HIV-1 infected patients from the Hospices Civils de
Lyon HIV cohort, located in Croix-Rousse Hospital
(Lyon, France) were consecutively included in the study
between February 15th and 29th, 2012. These patients
were concomitantly matched (sex, age, CD4+ cell num-
ber) with aviremic patients under highly active antiretro-
viral therapy (HAART). Analyses were performed on
available residual blood after routine analysis (i.e., CD4+

lymphocyte count) at the Cellular Immunology Labora-
tory (Hop. E. Herriot, Lyon, France).

Flow Cytometry

Expression of cell surface and intracellular markers
was assessed on fresh whole EDTA-anticoagulated pe-
ripheral blood. Flow cytometry protocol has been previ-
ously described (14). Briefly, lymphocytes were stained
with monoclonal antibodies according to manufacturer’s
recommendation: ECD-labeled anti-CD4, PE-labeled anti-
CD127, PC5-abeled anti-CD25 (Beckman Coulter, Hia-
leah, FL), FITC-labeled anti-FOXP3 (eBioscience, San
Diego, CA). Appropriate isotypic control (Rat IgG 2a-
FITC, eBioscience) was used to evaluate nonspecific
staining and set up positive threshold for FOXP3. A four
color staining (CD4/CD25/CD127/FOXP3) for concomi-
tant analysis of cell surface and intracellular markers was
performed. Cell surface staining was performed first.
Then, after fixing and permeabilizing, samples were
stained for intracellular FOXP3. Red blood cells were
lysed using Versalyse reagent (Beckman-Coulter, Miami,
FL). Data were acquired on a NAVIOS flow cytometer
and analyzed using the NAVIOS software (Beckman
Coulter). Results are expressed as percentages of
CD4+4CD25+CD127— or CD4+CD254+FOXP3+ cells
out of the total CD4+ lymphocytes.

Viral Load (VL) Quantification

After extraction of 0.6 mL of plasma, reverse tran-
scription, PCR amplification, and detection/quantifica-
tion reactions were performed using Abbott RealTime
HIV-1 assay and m22000 system platform (Abbott Molec-
ular, Des Plaines, IL). The detection limit was 40 copies/
mL.

Statistical Analysis

Normality of the variables was assessed using the Kol-
mogorov-Smirnov test. Exact Fisher test for categorical
variables, and Ttest for continuous variables were per-
formed. Correlations between CD4+4CD25+CD127—
and CD44-CD25+4-FOXP3+ cell frequencies were studied
using the Pearson’s correlation coefficient test. The sta-
tistical analyses were performed using SPSS software
(version 16.0, SPSS, Chicago, IL). A significance was
assumed for P < 0.05.

RESULTS
Population at Baseline

Nineteen HIV-1 infected patients were included in the
study. None of them were coinfected with hepatitis B or
hepatitis C viruses. Of them, 11 viremic patients [men n
= 8 (73%), median age = 33 years; Inter Quartile Range
(IQR): 2261, median CD4+ cell count = 363 cells/
mm3, IQR: 115-482] were enrolled. In parallel, 8
patients receiving HAART [men n = 6 (75%), median
age = 40 years, IQR: 24-59, median CD4+ cell count =
357 cells/mm3, IQR: 84-1196] were recruited and classi-
fied in the aviremic group. There were no statistical
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Fic. 1. Representative plots and histograms (Patient 2, viremic) of the two flow cytometry staining strategies for regulatory T cells (Tregs) identifi-
cation (a) Tregs are identified as CD25+CD127— cells among CD4+ lymphocytes (5.1%) (b). Most of these CD4+CD25+CD127— cells also
expressed FOXP3 (threshold set up with isotype control) (c). Tregs are identified as CD25+Foxp3+ cells among CD4+ lymphocytes (4.9%). (d).

Most of these CD4+CD25+Foxp3+ cells did not express CD127.

differences at baseline between the two groups either
for sex (P = 0.91), age (P = 0.70), or absolute CD4+
cell counts (P = 0.33). Aviremic patients had no detecta-
ble viremia (VL < 40copies/mL), whereas median VL in
the viremic group was 27304 copies/mL (IQR 3,500-
138,336) (P < 0.001).

Tregs Phenotypes

Gating strategy and illustrative examples of CD4-
CD25-CD127 and CD4-CD25-FOXP3 stainings are shown
in Figure 1. Respective phenotype frequencies, percen-
tages of CD4+CD254+CD127— lymphocytes expressing
FOXP3, and percentages of CD4+CD25+FOXP3+ cells
not expressing CD127 are reported in Table 1, as
individual values. Percentages of Tregs identified by
the two phenotypes, ie. CD44+CD254+CD127— and
CD4+4-CD25+FOXP3+ cells were not statistically differ-
ent in the viremic group (P = 0.74), in the aviremic
group (P = 0.36), or in the whole population (P =
0.45). In line, we found a strong correlation between

Cytometry Part B: Clinical Cytometry

frequencies of CD4+CD254+CD127— and
CD4+CD25+FOXP3+ cells, when considering the
whole study population (7 0.948, P < 0.001) or each
group separately: aviremic (2 0.968, P < 0.001), viremic
(r: 0.94 P < 0.001). Another important observation was
that most CD4+FOXP3+ cells were indeed found to be
CD25+CD127—. Similar results were obtained for the
viremic group and the aviremic group (88.5% and
90.9%, respectively, Table 1).

DISCUSSION

In this observational study we compared two Tregs
phenotypes in an HIV-1-infected cohort. In both viremic
and aviremic HIV-infected subjects, our purpose was to
investigate whether CD4+4-CD25+CD127— phenotype
identifies FOXP3+ Tregs in these particular clinical
contexts.

