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Virus spécifique de I'Homme, le Cytomégalovirus Humain, ou HCMV, est
ubiquitairement réparti a la surface du globe, pouvant infecter jusqu’a 97% de
d’'une population régionale de maniére durable. En effet, le virus contamine
premierement I'h6te de maniére active, pour ensuite persister a vie dans un état
de latence, entrecoupé d’épisodes de réactivation sporadiques. Bien que
globalement inoffensif chez l'individu immunocompétent, le HCMV est un
pathogene opportuniste et demeure une cause majeure mondiale de
complication infectieuse, conduisant a la morbidité et la mortalité chez les sujets
ayant des déficiences immunes innées (foetus, nouveau-nés) ou acquises

(patients atteints du SIDA, patients greffés/transplantés).

Chez les receveurs de greffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH)
ou d’organes, I'emploi de traitements immunosuppresseurs favorise la primo-
infection et/ou la réactivation du HCMV, qui va alors participer directement ou
indirectement au rejet du greffon, voire méme au déces du patient. Ainsi,
I'infection @ HCMV est la complication virale la plus fréquente dans le contexte
de la transplantation. L’utilisation de traitements préventifs antiviraux a permis
d’améliorer la survie du greffon et du patient a long terme. Cependant, les
stratégies cliniques actuelles demeurent partiellement efficaces et favorisent
I'’émergence de souches résistantes aux molécules anti-HCMV, ainsi que

I"apparition d’infections actives tardives.

La persistance du virus a vie dans l'organisme, |'apparition de souches
résistantes aux traitements antiviraux et le manque de vaccins efficaces sont
autant de raisons de poursuivre la recherche sur le HCMV. L'absence de
symptomes apparents associés au virus chez les individus sains et le
développement de la maladie chez les sujets immunodéprimés témoignent de
la pression exercée par le systeme immunitaire sur le virus in vivo. En effet, de
nombreux effecteurs immuns prennent part a la défense contre I'infection virale.
Un obstacle majeur pour la conception de vaccins est notre compréhension
incompléte de la réponse immune dirigée contre le HCMV. Ainsi, il est nécessaire
de nos jours de parfaire notre connaissance des paradigmes de cette réponse,
afin d’étre capable a I'avenir d’améliorer le diagnostic et la prise en charge des

infections a HCMV chez les individus a risque.

Ce projet s’inscrit dans la volonté de mieux comprendre un élément

méconnu de la réponse immune dirigée contre le HCMV. En effet, le but de mon
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travail de these a été d’étudier la fréguence, le développement et la fonction
des lymphocytes T (LT) CD8* restreints par la molécule HLA-I non classique
HLA-E et spécifiques du HCMV, chez des individus sains et des patients

transplantés rénaux.
Ce rapport de these est divisé en trois parties principales, a savoir :

e Une INTRODUCTION, constituée de 4 sous chapitres. Un premier chapitre
présentera les notions basiques concernant le HCMV (structure, épidémiologie
etc.), tandis qu’un second chapitre détaillera les répercussions de |'infection par
le virus dans le contexte de la transplantation, ainsi que les différents moyens
de gestion mis en place pour contréler son impact délétére en clinique. Un
troisieme chapitre s’attardera sur la réponse immune spécifique du
cytomégalovirus chez I'Homme. Un point tout particulier sur les effecteurs
immuns principaux sera réalisé. Un quatrieme et dernier chapitre présentera la
protéine HLA-E pour finalement faire un état de l'art sur les lymphocytes T
restreints par HLA-E chez I'Homme, dont notamment ceux dirigés contre le

HCMV, au coeur de ce manuscrit ;

e Une seconde partie RESULTATS. Elle présentera l'article publié issu de ces

travaux de thése, accompagné de résultats complémentaires préliminaires ;

e Une troisieme et derniere partie consacrée a la DISCUSSION. Cette
derniere élargira l'analyse des données obtenues pendant cette these a la
lumiere du contexte scientifique actuel et ouvrira sur des perspectives de

continuité de ce travail.
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PARTIE 1 : LE CYTOMEGALOVIRUS HUMAIN

Selon la classification de Baltimore, les herpesvirus, dont Ile
Cytomégalovirus Humain, appartiennent au groupe I, ordre des Herpesvirales,
famille des Herpesviridae, et sont notamment retrouvés chez I'ensemble des
sous-clades des vertébrés. Ces virus partagent pour caractéristiqgues communes
1) d’étre disséminés mondialement, 2) de chacun posséder une tres forte
spécificité d’infection pour une espece animale donnée (Homo sapiens pour le
HCMV), 3) d’avoir une trés faible capacité de virulence morbide suite a la primo-
infection, et 4) de s’établir et persister a vie dans leur hote, en alternant des
épisodes de réactivation du cycle réplicatif avec des phases d’absence de
production de particules virales, dénommeées « état de latence virale » (Davison
2002).

Parmi les herpesvirus, 9 sont propres a I'espece Homo sapiens, et répartis
en 3 sous-familles : les Alphaherpesvirinae, les Betaherpesvirinae et les
Gammaherpesvirinae, se distinguant par des tropismes cellulaires préférentiels
et distincts de primo-infection et de latence au sein de I'hGte, et en conséquence,
par un panel de maladies induites d’origine histologique variée (Tableau 1)
(Crough et Khanna 2009).
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Tableau 1: Classification, sites privilégiés et maladies associées aux virus de I'herpés spécifiques a 'Homme.
D’aprés (Crough et Khanna 2009).

Site(s) privilégié(s) de

Nom Nom

Famille . Maladies
scientifique usuel
Primo-infection Latence
Virus
Herpes Herpeés orolabial
HHV-1 simplex -
de type 1 et génital
(HSV-1) Cellules
Virus épithéliales des Ganglions des nerfs
o Herpes muqueuses . A
HHV-2 simplex (lymphocytes T sensoriel et cranien Herpes génital
de type 2 pour VZV)
(HSV-2)
Virus
HHV-3 Varicelle- Varicelle ; Zona
Zona (VZV)
Cytoméga C,ellules s?}JFhes
lovirus hématopoiétiques Syndrome
HHV-5 humain CD34+, rlTolnocytes, mononucléosique ;
cellules rétinite
(HCMV) endothéliales
Virus de
Ihi;(:;g?: , CeII'uIes
8 HHV-6A de type 6 A épithéliales, Monocytes,
HHV-6B ou B fibroblastes, macrophages
(HHV-6- monocytes o .
A/B) Roséole infantile
Virus de
HHV-7 Ihti:,;?: Lymphocytes T
cD4*
de type 7
(HHV-7)
Mononucléose
infectieuse ; lymphome
de Burkitt ; carcinome
nasopharyngé ;
Virus o C?I!ules Iympho‘me primaire du
HHV-4 'Epstein- épithéliales des systeme .nerve.ux
mugqueuses, central (= microgliome)
Barr (EBV) .
lymphocytes B et leucoplasie chevelue
y Lymphocytes B buccale associée au
VIH ; syndrome
lymphoprolifératif
post-transplantation
Virus de
I'herpés Sarcome de Kaposi ;
HHV-8 associé au Non déterminé I.ymphome efflfsif
sarcome de primaire ; maladie de
Kaposi Castleman
(KSHV)
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Le génome a ADN compacté du HCMV est contenu dans une capside
icosaédrique pseudo-sphérique, entourée d’'une matrice protéique dite
tégumentaire. L’ensemble est entouré d’'une enveloppe, composée de
membrane de la cellule-hote et ponctuée de glycoprotéines virales, I'intégralité

du virion ayant un diamétre compris entre 200 et 300 nm (Figure 1).

/_ Protéines d’enveloppe X
’ Enveloppe \

Capside

' ADN génomique

Figure 1: Section ultrafine d’une particule de HCMV_en microscopie électronique et représentation
schématique. Tirée de Schottstedt et al. 2010.

Le HCMV possede le plus grand génome d’herpesvirus humain, constitué
d’ADN double-brin (db) d’une longueur totale d’environ 235 kb. Il est présent
sous forme linéaire non fragmentée dans la capside, et épisomale dans le noyau
de la cellule-hbte (Dolan et al. 2004). Il est composé de 2 régions uniques,
dénommeées UL (pour Long) et US (pour Short), flanquées de part et d’autre
d’extrémités terminales répétées et inversées : IRS/L et TRS/L (Internal et
Terminal Repeat Short/Long) (Davison et Bhella 2007). Ces bornes permettent
de maintenir une cohésion covalente entre ces 2 régions, ainsi que les processus
de circularisation sous forme épisomale de I’ADN viral suite a I'entrée du virion
dans la cellule-héte, le clivage de I'ADN lors de sa réplication par I’ADN
polymérase virale pUL54 et son encapsidation lors de la formation de néo-

virions.

Il est estimé que le génome du HCMV est composé de 165 a 252 cadres
ouverts de lecture (ORF, pour Open Reading Frame). Une étude majeure de
profilage ribosomique a démontré par analyses couplées du transcriptome et du

traductome que le génome du HCMV comprenait plus de 750 ORFs transcrits et
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traduits (Stern-Ginossar et al. 2012). Bien qu’une grande majorité de ces
produits viraux demeurent inconnus a ce jour, les protéines du HCMV sont
impliguées dans de multiples voies afin d’assurer la réplication du virus :
facteurs de transcription, composants structuraux, molécules d’échappement a
la réponse immunitaire etc. (Figure 2). Le génome du HCMV ne code pas
uniguement des protéines virales ; en effet, 13 ORFs trés conservés sont
transcrits en micro ARN (miARN) non codants, intervenant favorablement dans
les processus de réplication du virus et d’échappement au systéme immun (Grey
et al. 2005).
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Figure 2 : Schéma de la carte génomique de la souche Merlin. L’ADN est représenté en simple brin, en kb.
Chaque géne est illustré par un triangle de taille non proportionnelle et attribué a une catégorie de genes
suivant le code couleur. Adapté de Sijmons et al. 2014.

La capside du HCMV est de forme sphérique a symétrie icosaédrique T16
et sa structure atomique a été récemment publiée (Yu et al. 2017). Similaire
chez tous les herpesvirus, elle est composée de 4 protéines principales
conservées réunies en pentons et hexons : pUL86/MCP (Major Capsid Protein),
pUL48A-49/SCP (Smallest Capsid Protein), pUL85/MnCP (Minor Capsid Protein)
et puUL46/MnC-BP (Minor Capsid Binding-Protein) (Davison et Bhella 2007). La

MCP assemblée en hexons forme les parois de la capside, tandis que les 3 autres
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protéines réunies en pentons participent au maintien de sa stabilité et de sa
rigidité.

Le tégument (ou matrice) du HCMV est une structure amorphe organisée
épousant les contours de la capside virale et située sous |I'enveloppe virale (Chen
et al. 1999). Compartiment protéique le plus abondant du HCMV, il est composé
de plus de 20 protéines différentes qui peuvent étre classées en plusieurs
catégories en fonction de leur implication dans la structure, a savoir
I'assemblage/désassemblage du virion, I'entrée du génome viral dans la cellule-
hote, I'expression génique, le transport de la capside au noyau, ou encore, la

régulation de la réponse immunitaire et de la réplication virale (Kalejta 2008).

Pp65 (UL83), constituant le plus abondant du tégument viral et du
protéome du virion, est impliqué dans I'inhibition des composants immuns de la
cellule-héte (Gilbert et al. 1996; Odeberg et al. 2003; Arnon et al. 2005). Pp150
(UL32), 2¢™e composant majoritaire de la matrice virale, est indispensable a la
réplication virale in vitro. 1l interagit avec la protéine SCP de la capside virale et
sert au maintien de sa structure lors de la formation des néo-virions, tandis que
Pp28 (UL99) contrGle le cloisonnement de la capside et des protéines
tégumentaires par I'enveloppe in vitro. L'hétérodimére pUL47/pUL48 s’assemble
avec la MCP composant la capside afin de permettre la maturation du virion par
acquisition de I'enveloppe, et serait potentiellement impliqué dans le transport
de la capside au noyau pour y délivrer le génome viral. Pp71 (UL82) permet le
controle de l'expression des genes du démarrage du cycle réplicatif du HCMV.
En plus des ARN et protéines virales, le tégument emprisonne dans sa structure
plus de 70 protéines et ARN d’origine cellulaire de réles méconnus, I'intégralité
de ces protéines étant transférée a l'intérieur de la cellule-ho6te durant l'infection
(Terhune et al. 2004; Varnum et al. 2004).
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L'enveloppe du HCMV est une bicouche lipidique acquise par le virus durant
les processus de bourgeonnement accompagnant sa maturation. Elle est
successivement dérivée des membranes nucléaires puis endosomales précoces
de la cellule-hote (Beltran et Cristea 2014). Composée de plus de 600
glycoprotéines, cette enveloppe se retrouve ponctuée de 6 glycoprotéines
majoritaires d’origine virale, relativement conservées au sein des herpesvirus
humain : gB (gpUL55), gM (gpuL100), gN (gpUL73), gH (gpUL75), gL
(gpUL115) et gO (gpUL74) (Grinewald et al. 2003; Davison et Bhella 2007).
Elles sont impliquées dans l'entrée du virion dans la cellule-hdéte, dans la
transmission intercellulaire et dans le tropisme cellulaire du HCMV, au travers
de la formation de complexes trimériques (gH/gL/gO) et pentamériques
(gH/gL/UL128/UL130/UL131A) responsables de |'attachement du virus sur les
cellules-cibles, tandis que gB assure la fusion des membranes virale et cellulaire
(Wussow et al. 2017).