Indeed, we observed that most CD4+CD25+CD127—
cells expressed FOXP3 (Figs. 1a and 1b), either in the vire-
mic (median: 88.50%, IQR: 84.10-92.90), or in the avire-
mic group (median: 90.9%, IQR: 80.80-97.70, Table 1).
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Table 1
Percentages of Lymphocytes in Regard with Different Treg Phenotypes According to the Virologic Status of HIV-1 Infected Patients

% of CD127- (among
CD4+CD25+FOXP3+)

% of FOXP3+ (among
CD4+CD25+CD127 —

CD4+)

% of CD25+FOXP3+ (among

% of CD25+CD127-
(among CD4+)

Median

Individual

Median

Individual

Median
(IQR)

Individual

Median
(1QR)

Individual
Values

P
0.42

(IQR)

Values

P
0.26

(IQR)

Values

P
0.59

Values

P
0.71

Patient

76.70
(59.90-88.90)

78.80

88.50
76.70

84.80
69.80
77.30
76.60
61.80
59.90
73.60

88.90

88.50
(84.10-92.90)

88.50
85.80
88.00
86.80
87.70
88.90
88.60
92.90
89.70
89.50
84.10

5.40
(3.30-12.10)

5.40
4.80
12.10
7.10
4.40
6.80
9.50
5.40
6.30
3.30
4.00

5.50
(3.50-12.30)
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5.00
1:2:30
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IQR, inter quartile range; P values: viremic vs. aviremic groups (student T test).

Conversely, using a backgating strategy (Figs. 1¢ and 1d),
we highlighted that most CD4+CD254+FOXP3+ cells
were negative for CD127 expression (Table 1). Our results
are consistent with two other studies (16,17), in which a
close correlation (: 0.81, P < 0.001, and = 0.96 P <
0.0001, respectively) between the two phenotypes was
observed in viremic patients. Nevertheless, these studies
did not include aviremic patients. Overall, these results
are important because some authors previously used the
CD44-CD25+CD127— phenotype to characterize Tregs
(without assessing the FOXP3+ intracellular staining). Our
results confirmed that their conclusions on roles of Tregs
in the pathophysiology of HIV infection are relevant for
both the viremic and the aviremic subjects (21,22).

However, the present report contrasts with Del Pozo
and colleagues’ results (15). They observed a lack of cor-
relation between the two phenotypes in viremic sub-
jects. This discrepancy could be attributed to different
study protocols (both analytical and regarding inclusion
criteria). First, we used fresh whole blood samples
rather than isolated peripheral blood mononuclear cells.
Second, we included patients with lower absolute
CD4+ value, and not only those presenting with CD4+
count higher than 350 cells/mm?. Third, in our study,
there was no statistical difference in age between the
two groups while the aviremic group was older than the
viremic one in Del Pozo’s study (median age 43 and 31
years respectively, P = 0.001). This may explain the
higher CD4+CD25+FOXP3+ frequency observed in the
aviremic group (4.89 versus 3.90, P = 0.039).

Our study has some limitations. First, we did not specif-
ically analyzed Tregs phenotypes and frequencies in long-
term nonprogressors or in case of early HIV infection.
We cannot rule out that some specificity may relate
to these conditions. Second, the number of patients
included is relatively modest. However, the very strong
correlations  between CD44-CD25+ FOXP34 and
CD4+CD254-CD127— percentages obtained in such small
cohort tend to support our conclusion. Third, it has to
be mentioned that a small percentage of FOXP3+ cells
was not included in the CD44+CD25+CDI127— cell
population (around 10%, no significant difference
between groups, Fig. 1d). These cells belong either to
CD4+CD254+CD127+ or to CD44+CD25-CD127— popula-
tions for which published data remain very scarce. These
cells deserve further investigation as their potential role in
HIV pathophysiology has not yet been elucidated. In that
sense, since FOXP3 is to date the universal marker for
Tregs cells, development of a more practical technique to
stain intracellular FOXP3 remains highly desirable to moni-
tor those cells in clinical research dealing with large num-
bers of patients. An important step would be to shorten
the intracellular FOXP3 staining in the future.

CONCLUSIONS

We confirm here that CD44-CD25+CD127— pheno-
type is a good surrogate phenotype for FOXP3+ regula-
tory T cells identification in both viremic and aviremic
HIV-1l-infected subjects. Awaiting for some robust and

Cytometry Part B: Clinical Cytometry
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rapid intracellular FOXP3 staining, we suggest that the
CD4+CD254CD127— phenotype remains a reliable and
easy tool (whole blood, no wash, less than 30 min to be
completed, isotype control not necessary) for Tregs mea-
surement in clinical research on HIV-infected patients.
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Abstract (198 words)

Introduction

The aim was to determine the impact of Treg percentage on immune recovery in HIV-infected
patients following ART introduction.

Materials and methods

A 2-year prospective study was conducted in HIV-1 chronically infected naive patients with
CD4 count <500 cells/mm’. Treg were identified as CD4+CD25"¢"CD127°" cells among
CD4+ lymphocytes. Effect of Treg percentage at inclusion on CD4 evolution overtime was
analysed using a mixed effect Poisson regression for count data.

Results

Fifty-eight patients were included (Median CD4=293/mm’, median Treg percentage=6.1 %).
Percentage of Treg at baseline and CD4 nadir were independently related to the evolution of
CD4 absolute value according to time: (i) at any given nadir CD4 count, 1% increase of initial
Treg was associated with a 1.9% lower CD4 absolute value at month 24; (ii) at any given
Treg percentage at baseline, 10 cell/mm’ increase of CD4 nadir was associated with a 2.4%
increase of CD4 at month 24; and (iii) both effect did not attenuate with time. The effect of
Treg at baseline on CD4 evolution was as lower as the CD4 nadir was higher.

Conclusion

Treg percentage at baseline is a strong independent prognostic factors of immune recovery, in

particular among patients with low CD4 nadir.
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Introduction

The mechanisms sustaining the absence of immune recovery in HIV-infected patients upon
effective antiretroviral therapy (ART) remain elusive (1). In most studies, 20 to 30 percent of
patients are concerned by a discordant response to ART, depending on the definition of the
immunological failure (2-5). In patients with abnormal T lymphocytes CD4+ (CD4) count
despite virological success, an increased mortality has been shown and cardiovascular and
malignant pathologies are frequently observed (6-9). Regulatory T cells (Treg) are known to
modulate the host response to viral infections (10,11), but their role in HIV pathogenesis is
still controversial (12,13).

Some recent cross sectional studies highlighted the potential deleterious role of these cells in
case of suboptimal gain of CD4 count (14-18). All included patients with many years of
suppressive ART and compared the clinical and immunologic characteristics of immune
responders (i.e., with appropriate CD4 recovery) with non-responders. Therefore, it was
unknown if the elevated Treg percentage observed in non-responders was a cause or a
consequence of the disease duration and CD4 loss before ART introduction. To date, no data
are available concerning the impact of Treg on the evolution of CD4 count during the two
years after ART introduction.