Les étapes majeures du cycle de réplication virale du HCMV sont
représentées sur la Figure 3 (Beltran et Cristea 2014). Le cycle réplicatif actif
du HCMV commence par la fixation d’'un ou plusieurs récepteurs viraux sur
leur(s) ligand(s) cellulaire(s) respectif(s). Par la suite, l'enveloppe virale
fusionne soit directement avec la membrane plasmique, soit avec la membrane
endosomale si le virus est endocyté, déversant dans le cytoplasme les protéines
tégumentaires et la capside. Cette derniére est alors acheminée au noyau
cellulaire par détournement des réseaux de transport intracellulaire
(microtubules de tubuline cellulaire, filaments d’actine du cytosquelette), ou
I’ADN linéaire db viral est relargué. Il se circularise alors sous forme épisomale,
et peut dans cet état, soit induire la phase de latence, soit maintenir la phase
de réplication active. Cette derniere se divise en 3 sous-étapes distinctes. La
phase trés précoce dite « IE » (pour Immediate Early) démarre entre 2 et 4h

post-infection et permet la transcription et traduction des génes IE, dont entre
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autres IE1 et IE2, codant pour les deux facteurs de transcription viraux IE72 et
IE86, primordiaux dans le cycle de réplication virale. Ensuite, IE72 et IE86
enclenchent la phase précoce « E » (pour Early) dans les 3 a 8h post-infection.
Elle consiste notamment a induire la production de I'ADN polymérase virale
pUL54, qui va étre en charge de la réplication massive du génome viral épisomal
sous la forme d’un concaténére hélicoidal de copies d’ADN. Ce dernier est par la
suite clivé en unité de génome viral pour former les molécules d’ADN db
linéaires. Enfin, la phase dite tardive « L » (pour Late) prend place entre 24 et
48h post-infection. Les éléments protéiques viraux constituant la capside, le
tégument, et lI'enveloppe sont alors synthétisés dans la cellule-h6te. Les
protéines composant la capside sont envoyées partiellement pré-assemblées au
noyau, ou va alors s’achever leur maturation sous forme d’une capside dans
laguelle une unité de génome est injectée. Les capsides transitent alors du
noyau vers le cytoplasme par un processus de bourgeonnement/fusion, leur
faisant acquérir transitoirement une enveloppe nucléaire, successivement
composée du feuillet interne puis externe. En paralléle, les glycoprotéines
virales de I'enveloppe sont synthétisées dans la lumiére du réticulum
endoplasmique (RE), puis envoyées via |'appareil de Golgi (Golgi) a la surface
plasmique durant leur processus de maturation. Elles sont par la suite ré-
internalisées dans des endosomes précoces. Les capsides virales dans le
cytoplasme acquierent alors par couches successives les protéines virales
composant le tégument, puis leur enveloppe Vvirale définitive par
bourgeonnement dans la lumiére des endosomes précoces. Les néo-virions sont
finalement excrétés dans le milieu extracellulaire par exocytose suite a la fusion
des compartiments endosomaux avec la membrane plasmique. La production
des virions matures s’accompagne également de celle de particules virales
défectueuses dénommeées « corps denses », enveloppes criblées de
glycoprotéines virales contenant uniqguement des protéines tégumentaires. En

tout et pour tout, un cycle complet de réplication du HCMV prend de 72 a 96h.
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Figure 3: Schéma des étapes clés du cycle réplicatif du HCMV. 1) Attachement du virus. 2) Pénétration &

Fusion. 3) Transport de la capside. 4) Relargage et circularisation du génome viral. 5) Expression des génes
trés précoces (IE), puis précoces (E). 6) Réplication du génome viral. 7) Expression des génes tardifs (L). 8)
Circuit des protéines virales de I'enveloppe. 9) Assemblage de la capside. 10) Bourgeonnement de la capside.
11) Acquisition du tégument et de I'enveloppe. 12) Exocytose des néo-virions matures et corps denses.
Abréviations : E: Early ; FME : Feuillet Membranaire Externe ; FMI : Feuillet Membranaire Interne ; Golgi :
Appareil de Golgi ; IE : Immediate Early ; L : Late ; MP : Membrane Plasmique ; RE : Réticulum endoplasmique.

Les herpesvirus partagent la caractéristique d’alterner des phases de

réplication active, courtes, avec un état de latence plus long dans les cellules

infectées, qui consiste en la persistance dans la cellule-h6te du génome viral

entier sans qu'il n'y ait de production de nouveaux virions infectieux. L'état de

latence est caractérisé par la suppression de la transcription de nombreux génes

viraux lytiques, en parallele de I'expression concomitante de genes viraux

associés a la latence, impliqués notamment dans des mécanismes d’inhibition

de l'apoptose et d'immuno-subversion (Wills et al. 2015). L’ADN viral persiste

alors sous forme épisomale dans le noyau : entre 1 cellule sur 250 et 1 sur 100
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contiennent de 2 a 13 copies de génome viral par cellule dans les sites de latence
(moélle osseuse et monocytes circulants) (Slobedman et Mocarski 1999). Ainsi
les phases lytiques permettent d’assurer l'amplification et la dissémination
interne et externe du virus tandis que I'état de latence favorise I’échappement

au systeme immunitaire.

Le virus peut établir un état de quiescence dans certains sous-types
cellulaires, préférentiellement de la lignée myéloide : CSH CD34*, les
progéniteurs communs a la lignée myéloide, les monocytes, les progéniteurs
des cellules dendritiques (DC) myéloides, les DC immatures et les cellules
endothéliales (Tableau 2) (Sinzger et al. 2008). La réactivation du HCMV,
passant d’un état de latence a celui de réplication lytique, se déroule lors de la
différenciation des CSH CD34*/monocytes en DC immatures/macrophages, et
lors de la maturation des DC, résultant en la production de novo de particules
virales infectieuses (Figure 4) (Reeves et al. 2005; Hargett et Shenk 2010).
Ceci est notamment d( a lintervention d’enzymes impliquées dans les
processus de différenciation cellulaire, qui vont également acétyler les histones
compactant I’ADN viral, conduisant au relachement de la chromatine et a la
reprise de la transcription des genes IE1 et IE2 (Reeves et al. 2005). La
présence des cellules infectées dans un microenvironnement inflammatoire
(Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a), Interféron-gamma (IFN-y)) conduit
également a la réactivation du HCMV (Stein et al. 1993; Séderberg-Nauclér et
al. 2001).

En dépit d'une spécificité d’espece stringente, le HCMV ne possede pas de
tropisme cellulaire strict. En effet, il est capable d’infecter de nombreux sous-
types cellulaires (Tableau 2) grace a de multiples approches de fixation et
pénétration. En outre, le tropisme du HCMV lors de la phase de réplication active

est moins restreint que celui de I'état de latence.
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Tableau 2: Sites de tropisme cellulaire du HCMV pour la réplication active et I'établissement de la latence.
D’aprés Sinzger et al. 2008.

Sites de réplication active du HCMV Sites de latence du HCMV
- Cellules épithéliales - Cellules endothéliales
(rétine, glandes salivaires, poumons, foie, tractus gastro-intestinal, reins) - Cellules souches
- Fibroblastes hématopoiétiques CD34+
(peau, poumons, tractus gastro-intestinal) - Monocytes
- Cellules endothéliales - DCimmatures

- Cellules de la lignée hématopoiétique (monocytes, macrophages,
DC dérivées des monocytes, neutrophiles)
- Cellules musculaires lisses
(parois vasculaires, tractus gastro-intestinal)
- Cellules neuronales et gliales
- Rétinocytes
- Cardiomyocytes

- Hépatocytes

- Cellules trophoblastiques

Ce large panel de cibles cellulaires permet alors au HCMV de se disséminer

rapidement et efficacement au sein et entre les individus (Figure 4).
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Figure 4: Mécanismes de dissémination interne et transmission inter-individuelle de I'infection a HCMV.

La variété de tropisme cellulaire du HCMV peut s’expliquer par les capacités
différentielles d’infection des souches. Par exemple, les souches de laboratoire
AD169 et Towne, infectent les fibroblastes mais ont perdu leur pouvoir
d’infection des cellules épi- et endo-théliales, du fait d’'une délétion de génes de
la région ULb’ dans leurs génomes par rapport aux souches isolées en clinique
(IC) (Sijmons et al. 2014). De maniere générale, les souches IC pouvant infecter

les cellules endothéliales in vitro sont également capables d’infecter les
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fibroblastes, mais l'inverse n’est pas nécessairement vrai. Les niveaux
d’expression des complexes d’entrée de forme trimérique ou pentamérique
influencent le tropisme de la souche virale. En cas de défaut de la protéine virale
pUL148, le complexe trimérique gH/gL/gO est immature et peu exprimé, au
détriment d’une expression membranaire accentuée du complexe pentamérique
gH/gL/UL128/UL130/UL131A. Ce dernier est nécessaire a l'infection des cellules
endothéliales (Hahn et al. 2004; Macagno et al. 2010) et augmente celle des
cellules épithéliales (Ryckman et al. 2006; Li et al. 2015). A I'inverse, la capacité
d’'une souche a infecter les fibroblastes in vitro est corrélée positivement avec

le niveau d’expression du complexe trimérique (Zhou et al. 2015).

L'espece humaine est l'unique réservoir animal connu de réplication et de
transmission du HCMV. La prévalence et I'incidence du virus a I'échelle mondiale
sont positivement liées a I'age et inversement corrélées aux conditions socio-
économiques, de développement, d’hygiene et de santé entre les régions
géographiques des populations, touchant plus fortement en ce sens les pays en
voie de développement (Bate et al. 2010; Cannon et al. 2010). De nos jours,
entre 30 et 97% de la population totale est infectée par le HCMV selon le pays,
avec une moyenne de 30 a 70% dans les pays développés et de 80 a 100%
dans les pays en voie de développement (Bate et al. 2010; Cannon et al. 2010).
En 2010 en France, 41,9% de la population 4gée de 15 a 49 ans avait une
sérologie positive pour le HCMV, avec des disparités en fonction de I'age, du
sexe et de l'origine des individus (n=2536) (Antona et al. 2017).

Etant un virus enveloppé, le HCMV reste extrémement fragile & I’exposition
au milieu extérieur - environ 24h sur une surface in vitro - et sa transmission
interhumaine ne peut se faire que par contact direct et étroit avec certains
fluides biologiques infectés. Ainsi le HCMV peut se transmettre via les voies
salivaires, les gouttelettes et projections oropharyngées, la voie sexuelle, la voie
sanguine, la transmission iatrogene (greffe de CSH, transplantation d’organes,
transfusion sanguine non déleucocytée), voie materno-feetale (transfert trans-

placentaire in utero) et I'allaitement (Figure 4) (Crough et Khanna 2009).
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Deux pics majeurs de séroconversion sont observés au sein des différentes
strates générationnelles d’une population. Le premier correspond a l'infection
durant la petite enfance (entre la naissance et 5 ans), qui se fait par
transmission verticale du virus de la meére vers le nouveau-né lors de
I'allaitement, mais aussi par propagation depuis des enfants infectés vers les
autres par contacts répétés avec la salive et les urines. Le second pic prend
place chez la population adolescente agée de 15 a 20 ans et est corrélé avec le

développement de la vie sexuelle active (Crough et Khanna 2009).

Chez [l'individu immunocompétent, [linfection a HCMV est soit
asymptomatique soit associée a des signes cliniques en général peu spécifiques,
rendant le diagnostic clinique de la primo-infection virale difficile. Il est estimé
que dans seulement ~10% des cas, la primo-infection a HCMV est
symptomatique. Elle se caractérise alors par un syndrome mononucléosique
accompagné d’une fievre prolongée, et parfois une association avec une
myalgie, lymphoadénopathie et/ou hépatomégalie. Plus rarement, une atteinte
tissulaire est observée : encéphalite, rétinite, pneumonite, myocardite,
hépatite, colite ulcérative, thrombose vasculaire, arthrites et arthralgie (Crough
et Khanna 2009). Au contraire, l'infection par le virus peut déclencher une
maladie opportuniste a HCMV, de symptdmes variables, chez I'individu immuno-
incompétent natif (foetus infectés in utero, nouveau-nés contaminés post-
partum) ou acquis (patients atteints du SIDA, receveurs de greffes d’organe ou

de CSH, développés dans la partie 2 de cette introduction).
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PARTIE 2 : IMPACT DU HCMV EN TRANSPLANTATION

La transplantation d’organe ou la greffe de CSH nécessitent I'emploi de
traitements immunosuppresseurs ou conditionnements myéloablatifs, rendant
les patients susceptibles aux pathogenes opportunistes, tels que le HCMV.
L'immunosuppression d’induction et de maintenance du receveur (R) favorise la
réactivation de la souche virale HCMV endogene et/ou la primo-
infection/surinfection par la souche virale exogéne issue du donneur d’organe
(D) (Razonable et Limaye 2016). L'infection a HCMV est une cause majeure de
complication clinique chez les patients transplantés car elle est associée avec le
rejet et la diminution de la survie a long-terme du greffon, et l'augmentation de
la morbidité et la mortalité du receveur (Figure 5) (Kaminski et Fishman 2016).
L'utilisation de stratégies préventives dirigées contre le HCMV a permis de
retarder et/ou diminuer - a défaut d’empécher - le développement de la maladie

chez les receveurs (Martin-Gandul et al. 2015).
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Figure 5: Facteurs de risque associés a I'infection a HCMV dans le contexte de la transplantation : Cas d’une
étude clinique sur une cohorte de patients transplantés cardiaques (n=301). L’infection par le HCMV du
receveur (primo-infection et/ou réactivation) est associée avec (A) le rejet de lallogreffe, (B) le
développement d’athérosclérose coronarienne, (C) la mortalité des patients et (D) la perte de greffon.
D’aprés Grattan et al. 1989.