The aim of this study was to prospectively analyse if Treg percentage measured at ART

introduction could be independently associated with lack of immune recovery after two years.
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Materials and methods

Population

We performed a 2-year prospective cohort study including chronically HIV-1 infected naive
patients with CD4 count <500/mm’ who started ART between January 2011 and March 2012.
Patients were included the first day of ART, and followed for two years. The frequency of
follow up visits and immunovirological control was based on french recommendation (19).
Patients with onco-haematological diseases, cancer, and/or recent history of chemotherapy or
treatment with hydroxyuree were not included. The following patients were excluded during
the two year follow-up: (i) patients lost to follow-up; (ii) patients experiencing virological
failure (i.e. two successive HIV RNA above 50 cp/mL) (19); (iii) patients with lack of follow
up (i.e. less than 4 biological measurements per year) in order to minimize the possibility of a
viral load rebound between two measurements impacting the CD4 recovery. CD4, Treg
(determined as CD4+CD25+CD127- cells) and viral load were measured at baseline and were
prospectively recorded for one year after ART introduction. During the second year of follow
up, only CD4 count and viral load were prospectively recorded. Written informed consent
was obtained from every subject and local Ethical Committee approval was received for the

study.

Routine laboratory assessments

Viral loads were determined after extraction of 0.6 mL plasma using the Abbott Real Time
HIV-1 assay under the dedicated m2000rt version 4.0 m2000rt software 4.0 package

(quantitation limit 40 HIV RNA copies/mL).

Cellular Immunophenotyping
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The absolute count of CD4 and complementary expression of cell surface were assessed on
fresh whole EDTA-anticoagulated peripheral blood, and measured on a FC500 flow
cytometer using the FC500 software V2 (Beckman Coulter, California, USA). Lymphocytes
were stained with monoclonal antibodies according to manufacturer’s recommendation: ECD-
labeled anti-CD4, PE-labeled anti-CD127, PC5-labeled anti-CD25 (Beckman Coulter,
Hialeah, FL). Treg were determined as CD25+CD127- cells among total CD4+ lymphocytes
and results are expressed as percentages of CD4+CD25+CD127- cells out of CD4+

lymphocytes. A minimum number of 2000 CD4+ cellular events wasrecorded .

Statistical analysis

Variables were described with medians, first and third quartiles for continuous variables,
counts and percentages for categorical variables. Correlations between CD4 count and Treg
were explored with Spearman tests. Impact of Treg percentage on CD4 count evolution along
the 2 first years following ART introduction was studied using a mixed effect Poisson
regression. All the prospectively recorded CD4 measurements per patient were used in the
model. Time was introduced as third order polynomial. Random intercept, slope and quadratic
term for time were included to allow for subject specific initial CD4 value, slope and
curvature of CD4 evolution through time. Age at treatment onset and nadir of CD4 (i.e. the
lowest value of CD4 measured before ART introduction) were considered as main
confounding variables of Treg percentage and thus were studied. Non-adjusted models were
fitted before mutual adjustment. Effect sizes were represented with 95% confidence interval
as multiplicative factor on CD4 cell count. Interactions of Treg and CD4 nadir respectively
with time were tested in order to detect time-dependent slope of those variables on CD4
count. Interaction between Treg percentage and CD4 nadir was also tested to detect different

effect of one according to the level of the other one. Those interactions were kept in the model
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when p-value reached 10%. To illustrate the model, we considered patients according to the
level of immunosuppression (nadir CD4 < or > 350/mm”), and Treg percentage, (< or > 9%)
(Figure 2). These values approximately correspond to the top quartile of participants based on
the CD4 nadir and Treg percentage distribution (table 1). Results were considered as
significant when p values were less than 5%. Analyses were performed with R software
(software 3.0.2, 2013). (ref: R Development Core Team. R: A Language Environment for

Statistical Computing. Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0. URL: http: // 2013.)
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Results

Population description

One hundred and one patients were included, and 43 patients were excluded during the
follow-up (figure 1). Finally, 58 patients were followed during 26.2 months (Interquartile
range IQR 24.5-27.3). Characteristic of the population is described in table 1. Six patients
were CDC Stage C (10%), 10 CDC B (17%), and 42 CDC A (73%). Median Zenith viral load
was 4.7 (IQR 4.4-5.2). Half of the patients were infected with HIV-1 B subtype viruses
(n=30). Only two patients were co-infected with an hepatitis virus (HBV=1, HCV=1). All
patients received a nucleoside reverse transcriptase inhibitor’s backbone (tenofovir-
emtricitabine or abacavir-lamivudine) combined with (i) a protease inhibitor’s based regimen
(atazanivir, darunavir or lopinavir, all boosted with ritonavir; n=48, 82%), or with (ii)

efavirenz (n=5, 9%), or with (iii) raltegravir (n=5, 9%).

Correlation between CD4, Treg and viral load at ART introduction, M12 and M24

At ART introduction, there was a significant positive correlation between Treg percentage
and HIV viral load measured at ART introduction (Spearman p=0.27, p=0.04). On the
contrary, there was a significant negative correlation between Treg percentage and CD4 nadir
count (R=-0.43, p<0.001), and between Treg percentage and CD4 count (R=-0.47, p<0.001).
At month 12, the correlation between CD4 count and Treg percentage was lost (R=-0.33,

p=0.06).

Impact of Treg percentage on CD4 reconstitution
In the unadjusted models, both percentage of Treg at ART introduction and CD4 nadir were
statistically related to the CD4 absolute value at baseline and during follow up. On average,

1% increase of Treg at baseline was associated with 4.2% (95% Confidence interval CI 5.9-
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2.5, p<0.001) decrease of CD4 absolute value. Similarly, patients with 10/mm”® increase of
CD4 nadir had on average 5.7% higher CD4 (95% CI 5.0-6.4; p<0.001). There was no
significant effect of age on CD4 reconstitution.

In the adjusted model, both Treg percentage at baseline and CD4 nadir were related to the
evolution of CD4 absolute value overtime. At any given nadir CD4 count, for each 1% of
Treg more at ART introduction, a 1.9% (95% CI 2.9-0.8, p<0.001) lower CD4 absolute value
is expected at month 24. Similarly, at any given Treg percentage at baseline, a 10/mm”® higher
CD4 nadir was associated with 2.4% (95% CI 1.8-3.0, p<0.001) higher CD4 absolute value
at month 24. For both variables, the effect on CD4 does not significantly attenuate over the 2
years of the follow up (p>0.05, table 2). Treg percentage at baseline has different effect size
according to the CD4 nadir, i.e. it decreased when CD4 nadir increased: the impact of 1%

increase of Treg on CD4 evolution was 0.14% lower for each additional 10/mm’ increase of

CD4 nadir (table 2).

Figure 2 shows that CD4 nadir >350/mm’

1s a strong prognostic factor of immunological
recovery (there were no patients with CD4 nadir >350/mm’® and Treg percentage>9%). But

among patients with CD4 nadir <350/mm3, patients with Treg percentage <9% at baseline

had a better immunological recovery than patients with Treg >9% (Figure 2A and 2C).
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Discussion

In western countries, the discordant immunological response to ART is a very frequently
encountered problem and is associated with increased risk of death or cardiovascular and
malignant pathologies (2-5). In this context, CD4 nadir is known as an important prognostic
factor of CD4 count reconstitution (17,20). Here, we extend these results by describing, in a
prospective cohort study, that Treg percentage, as CD4 nadir, was as an independent predictor
of low CD4 recovery despite virological success. However, we found an interaction between
Treg percentage and CD4 nadir, which showed that the effect of Treg percentage was
attenuated for increasing values of CD4 nadir.

Recent cross-sectional observational studies described an association between Treg
percentage and immunological non response to HAART. They included patients under
suppressive ART since many years, and compared clinical and immunological characteristics
of immunological responders vs. non responders. This clearly suggests that a high Treg
percentage could be an important factor associated with immunological discordant response
to ART. However, it was argued that the differences observed in Treg percentage between the
two groups (patients with immune recovery vs. non-responders) in such studies only reflect
differences in CD4 nadir. In fact, a strong negative correlation between Treg percentage, CD4
count and CD4 nadir has been frequently reported in viremic untreated patients (14,21-24).
Thus, in other words, the complex pattern of immune dysfunctions (including increased
Tregs) observed in patients with incomplete immune reconstitution could be the consequence
of low CD4 nadir, not the cause (16). This is an important limitation to these previous cross
sectional studies (14-18). To our knowledge, only one prospective study evaluated the impact
of Tregs in immune response to ART. Its results suggest a possible prognostic value of a high
Treg percentage in immunological non responder patients (r°=0.17, p<0.05) (25). However, in

this study, patients were followed during 1 year but have been on suppressive ART for many
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years (at least 2 years), which strongly limits the interpretation of the results. Importantly, it
has to be highlighted that the definition used in the literature for the immunological response
to ART is highly variable. The different classical outcomes such as slope of CD4 absolute
value evolution overtime (14), fixed absolute value objective or CD4 gain at end of follow up
(26-28) could be impacted by CD4 count at ART introduction, and by the duration of follow
up (few months or many years). In the current study, CD4 reconstitution was analysed using a
non-linear model. Using the mixed effect Poisson regression for count data model used here,
we were able to investigate the role of Treg and CD4 nadir on immune reconstitution without
misclassifying patients in groups of immunological responder, or inadequate responder. Every
CD4 values recorded during the prospective follow up were used in the model. This allowed
analysis of interaction between CD4 absolute value evolution, CD4 nadir and Treg percentage
at baseline with time. Using this model, we describe a negative impact of a high Treg
percentage at ART introduction on immunological response, therefore confirming results of
previous cross sectional studies (14—18). Importantly, we highlighted that this effect does not
attenuate with time.

We believe that our results are of major importance. First, Treg percentage should now be
used to detect patients at risk of immunological non-response to ART, i.e. with CD4 nadir less
than 350/mm3 and Tregs of more than 9% (Figure 2). On the contrary, it is probable that
patients with high CD4 nadir (whatever the Treg percentage), or with a low Treg percentage
at ART introduction, have a high probability of achieving a normal reconstitution of CD4
count. Such high-risk patients (CD4 nadir<350/mm’® and Treg percentage >9-10%) should be
preferentially included in therapeutics assays which are conducted to improve the immune
response.

Secondly, these results raise the question of the interest of directly targeting Treg, in

complement with ART, in patients with low nadir and high Treg percentages. However, the
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direct pathogenic role of this CD4 subset in the immunological non-response is not yet
proven. Pion et al. have shown that HIV infection down regulates Foxp3 expression in Treg,
which is followed by the loss of their suppressive capacity and alterations in suppressive
cytokine secretion pattern (29). We can hypothesize that once virological suppression is
obtained under ART, free-viruses/uninfected Treg could disrupt CD4 homeostasis. This has
been suggested by others (15). It would now be interesting to perform in vitro functional
assays of Treg from aviremic patients under long term ART, in order to compare results from
immunological responders versus patients with a persistently low CD4 repopulation. If a
deleterious effect is confirmed in aviremic treated patients, new therapeutics strategy targeting
Treg should be elaborated, as already proposed in cancer (30,31).

Our study has some limitations. In particular, we did not observe a statistical relationship
between age and immunological response. Indeed, previous studies found that increasing age
is associated with a smaller CD4 gain (4,32). This can probably be explained in the current
study by a lack of statistical power due to the relatively low duration of ART and the low
number of patients studied.

As a conclusion, in this population of HIV infected naive patients, a high Treg percentage
measured at ART introduction was associated with a lower CD4 + T cell recovery during the
two following years. The percentage of Treg could be used in clinical practice in association

with CD4 nadir to detect patients at-risk for immunological non response to ART.
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Figure 1. Study flow chart. Inclusion criteria: chronically HIV-1 infected patients; no
history of HAART; TL CD4 count < 500/mm3; no onco-haematological diseases,
cancer, and/or recent history of chemotherapy or treatment with Hydroxyuree.