L'incidence de l'infection et la maladie a HCMV varie selon le type d’organe
transplanté, les sérostatuts du receveur et du donneur et I'emploi ou non d’une
stratégie de prévention antivirale. Ainsi, les incidences de la primo-infection et

de la maladie a HCMV chez des patients transplantés sous traitements préventifs
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sont respectivement de 50-75% et 40% (poumons), 50% (pancréas ou
rein/pancréas), entre 22-29% et 29%(foie), de 9-35% et 29% (coeur) et de 8-
32% et 8% (jusqu’a 16% chez les D*/R") (reins) (Roman et al. 2014; Azevedo
et al. 2015). Chez les patients receveurs de CSH allogéniques, 30% sont primo-
infectés suite a la greffe, et moins de 5% déclenchent une maladie a HCMV par

la suite (Ljungman et al. 2011).

La mesure des réponses immunes humorales - la sérologie IgG anti-HCMV
- chez le receveur et le donneur en amont de la transplantation permet de
prédire et stratifier les groupes a risque pour le développement de |'infection et
la maladie a HCMV suite a l'acte chirurgical. En transplantation d’organe, le
risque de développer la maladie a HCMV est le plus élevé quand l'infection virale
se déclenche chez un patient transplanté sans immunité anti-HCMV préexistante
(R7), exposé a un organe infecté (D*) : les receveurs séronégatifs recevant un
organe de donneur séropositif (D*/R™). La surinfection (D*/R*) et la réactivation
(D/R*) du HCMV chez le receveur sont également a risque, mais dans une
moindre mesure (D*/R” >>> D*/R* > D-/R*) (Razonable et Limaye 2016). A
I'inverse, l'incidence des infections actives et maladies a HCMV chez les patients
greffés de CSH est plus élevée chez les receveurs séropositifs recevant un
greffon de donneur séronégatif (D-/R* >> D*/R* > D*/R™) (Ljungman et al.
2011). Ce constat d’apparence contradictoire, souligne le fait que 1) le virus se
réactive a partir des sites de latence méme dans le cas de greffes de CSH, et 2)
le développement des réponses immunes meémoires antivirales (issues du
receveur dans le cas des transplantations d’organe, et du donneur dans le cas
des greffes de CSH) est un facteur de bon pronostic contre la maladie a HCMV.
En ce sens, lutilisation d'agents déplétants des lymphocytes comme les
anticorps (Ac) anti-CD3 est associée avec la maladie a HCMV (Portela et al.
1995) tandis que I'emploi d’antagonistes du récepteur a I'IL-2 (Ac anti-CD25)
en tant que stratégie immunosuppressive d’induction non déplétante est
statistiquement associé avec de plus faibles taux d’infection a HCMV (Mourad et
al. 2004; Abou-Ayache et al. 2008). Au final, les receveurs séronégatifs
recevant un transplant de donneur HCMV- sont les patients ayant le risque le
plus faible d’étre activement primo-infectés par le virus (Razonable et Limaye
2016).
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D’autres facteurs de risque participent également au déclenchement de la
maladie dont I'état d'immunosuppression général du receveur (nature du
traitement, dose, durée et temps d’administration), les conditions de l'acte
opératoire (temps d’ischémie froide, stress et état global de I'organe prélevé)
ainsi que les facteurs propres a l'individu-hote (age, comorbidité, génotype HLA,
leucopénie, lymphopénie) et au donneur (age, génotype et mésappariements
HLA).

L'infection a HCMV de cellules-hotes affecte leurs capacités de prolifération,
de survie a l'apoptose ou a enclencher des réponses inflammatoires. En
supplément de ces effets directs associés au HCMV, l'infection virale est plus ou
moins fortement corrélée dans le contexte de la transplantation a un certain
nombre d’effets indirects généraux et spécifiques du type d'organe greffé
(Figure 6). Cependant, la mesure de la contribution de chaque effet dans les
dommages tissulaires demeure incertaine et les mécanismes précis menant au

rejet des allogreffes sont encore débattus de nos jours.

Les effets directs de l'infection sur le greffon sont dus a la réplication active
du virus dans le transplant. En effet, le stress subi par I'organe greffé lors de
I'acte chirurgical provoque I’émergence d’une réponse inflammatoire locale
exacerbée, favorable a la réactivation virale (Razonable 2010) Les
conséquences directes de la reprise d’'un cycle lytique par le HCMV incluent
I'activation des voies angiogéniques, prolifératives et pro-coagulantes a partir
des cellules infectées. Ils entrainent alors la vasculopathie et la fibrose,
conduisant a des dysfonctions chroniques du greffon allogénique suite a
I'accumulation de lésions vasculaires (Dzabic et al. 2011; Kaminski et Fishman
2016).
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Primo-infection Traitements immunosuppresseurs

(D+/R-) (induction & lors de rejets)
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(D+/R+) {IFN-y, TNF-a)
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Figure 6: Complications cliniques directes et indirectes associées au HCMV dans le contexte de la
transplantation. La maladie a HCMV se distingue soit en syndrome HCMV, qui se manifeste par la présence
d’un ou plusieurs symptémes cliniques, soit en maladie invasive a HCMV, qui se caractérise, en plus du
syndrome HCMV, par la dysfonction d’organe associée a la mise en évidence du virus in situ. L'infection a
HCMV s’accompagne également d’effets indirects généraux ou spécifiques du type d’organe greffé (indiqué
entre parentheses). D’aprés Boeckh et Geballe 2011; Kotton et al. 2013.

Dans le contexte de la transplantation d’organes, linterface entre le
receveur et I'organe du donneur est constituée des cellules endothéliales, cibles
majeures du virus in vivo. La primo-infection ou la réactivation du HCMV prend
surtout place dans les cellules endothéliales allogéniques et conduisent a leur
activation, induisant un état inflammatoire locale. Cela est d’autant plus vrai
dans les cellules endothéliales dérivées des microvaisseaux, siéges d’infections
lytiques a HCMV, au contraire de celles des gros vaisseaux, réservoirs de latence
(Fish et al. 1998). En effet, les cellules infectées latentes d’origine
hématopoiétique sont relativement peu fréquentes dans les greffons et ont une

faible durée de vie, et sont en conséquence considérées comme moins
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importantes pour la transmission ou la réactivation du HCMV, au contraire des
cellules endothéliales vasculaires (Kaminski et Fishman 2016). L'infection des
cellules endothéliales et musculaires lisses par le HCMV promeut leur
prolifération et I'angiogenése, mais aussi I'athérosclérose, la sclérose vasculaire
post-transplantation et les thromboses responsables de symptomes
ischémiques aigus participant aux rejets (Streblow et al. 2008; Shimamura et
Masako 2013).

En plus des atteintes cellulaires directes et locales dues a l'infection de
I'organe transplanté par le HCMV, lI'ensemble des mécanismes de réponse
antivirale mis en place peut étre a l'origine de dommages et lésions du greffon,
regroupés sous le terme d’« effets indirects du HCMV ». Ces réponses sont la
conséquence du recrutement actif d’effecteurs immuns des réponses innée et

adaptative.