Insufficient follow up: <4 CD4 T lymphocytes measurements per year.
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Table 1. Baseline characteristics of the 58 naive HIV-1 infected patients studied. N=Number;
IQR=Inter Quartile range

N or % or

Variable median 1°-3" quartiles
Man (%) 47 (81)
Men who have sex with men (%) 41 (70)
Age at baseline, in year (IQR) 399 (31.2- 47.7)
CDC stage C (%) 6 (10)
CD4 nadir, cells/mm3 (IQR) 267 (150- 325)
Viral Load, log10 cp/mL (IQR) 4.4 (3.8- 5)
Protease inhibitor Base regimen (%) 48 (83)
Time to viral indetectability, in days (IQR) 103 (61- 168)
Duration of follow up, in months (IQR) 26.2 (24.5- 27.3)
CD4, cells/mm3 (IQR) 293 (161- 375)
Treg, cells/mm3 (IQR) 17,5 (12.2- 22)
Treg, % of CD4 (IQR) 6.1 (4.6- 8.78)
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Table 2. Effect sizes from adjusted model including interactions with time, Treg and T

lymphocytes CD4 (CD4) nadir on CD4 absolute value.

Variable Effect size | 95% CI P
Treg at baseline (per additional percent) 0.981 0.971-0.992 <0.001
1 0.999 — 1.001 0.192
Interaction with time (per month)
CD4 nadir (per 10/mm”) 1.024 1.018-1.03 <0.001
0.999 0.999 - 1.00 0.072

Interaction with time (per month)

Interaction of Treg with CD4 nadir 1.001 1.001 - 1.002 <0.001

(per additional percent of Treg and 10/mm® CD4 nadir )
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Résultats complémentaires, non publiés :

Tableau 3 : Evolution of CD4+ T cells and Treg at Month 12 and Month 24, in the 58
HAART naive HIV-1 infected patients who achieved the two year follow up after HAART
introduction. Statistical test used : Wilcoxon rank test. * p<0.001, compared with baseline; **
p=0.013, compared with Month 12; * Treg absolut value and percentages were available at

month 12 for 37 patients.

At HAART introduction At month 12 p At month 24 p
CD4, cells/mm3 (IQR) 293 (161- 375) 500 (372- 581) * | 582 (447- 724)| *, **
Treg, cells/mm3 (IQR) 17.5 (12.2- 22) 30.3° (25.3- 37.2) | *
Treg, % of CD4 T cells .
6.1 (4.6- 8.78) 6.2 (4.8- 7.5) | 0.6
(IQR)
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DISCUSSION

I. SYNTHESE DES RESULTATS

A. Les marqueurs de réponse immune a la TARV : pourcentage de

Treg et nadir de LT CD4

La récupération d’un taux normal de LT CD4 est un élément crucial de la prise en

charge des patients infectés par le VIH.

A notre connaissance, nos travaux sont les premiers a montrer une association
indépendante entre nadir des LT CD4, pourcentage de Treg, et reconstitution immune en LT
CD4. Un role important des Treg dans la restauration du taux de LT CD4 sous TARV avait
déja été suggéré par d’autres auteurs (167)(251)(219)(172). Nous avons vu les associations
controversées entre activation immune des LT CD4, LT CD8 et réponse immune. Seules 3
autres ¢tudes se sont intéressées simultanément aux liens entre taux de LT CD4, activation
immune, et Treg (219)(244)(251). Il n’existe aucune autre étude prospective analysant le role
pronostique du nadir de LT CD4 et du pourcentage de Treg a I’introduction de la TARV sur

la réponse immune.

Il a été montré que seulement 46% des patients qui avaient un taux de LT CD4 a
I’introduction du traitement inférieur a 100/mm’ récupéraient un taux de CD4 au dessus de
500/mm3, contre 75% et 95% pour ceux avec un taux de LT CD4 entre 100 et 200/mm3, et
au dessus de 350/mm3, respectivement. (216). L’utilisation d’un marqueur prédictif
complémentaire du nadir de LT CD4 est nécessaire, pour distinguer les patients a haut risque
de NRI parmi ceux avec un nadir de LT CD4 bas. Nous montrons ici que I’impact
pronostique du pourcentage de Treg est différent selon le nadir de LT CD4 du patient
concerné : il est d’autant plus important que le nadir de LT CD4 est bas. Ce résultat est d’une
importance majeure, et incite a utiliser le pourcentage de Treg a I’introduction du traitement

chez les patients avec un nadir bas (<200/mm’).
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Du fait du role suppresseur des Treg en physiologie, il serait logique de penser que les
Treg pourraient étre associés au contrdle de 1’activation immune qui peut persister chez les
patients sous TARV. Or, nous avons retrouvé une association entre activation immune des LT
CD4 (phénotype CD4+HLA-DR+) et le pourcentage de Treg, mais pas de lien entre
activation immune des LT CD8 et pourcentage de Treg. Ceci est en accord avec les résultats

de Méndes-lagares et al. dans une autre étude transversale (251).

I1 semble donc exister des perturbations homéostasiques au sein de la population LT CD4
surtout, qui persistent aprés de nombreuses années de trithérapie efficace, faisant intervenir au
moins les LT CD4 activés et les Treg, et impactant la restauration immunitaire. Ceci semble
d’autant plus vrai que les pourcentages de Treg effecteurs et Treg effecteurs terminaux (sous
populations jusqu’alors jamais étudiées dans ce contexte de réponse immune a la TARV),
sont toutes augmentées de facon significative chez les patients non répondeurs

immunologiques.

Peu d’études se sont intéressées aux liens entre activation immune lymphocytaire et
virémie résiduelle. Nous n’avons pas non plus mis en évidence de lien entre la détection d’une
virémie résiduelle détectable <40 cp/mL et le pourcentage de Treg, de LT CD4 ou CDS
activés. Ce résultat est en accord avec ceux d’Ostrowski et a/ (303). Cependant ils sont limités
par le possible manque de puissance pour mettre en évidence un effet qui peut étre minime
(87 patients dans notre cas, 32 pour Ostrowski ef al). 1l a par contre €té retrouvé un lien entre
activation immune soluble (IL6 et CRP) et virémie résiduelle (304), mais une étude plus
récente ne retrouve pas cette association (305). Il faut remarquer que la détection d’une
virémie résiduelle sous TARV sur un seul prélévement ne présage pas du caractére permanent
ou intermittent de la virémie, comme nous avons pu I’observer dans un travail antérieur (306).
Enfin, malgré leur utilisation par de nombreuses équipes pour étudier les virémies résiduelles
(307)(308)(309), il faut souligner le manque de reproductibilit¢ des techniques de routine
pour détecter les virémies résiduelles en dessous du seuil de quantification (ici, 40

cp/mL)(310).
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B. Réflexion sur la définition de la réponse immune a la TARV

Nous avons vu dans la revue bibliographique I’existence de nombreuses définitions de
la NRI. Il était donc important d’utiliser des définitions adaptées a nos hypotheses et aux
études que nous avons conduites. Le classement d’un patient dans un groupe NRI ou RI sur la
base d’un taux de LT CD4 < ou > a 500/mm3 apres 7 ans de trithérapie (étude 2) nous a paru
étre pertinente, car il s’agit d’une valeur seuil de LT CD4 a partir de laquelle il a ét€ montré
une normalisation de la morbi-mortalité, comparé a la population générale (11). Surtout, s’il a
été montré la possibilité pour un patient trait€ de conserver une pente positive de récupération
de LT CD4 dans les premieres années de traitement, les données de la littérature sont en
faveur d’une tendance a la stagnation de cette pente apres 5 ans de trithérapie (10)

(206)(207)(208)(209).

A TD’inverse, il est probable que certains patients classés NRI dans les études évaluant
la réponse immune sur la base d’une valeur seuil de LT CD4 dans les 2 premicres années de
traitement 1’auraient été¢ quelques mois ou année apres. Les patients avec un taux tres bas de
LT CD4 (par ex. <200/mm”) auront besoin d’une plus grande période de temps pour parvenir
a une valeur cible de LT CD4 (par exemple 500/mm®). De méme, les pentes de récupération
de LT CD4 sont différentes en fonction de la valeur de départ (plus importante initialement
pour les patients les plus immunodéprimés), et en fonction du délais de mesure des LT CD4
par rapport a I’introduction de la TARV (pentes plus importantes dans les 4 premiers mois de
traitement)(202). Pour ces raisons, nous avons choisis d’analyser les facteurs associés a la
NRI dans les deux ans suivant I’introduction de la TARV en utilisant un mode¢le de régression
non linéaire a effet mixte. Ceci nous a permis d’évaluer de fagon prospective ’effet du
pourcentage de Treg et du nadir de LT CD4, en utilisant toutes les valeurs de LT CD4
disponibles pour chacun des patients, sans risque d’erreur de classement d’un patient dans un

groupe RI ou NRIL
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C. Amélioration du phénotypage des Treg

Cet axe de travail a permis de montrer la robustesse et la reproductibilit¢ du nouveau
marquage intracellulaire de FoxP3 «en une étape », rendant I’utilisation du phénotype de
référence CD4+CD25+FoxP3+ plus facile (article 1). Nous avons également mis en évidence
un gain de temps (90 vs 200 min), une meilleure capacité de discrimination (probablement par
diminution de I’activation cellulaire non spécifique induite antérieurement par les étapes
successives de lavage et de perméabilisation), et une stabilité aprés une conservation 24h a
température ambiante, ou bien a 4°C. La généralisation de cette technique devrait donc
permettre de réaliser des ¢tudes de plus grande envergure, avec donc une plus grande
puissance statistique, et une plus grande homogénéité entre les €tudes. L’utilisation d’un
cytometre Navios 3 lasers (Beckmann Coulter) permet de plus d’utiliser le marquage FoxP3
sur différentes sous populations lymphocytaires, a partir du méme échantillon de sang frais
périphérique, et dans le méme tube a essais. Ceci permet de limiter les manipulations pour
analyser les Treg effecteurs, les LT CD4 naifs, les LT CD8 mémoires activés....Enfin, cette
technique pourrait étre généralisée a 1’étude d’autres marqueurs intracellulaires comme

CTLA-4, ou certains Toll-like récepteurs.

Parallelement a la validation de cette technique, nous avons utilisé dans une étude
prospective (article 4) un phénotype Treg « de substitution » : CD4+CD25++CD127-. En
2011, une étude espagnole avait montré que ce phénotype ne corrélait pas avec le phénotype
CD4+CD25+FoxP3+, chez les sujets VIH virémiques (corrélation par contre retrouvée chez
les patients avirémiques sous TARYV). Ceci était une limitation importante a notre travail, car
a D'inclusion dans 1’étude les patients étaient non traités, et donc virémiques. Cependant
d’autre auteurs ne retrouvaient pas cette perte de corrélation (125)(132). Les résultats de
I’¢tude 3, présentés dans ce travail, sont effectivement en faveur de I’utilisation de ce
phénotype pour étudier les Treg, chez les patients virémiques aussi bien que chez les non
virémiques.

L’une des explications avancée par Del Pozo ef al. est que l’utilisation du phénotype
CD4+CD25+CD127- surestime les Treg du fait de la régulation négative du récepteur a 1I’IL-7
en cas d’activation immune (avec donc une diminution de I’expression du CD127 par les LT
CD4 conventionnels « non Treg »)(311)(312). Ceci est effectivement une limitation théorique

importante a [’utilisation de ce marquage, chez les patients les plus lymphopéniques,
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présentant une importante activation immune et des dysfonctionnement majeurs de régulation
de I'IL-7 et de son récepteur. Cependant, I’un des critéres d’inclusion dans cette étude
espagnole était un taux de LT CD4 >350/mm’, alors que nous avons inclus des patients avec
des taux de LT CD4 médian de 360/mm’. Malgré I’inclusion de patients plus
lymphopéniques, nous montrons une excellente corrélation entre les 2 phénotypes, chez les
patients avirémiques comme attendu, mais également chez les patients virémiques, et ce
malgré un tres faible nombre de patients.

Un autre résultat surprenant de 1’étude de Del-Pozo ef al est ’augmentation significative de
pourcentage de Treg CD4+CD25+FoxP3+ dans la population de patients avirémiques, par
rapport a la population de patient virémique (4.9 vs 3.9, p<0.05), malgré des niveaux
d’activation immune moins importants et une charge virale plus basse (ce qui est par contre
bien attendu dans une population de patients sous TARV).

Une explication possible aux différences de résultats observés entre notre étude et celle-ci est
le marquage des lymphocytes a partir de sang total, et non a partir de cellules périphériques
mononuclées (PBMC), respectivement. Cependant, d’autres équipes retrouvent des résultats
similaires aux ndtres, en ayant utilisé cette technique (125)(132).