L’activation des cellules endothéliales allogéniques lors de la primo-
infection ou la réactivation du HCMV provoque I'augmentation de I'expression
membranaire des complexes HLA-I allogéniques/antigenes (Ag) du HCMV, des
complexes HLA-I allogéniques/allo-Ag du donneur et des molécules de co-
stimulation et d’adhérence, du fait de la sécrétion de molécules pro-
inflammatoires : IFN de type I, chimiokines CC (Guetta et al. 2001). Divers
effecteurs immuns sont alors attirés, recrutés et activés. Parmi eux, les LT du
receveur spécifiques du HCMV ou d’allo-Ag du transplant se caractérisent par
un profil fonctionnel hautement pro-inflammatoire ainsi que des capacités
mémoires a long terme (Sylwester et al. 2005; van de Berg et al. 2010),
promouvant l'activation des réponses cellulaires impliquées dans le rejet et
causant des dommages locaux (Bolovan-Fritts et al. 2007; Al-Lamki et al. 2008;
Bolovan-Fritts et Spector 2008; van de Berg et al. 2012). En outre, des réactions
croisées fonctionnelles de LT dirigés contre des Ag viraux avec des peptides
allogéniques ont déja été décrites (Gamadia et al. 2004; Amir et al. 2010;
Morice et al. 2010; Heutinck et al. 2016).
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De plus, il a été montré que l'infection a HCMV était directement corrélée
avec |'apparition d’Ac dirigés contre des Ag du donneur, ou DSA (Donor Specific
Antibodies), en plus de la réponse humorale classique anti-HCMV. Ainsi,
I'infection @ HCMV semble favoriser I'apparition d’Ac polyclonaux dont certains
dirigés contre des cellules endothéliales allogéniques (Toyoda et al. 1997; Costa
et al. 2010). Les rejets médiés par la présence de DSA sont la cause la plus
courante de perte tardive de greffons rénaux (Sellarés et al. 2012), et passent
soit par lactivation de la voie classique du complément, soit par des
mécanismes d’ADCC (Antibody-Dependant Cellular Cytotoxicity) médiés par les
cellules cytotoxiques CD16*. A I'appui, une corrélation a été établie entre
I'infection @ HCMV, la réponse « Natural Killer » (NK), la vasculopathie et les
dommages au greffon dans le cadre de rejets de transplants rénaux allogéniques
dus a la présence de DSA dans les contextes de mésappariements HLA
receveur/donneur (Hidalgo et al. 2010; Toyoda et al. 2012). De méme, il a été
montré que les populations T yd2- CD16* peuvent lyser in vitro des cellules
endothéliales ou fibroblastiques opsonisées avec des DSA. En outre, la présence
de populations T yd infiltrantes a été constatée dans les lésions dues a un rejet
humoral aigu et I'augmentation de leur fréguence sanguine est associée a une
perte de la fonction rénale a 12 mois chez les patients transplantés rénaux
HCMV* DSA* (Bachelet et al. 2014).

Actuellement, on distingue en clinique la virémie HCMV, le syndrome
HCMV, et la maladie a HCMV. L’infection a HCMV est définie par la détection de
charge virale suite a la réplication active dans le sang (virémie),
indépendamment de symptomes cliniques. Le syndrome HCMV se définit par la
détection d’une virémie sanguine accompagnée d’au moins deux des critéres
suivants : fievre prolongée, asthénie/sensation de malaise,
leucopénie/neutropénie, ou encore thrombopénie (Ljungman et al. 2017). La
maladie a HCMV se définit quant a elle comme un syndrome HCMV accompagné
d’une atteinte d’organe par le virus (encéphalite, rétinite, pneumonite, hépatite,

colite) (Ljungman et al. 2017).
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De nombreuses méthodes sont utilisées actuellement en laboratoire et
clinique afin de distinguer I'infection active (a-)symptomatique de la maladie a
HCMV. La présence du virus est détectée par la quantification significative 1)
d’acides nucléiques viraux (ARN ou surtout ADN), 2) d’Ag viraux ou encore 3)

d’Ac spécifiques du HCMV, et 4) I'analyse de coupes histologiques de biopsies,

dont les avantages et inconvénients sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Technigues cliniques de Suivi & de Diagnostic de I'infection a HCMV.

Principe Tissu Sensibilité Avantages Inconvénients Utilisation Référence
tificati e .
Quanti |<':a on Plasma, Distinction . . L
w des acides . Diagnostic & suivi
s ,. sang total, état de .
o nucléiques - tiesus +++ réplication (technique de
> ADN (ARN) - ! 4 [
| (ARN) LBA, LCR actif/latent référence) (Caliendo
viraux etal
Non utilisable 2000;
w . chez les patients Razonable
s Semi- . .
> uantification leucopéniques ; Diagnostic & suivi etal
w a PN PBMC ++ Fenétre restreinte & S 2002)
9 de I'antigéne (peu utilisée)
g . dans le temps
= viral pp65 e
d’exploitation de
I’échantillon
Pas de corrélation
|
Distinction , avecie .
w I i . , développement Evaluation des
©®  Quantification primo-infecté L .
9 des Ac sériques San o (1gM) des de la maladie a risques en (Humar et
2 . g & g .y HCMV ; Pas un prétransplantation al. 2005)
w anti-HCMV reactivés - . .
v (1gG) outil diagnostique uniquement
& de maladie a
HCMV
E , . L Confirme Technique . . .
9 Détection du Biopsie de . Vinvasion invasive St ou Suspicion de maladie  (Eid et al.
E HCMV in situ tissu . : P invasive a HCMV 2010)
2 tissulaire sensible

D’une maniere générale, les fortes charges virales sont associées avec la
maladie invasive a HCMV, les faibles avec l'infection a HCMV asymptomatique,
et les intermédiaires avec un syndrome HCMV, bien que les 3 catégories se
chevauchent largement (Humar et al. 1999). En ce sens, le taux et la rapidité
d’augmentation de la charge virale sont des marqueurs importants de risque de
développement de syndrome ou de maladie a HCMV (Humar et al. 1999; Emery
et al. 2000; Emery et al. 2002), et sont de bons marqueurs d’intervention dans
le suivi des patients transplantés. Récement un effort d’homogénéisation des
rendus de charge virale HCMV a été mis en place avec le développement d’un

standard internationnal de quantification OMS (Fryer et al. 2016). En revanche,
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la détection de la charge virale dans le sang n’est pas toujours performante pour
le diagnostic d’'une maladie a HCMV. Par exemple, cette technique peut étre
associée a une charge virale sanguine faible voire indétectable chez certains
patients atteints d’'une maladie invasive a HCMV dans des cas de rétinite ou de
colites, vraisemblablement du fait de la compartimentation de l’infection
(Durand et al. 2013; Coussement et al. 2016).
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Figure 7 : Méthodes de mesure clinique de la réponse immune T spécifique du HCMV. Les méthodes actuelles
de détection des LT spécifiques du HCMV s’appuient sur la mesure de leurs fonctions cytokiniques (IFN-y,
TNF-q, IL-2, par ELISA, ELISPOT, cytométrie en flux), prolifératives (CFSE par cytométrie en flux) et cytotoxique
(Perforine, Granzymes, CD107a par cytométrie en flux). Rouge : LT CD8*; Bleu : LT CD4+. D’aprés Egli et al.
2012.

Bien que le statut sérologique des couples receveur/donneur déterminé
avant la transplantation est usuellement utilisé pour la prise de décision

concernant les stratégies optimales de prévention post-transplantation, la
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séroconversion suite a I'acte chirurgicale n’est pas un marqueur prédictif fiable
de la maladie a HCMV (Humar et al. 2005). Il est a présent clair que I'immunité
T spécifique du HCMV joue un rdle critique dans la lutte contre le développement
et la sévérité de la maladie a HCMV (voir Partie 3 de cette introduction). Ainsi,
I'analyse de la fréquence et/ou la fonction des LT dirigés contre le HCMV peut
potentiellement permettre la quantification directe de I’'habilité du patient a
controler le virus. De nombreux tests permettent de mesurer les réponses
cellulaires spécifiques du HCMV, ex vivo ou in vitro aprés stimulation (Figure
7). La majorité de ces tests sont actuellement en cours de développement pour
un usage clinique, et ne sont a ce jour pas utilisés en routine. L'absence de
fixation d’un seuil positif valide et standardisé en est la cause principale. Malgré
tout, le suivi immunologique vient de plus en plus compléter les mesures de
charge virale sanguine, et prend de plus en plus d’ampleur en tant que moyen

de prédiction de risque de virémie et de maladie a HCMV (Egli et al. 2012).

Afin de limiter les effets nocifs et déléteres induits par la maladie a HCMV
dans le contexte de la transplantation, des approches de prévention ont été
développées et varient selon le type d’organe transplanté et le risque propre a
chaque patient (Kotton et al. 2013). Elles sont regroupées en 2 catégories
majeures : la prophylaxie antivirale universelle et les traitements préemptifs

(Figure 8).

Prophylaxie (R+)
universelle (D+/R-)
o— oI
Traitements i
préemptifs
ﬁ Charge virale HCMV /positive Traitement antiviral

Figure 8: Stratégies de prévention de développement de la maladie a HCMV. La prophylaxie antivirale
consiste en I'administration systématique de traitements antiviraux, a tous les patients « a risque » pendant
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une période allant de 3 (D*/R*; D/R*) a 6 mois (D*/R’) post-transplantation. Les traitements préemptifs
concernent quant a eux uniguement les patients asymptomatiques qui vont expérimenter une réplication
active a HCMV durant les mois post-transplantation, et a qui des traitements antiviraux sont administrés dans
le but d’éviter la maladie a HCMV. D’aprés Humar et al. 2010 (a); Kotton et al. 2013.

Bien que les thérapies préemptives soient associées en théorie avec de
plus faibles colts en terme de médicaments ou des effets toxiques secondaires
moindres par rapport a I'approche prophylactique, leur mise en place impose de
multiples contraintes : suivi régulier et constant des patients, augmentation des
co(its de dépistage et de la coordination de la logistique interne au laboratoire
(Tableau 4) (Pang et al. 2009; Hayden et al. 2012).

Tableau 4 : Comparaison des bénéfices et limitations connus de la prophylaxie universelle versus la prise de
traitements préemptifs. D’aprées Kotton et al. 2013.

Effet Prophylaxie Traitement
universelle préemptif
Rare Fréquente

Détection précoce de charge virale (ADnémie)

(peu effectuée) (couramment effectuée)

Prévention de la maladie a HCMV Oui

Déclenchement de maladie a HCMV tardive

Fréquente

Rare

Emergence de résistance

Peu fréquente

Peu fréquente (mais plus
qu’en prophylaxie)

Prévention des autres infections virales (HSV, VZV)

Oui

Non

Protection contre les infections opportunistes

Bonne efficacité

Pas efficace

Augmentation de la survie du greffon

Prévention du rejet

Oui

Survie du patient améliorée

Tolérance Effets secondaires Peu/Pas de toxicité
Logistique faible Oui Non
Optimisation des colits

- des traitements Non Oui

- du suivi médical Oui Non

Des méta-analyses ont démontré que la prophylaxie a quant a elle
I'avantage de prévenir la réactivation d’autres virus de I'herpes, et a été
associée avec une moindre incidence des effets indirects liés au HCMV (Kalil et
al. 2005; Small et al. 2006). Ainsi, elle est associée avec de plus faibles taux de

perte de l'allogreffe et d'infections opportunistes, ainsi qu’a une augmentation
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de la survie a long-terme du greffon et du receveur sous traitements
immunosuppresseurs (Small et al. 2006). Cependant, elle est également
associée avec des maladies a HCMV retardées, en particulier chez les patients
D*/R" (Razonable et al. 2001; Paya et al. 2004; Humar et al. 2010 (b)). Des
études cliniques dans le contexte de la transplantation rénale ont permis de
comparer directement les 2 méthodes, et de démontrer que bien qu’elles soient
toutes deux aussi efficaces dans la prévention de la maladie a HCMV, la survie
a long-terme du transplant est plus longue chez les patients recevant une
prophylaxie antivirale (Kliem et al. 2008; Reischig et al. 2008). Dans les 2 cas,
le risque de rechute dans la maladie a HCMV est plus faible chez les patients
ayant des taux indétectables du virus a la fin de la thérapie antivirale (Sia et al.
2000; Humar et al. 2002; Asberg et al. 2009). Au final, la prophylaxie

universelle est majoritairement utilisée par rapport aux traitements préemptifs.

Les traitements employés pour empécher et/ou lutter contre les infections
virales utilisent des molécules chimiques, inhibant a faible dose spécifiquement
les ADN polymérases virales issues des virus de I'herpes HSV-1 et HSV-2, du
VZV, de I'EBV et surtout du HCMV. Des analogues de la guanosine, le Ganciclovir
et sa pro-forme active le Valganciclovir, sont les traitements de premiere
intention contre I'infection a HCMV en préventif et curatif. Le Valacyclovir est a
présent peu utilisé. Des analogues du pyrophosphate (le Foscarnet) de la
cytosine (le Cidofovir) sont exclusivement employés en alternatives
thérapeutiques de deuxieme et troisieme intentions dans le cadre du traitement
de la maladie a HCMV déclarée avec cas de résistance du virus aux traitements
de premiere ligne. Les mécanismes d’actions de ces médicaments sont

présentés sur la Figure 9.
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Figure 9 : Mécanismes et conditions d’utilisation des traitements clinigues anti-HCMV. A I'exception du
Foscarnet, le mécanisme d’action de ces médicaments est globalement similaire. L’analogue nucléotidique
est internalisé dans les cellules de l'organisme et acheminé jusqu’au noyau. La kinase virale pUL97
phosphoryle cet analogue nucléotidique, puis les kinases cellulaires le transforment sous forme active en
analogue nucléotidique tri-phosphorylé. Il est alors reconnu et employé par pUL54, ’ADN polymérase du
HCMV, lors du processus de réplication de I’ADN viral, ou il va alors agir en tant qu’inhibiteur compétitif avec
les autres nucléotides triphosphates et en tant qu’agent dépourvu de résidu ribosidique carboné 3’ et
stoppant en conséquence la synthéese du brin d’ADN viral. Le mécanisme d’action du Foscarnet est d’inhiber
spécifiquement le site de liaison du pyrophosphate sur pUL54, conduisant a I'arrét de la réplication virale.
Abréviations : ACV : Acyclovir ; CDC : Cidofovir ; Fos : Foscarnet ; GCV : Ganciclovir ; KC : Kinases Cellulaires ;
Val-ACV : Valacyclovir ; Val-GCV : Valganciclovir. Adapté de Lurain et Chou 2010.