Enfin, nous montrons ¢galement que malgré I’excellente corrélation observée entre les deux
phénotypes, environ 10% des cellules CD4+CD25++CD127- n’expriment pas FoxP3
(résultats comparables entre les patients virémiques et les patients traités avirémiques). Ceci
justifiait bien la mise au point et la validation d’une nouvelle technique de marquage de

FoxP3 facilement utilisable en pratique quotidienne.
D. Evolution du pourcentage de Treg sous TARV
Dans I’étude prospective (étude 4), nous avons montré que le pourcentage médian de Treg
ne diminuait pas aprés un an de TARYV, alors qu’il était observé une augmentation

significative de la valeur absolue (Tableau 3). Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres

équipes (175)(156)(171).
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II. LIMITES

Malgré les associations retrouvées entre la réponse immune a la TARV, le pourcentage de
Treg, et I’expression des marqueurs d’activation lymphocytaire sur les LT CD4, le caractere

observationnel de ces travaux ne permet pas de conclure sur des liens de causalité.

Un role physiopathologique propre des Treg chez les patients NRI et chez des patients RI
devra étre étudié, par exemple ex-vivo, en utilisant des test fonctionnels comme le niveau de
production d’IL-2, d’interféron gamma, d’IL-7 ainsi que le niveau d’expression de CD127,
en présence et en 1’absence de Treg, dans chacune de ces 2 populations. Les mémes réflexions
pourront étre menées en travaillant sur les différentes sous populations de Treg (naturels,
induits, naifs, activés, effecteurs ou terminaux effecteurs...) car il exercent probablement un

role différent, et sont régulés par différentes voies de régulations homéostasiques (121)(103).

Malgré le fait que les études 3 et 4 soient, parmi les études actuellement publiées sur les
Treg au cours de I’infection par le VIH traitée, celles ayant inclus le plus de patients, les
effectifs étudiés restent faibles. Ceci limite la puissance statistique, et explique peut-Etre
I’absence de résultats concernant I’impact de 1’activation immune des LT CDS, ou de la

virémie résiduelle, sur la NRI.

Enfin, il s’agit d’études monocentriques, toutes réalisées entre 2011 et 2013 sur Lyon,

avec le risque de biais de recrutement inhérent a ce type d’étude.
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III. OUVERTURES

N

A. Meilleur dépistage des personnes a risques de NRI: pour une

meilleure prévention des risques liés a I’'immunodépression

Nos résultats sont en faveur d’un effet délétere d’un pourcentage de Treg élevé et d’un
nadir de LT CD4 bas sur la restauration des LT CD4. Nous montrons que cet effet des Treg
est 1i€ au nadir de LT CD4 : il est d’autant plus important que le nadir de LT CD4 est bas. La
mesure du pourcentage de Treg est donc un outil simple et réalisable en routine quotidienne
pour identifier, en association avec le nadir de LT CD4, les personnes les plus a risque de

réponse immune discordante.

Ces patients pourraient ainsi étre surveillés de facon plus rapprochée, et bénéficier de
mesures renforcées de prévention de la morbi-mortalité. Les autres facteurs de NRI pourraient
étre particulierement recherchés et pris en charge (inobservance, éviction des traitements
myélotoxiques). Ces patients pourraient bénéficier de séances d’éducation thérapeutique plus
rapprochées et systématiques, ou de consultations médicales plus fréquentes axées sur la
prévention des risques liés a I’immunosuppression (proctologie, dermatologie, radiographies
thoraciques...). Une information particuliere sur les risques de I’'immunodépression pourrait
leur étre délivrée, avec un renforcement des consignes hygiéno-diététiques (vaccinations,
limiter les comptages infectieux.. ) ou un accompagnement plus actif pour 1’arrét du tabac
Effectivement, la survenue de cancer est corrélée au degré d’immunodépression chez les
personnes vivants avec le VIH (313), et les cancers sont la premicre cause de mortalité chez

ces patients, au premier rang desquels se trouve le cancer du poumon (314).

Enfin, I’identification des personnes les plus a risque de NRI devrait permettre une
meilleure sélection des patients a inclure dans les protocoles interventionnels

d’immunostimulation et d’immunomodulation (315)(316)(317)(318)(319).
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B. Perturbations homéostatiques des LT CD4 chez les NRI : vers une
meilleure compréhension de la NRI, et le développement de

traitement adaptés ?

En accord avec les données d’autres études, nous n’avons pas mis en évidence de lien
entre NRI et activation des LT CD8, mais avec NRI et expression de HLA-DR par les LT
CD4, apres de nombreuses années de TARV (251)(250).

Hatano et al ont mis en évidence en 2013, chez des patients sous TARV, des
associations entre fréquence des LT CD4 activés, expression de PD-1, et importance du
réservoir viral (250). La persistance d’un environnement inflammatoire dans certains sites
pourrait permettre la persistance et méme I’accroissement progressif du réservoir viral, malgré
une TARV « suppressive » (i.e. ARN plasmatique <40 cp/mL) (Figure 20). Ce mécanisme a
méme €té proposé récemment, dans la revue « Science », comme étant probablement I’un des

plus important pour expliquer la stabilité¢ du réservoir (317).

Latent reservoir

Homeostatic cytokines .-
Antigen
A A
Proliferation Activation
Reservoir maintenance y's ‘

Figure 20. La prolifération et I’activation des lymphocytes T infectés de facon latente, médiées
par un environnement cytokinique pro inflammatoire et les stimulations antigéniques,

contribuent a la production de virus et au maintien du réservoir. Adapté de (317).
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Cet état d’inflammation chronique pourrait entrainer la surexpression de mécanismes
anti inflammatoires régulateurs, comme I’augmentation du pourcentage de Treg (en accord
avec nos résultats, article 2) et conduire a la fibrose des organes lymphoides secondaires par
augmentation de la sécrétion de TGF b et des dépdts de collagenes (177)(277). 1l a été montré
que ces désordres architecturaux pouvaient étre inversement corrélé au taux de LT CD4 sous
TARV (320)(321). Une meilleure compréhension de ces mécanismes permettrait le
développement de thérapeutiques immunomodulatrices avec pour but la diminution du
réservoir, mais également la diminution de [I’activation immune et donc de

I’immunosuppression induite (Figure 21).

Latent reservoir

Activation

Neutralizing
antibodies

Immunotherapies ... Therapeutic |
vaccines

PD-1 blockade
Sirolimus =
Type lIFN >
IL-7

Immune modulating drugs

Figure 21. Les stratégies d’immunothérapie (anticorps neutralisants, vaccins
thérapeutiques), et/ou d’immunomodulation (inhibition de PD-1, sirolimus...) permettraient
de lutter contre 1’activation des cellules infectés de fagon latent, et donc de réduire la taille

du réservoir. Adapté de (317).
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C. Les Treg dans la réponse immune discordante : une cible

thérapeutique ?

Si un role physiopathologique propre des Treg ¢était mis en ¢évidence, des
thérapeutiques ciblées pourraient alors étre développées, comme dans le cadre du cancer
(322). L’administration d’IL-7 chez des patients infectés par le VIH a montré (en plus d’une
augmentation dose dépendante du taux de LT CD4 chez les patients lymphopéniques, et d’une
augmentation du répertoire lymphocytaire T)(315), une augmentation de la valeur absolue
des Treg, mais la diminution de leur pourcentage (316)(323). De plus, I’'[L-7 permettrait le
contrdle du VIH (comme d’autres infections virales chroniques), en augmentant le nombre et
la fonctionnalité des LT effecteurs (324). Cependant, il a ét¢ montré un dysfonctionnement
dans le systéme de contréle de I’homéostasie des LT CD4 impliquant I’'IL-7, et le récepteur
CDI127/IL7Ra (210). Ceci fait remettre en question, au moins chez certains patients, 1’ intérét

de ’administration d’IL-7 en cas de NRI.

De plus, il faut souligner la diversité des sous populations de Treg, et leur différentes
fonctionnalité et mécanismes de régulation homéostatique (103). Ces sous populations et
leurs fonctionnalités respectives au cours de I’infection par le VIH ont été trés peu étudiées.
Par exemple, Younas et al/ ont montré, in vitro, que I’administration d’IL-7 pouvait réguler
négativement fortement les activités suppressives des Treg mémoires, et beaucoup moins
celles des Treg naifs (325). Donc I’identification, et la caractérisation, des mécanismes
cellulaires et moléculaires en jeu dans la différentiation/spécialisation des Treg sont
nécessaires, pour pouvoir cibler de facon sélective I’une des sous populations, en particulier

chez les patients non répondeurs immunologiques.

120



IV. PROJETS

Un suivi de la cohorte présentée dans I’étude 4 sera réalisé, afin de confirmer ces effets
a plus long terme, et notamment d’évaluer si la mesure des Treg a I’introduction de la TARV
peut étre associée au risque de ne plus présenter a long terme une pente positive de
récupération de LT CD4 (10). L’association du pourcentage de Treg a la survenue
d’évenements cliniques cardio vasculaires, neurocognitifs (tests de dépistage en consultation)

et néoplasiques pourra étre étudié.

L’effet du pourcentage de Treg a I’introduction de la TARYV sur la réponse immune sera
é¢tudi¢ dans une seconde étude prospective, €ventuellement multicentrique, incluant
uniquement des patients avec des LT CD4<200/mm’ (environ 40 par an sur Lyon). Plusieurs
sous populations lymphocytaires T seront analysées a I’introduction du traitement. Nous
prévoyons dans cette ¢tude de nous intéresser aux facteurs cliniques, immunologiques
(incluant les Treg) et virologiques prédictifs de la survenue d’un syndrome de restauration

immune.

Enfin, nous souhaitons nous intéresser aux associations entre systéme immunitaire et
vieillissement, du fait de 1’augmentation de la moyenne d’age de la population générale, et
des patients VIH en particulier. En collaboration avec des équipes de gériatrie, nous
comparerons, dans un premier temps de fagon transversale, la survenue d’évenements
cliniques (neuro cognitifs, cardiovasculaires, néoplasiques), radiologiques (IRM cérébrale,
dopplers artériels et échographie cardiaque), et biologique (fonction rénale, hépatique), chez
des patients infectés par le VIH, et des sujets agés « sains », en fonction de 1’age, et de
plusieurs autres paramétres, notamment immunologiques phénotypiques et éventuellement

solubles.
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CONCLUSION

Plus de 30 ans apres la découverte du VIH, et malgré un arsenal thérapeutique large
actuellement, entre 20 et 30% des patients sous TARV ne récupérent pas un taux normal de
LT CD4, ce qui est associé a une morbi-mortalité augmentée. Les causes de cette non réponse

immunologique au traitement sont nombreuses et pas completement élucidées.

Nous montrons dans ce travail que le pourcentage de Treg et le nadir de LT CD4 sont
deux facteurs indépendants pronostiques de NRI. De plus, nous confirmons que les causes de
NRI chez des patients traitées depuis de nombreuses années sont probablement dues a des
anomalies homéostatiques au sein des LT CD4, faisant notamment intervenir 1’activation de

ces cellules, dont on sait qu’elles sont la cible principale du VIH, et les Treg.

Nous suggérons que la mesure du pourcentage de Treg a I’introduction du traitement
pourrait étre un outil simple et facilement utilisable en routine pour mieux cibler les patients a
risque de NRI, en association avec la mesure du nadir des LT CD4. Ceci devrait permettre
d’améliorer leur prise en charge, afin de prévenir efficacement les complications liées a
I’immunodépression chronique, ou de les inclure de fagcon préférentielle dans des protocoles
d’essai thérapeutique a visée d’immunostimulation. Le role pathogene propre des Treg et de
leurs différents sous-types cellulaires chez les patients NRI restent a étudier. De la méme
facon, I’activation immune des LT CD4, les Treg, et le réservoir viral devront étre étudiées,
dans le sang périphérique mais également dans les sites « sanctuaires » du VIH, afin de
mieux comprendre leurs associations avec la NRI, et pouvoir développer de nouvelles

stratégies thérapeutiques.

Un suivi de la cohorte permettra de confirmer ces résultats a plus long terme. D’autres
¢tudes devront étre conduites, en se focalisant sur les patients avec un nadir de LT CD4 bas,
ainsi que chez des patients plus agés, afin d’explorer les interactions entre

immunosénescence, activation immune et Treg.
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