De tous ces médicaments, le Valganciclovir est le plus couramment utilisé
dans la lutte contre le HCMV (Kotton et al. 2013). Généralement préféré a son
principe actif seul, le Ganciclovir, il se caractérise par une biodisponibilité
augmentée, une meilleure compliance des patients, du fait des plus faibles
doses journalieres, tout en ayant la méme capacité a empécher aprés 3 mois
de prophylaxie le développement et/ou la progression de la maladie a HCMV
jusqu’a I'absence de détection de la charge virale sanguine chez des patients
transplantés rénaux, hépatiques, pancréatiques et cardiaques (Paya et al. 2004;
Asberg et al. 2007; Levitsky et al. 2008). L'éfficacité du Valganciclovir par voie
orale pour le traitement de l'infection a HCMV est comparable a celle du
Ganciclovir intraveineux (Asberg et al. 2007; Asberg et al. 2016). Le
médicament est également employé en combinaison avec I'administration d’Ac
anti-lymphocytes pour l'induction de I'immunosuppression et le traitement de
rejets, et est associé dans ces contextes avec une plus faible incidence de
maladie a HCMV chez les transplantés rénaux (Conti et al. 1995; Hibberd et al.
1995). De plus, une durée de prophylaxie prolongée chez les patients les plus a

risque (D*/R") permet de diminuer l'incidence des infections et maladies a HCMV
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chez ces patients (Humar et al. 2010 (b); Palmer et al. 2010; Copeland et al.
2011). Cependant, une utilisation trop prolongée a également été associée avec

une myélotoxicité entrainant une leucopénie (Wiita et al. 2012).

Des mutants HCMV résistants peuvent étre sélectionnés en cas de virémie
sanguine forte et/ou persistante lors de l'emploi de traitements antiviraux
prolongés, d’autant plus si les doses utilisées sont suboptimales et le patient
tres fortement immunodéprimé. Elles apparaisent plus fréquemment chez des
patients D*/R" et/ou dans le contexte de la transplantation pulmonaire (Kotton
et al. 2013). L'incidence d'apparition de ces souches demeure néanmoins faible
(inférieure a 2 et 3%, respectivement) chez les patients transplantés, quelle
que soit la nature de la stratégie de prévention anti-HCMV employée (Boivin et
al. 2004; Myhre et al. 2011). Les mutations les plus fréguentes sont celles sur
le géne UL97 (>70% des cas de résistance), qui peuvent impacter la sensibilité
au (Val-)ganciclovir (ElI Chaer et al. 2016). En fonction de leur position, les
mutations dans le gene UL54 peuvent entrainer une résistance au Foscarnet
seul, au (Val-)ganciclovir/Cidofovir , ou des résistances a toutes les molécules
(Lurain et Chou 2010). Dans cette situation, les thérapies actuelles demeurent
limitées. Du fait du faible nombre de molécules antivirales, la diminution
contr6lée du traitement immunosuppresseur est une option envisageable.
L'emploi alternatif d’inhibiteurs de mTOR (analogues de la rapamycine :
sirolimus, évérolimus) en lieu et place de l'azathioprine ou le mycophénolate
mofetil est associé avec une moindre incidence de la maladie a HCMV sur le long
terme chez les patients transplantés (Brennan et al. 2011; Eisen et al. 2013).
Cependant, I'utilisation du Foscarnet reste la premiére ligne de traitement dans
la majorité des cas d’apparition de souches résistantes au Ganciclovir (Lurain et
Chou 2010). Le Cidofovir constitue la derniéere ligne de traitement en cas de
résistance des souches au Ganciclovir et au Foscarnet du fait de sa haute toxicité

rénale et de sa pauvre biodisponibilité par voie orale (Komatsu et al. 2014).

Les thérapies antivirales a base de produits de synthése chimique ont
constitué une avancée majeure dans la gestion du HCMV dans les contextes

d'immunosuppression. Cependant les méthodes préventives et curatives de la
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maladie a HCMV ont pour faiblesse de cibler une unique protéine virale (pUL54)
et favorisent I'émergence de souches HCMV résistantes aux traitements
antiviraux actuels par mutations de 2 genes de résistance (UL97 et UL54) (Eid
et al. 2008; Lurain et Chou 2010). De plus, la biodisponibilité relative, voire
médiocre, les effets secondaires toxiques non négligeables (leuco- et
neutropénie, neuro- et néphrotoxicité, troubles digestifs) et I'anticipation de
risques potentiels carcino- et tératogénique conduisent a la recherche de

traitements alternatifs.

Plusieurs molécules sont actuellement en cours de développement. Le
Letermovir inhibe la réplication virale du HCMV en ciblant pUL56, responsable
du clivage des concatémeéres d’ADN et de I'étape d’injection du génome dans la
capside (Goldner et al. 2011; Marschall et al. 2012). Il a été utilisé avec succes
chez un patient transplanté pulmonaire résistant aux Ganciclovir, Foscarnet et
Cidofovir (Kaul et al. 2011), et dans deux cohortes de patients transplantés
rénaux (Stoelben et al. 2014) ou greffés avec des CSH (Chemaly et al. 2014).
L’'emploi d’'une formulation orale du Cidofovir permet la diminution de l'incidence
d'infection a HCMV dans le contexte de la greffe de CSH, bien que son emploi
soit accompagné d’effets secondaires importants (Marty et al. 2013). Le
Cyclopropavir, un inhibiteur de I’ADN polymérase virale avec une activité anti-

HCMV, est actuellement mis au point in vitro (Chou et al. 2012).

L'immunisation passive par administration d'IgG neutralisantes anti-HCMV
en complément d’une prophylaxie virostatique a été employée avec succés dans
la transplantation d’organes solides chez des patients D*/R" (Rea et al. 2016).
Une méta-analyse de plusieurs études suggére que la prise concomitante de
prophylaxie antivirale et d’Ac anti-HCMV devrait réduire les risques de
développement de maladie a HCMV, de lésions du transplant, de rejets aigu et
chronique, ainsi que la mortalité du patient, bien que cela ne soit pas mis en

pratique courante de nos jours (Bonaros et al. 2008). Récemment deux Ac
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monoclonaux neutralisants ciblant les complexes d’attachement gH/gL ou
gH/gL/UL128/UL130/UL131A ont été employés dans la prévention de I'infection
a HCMV chez des patients transplantés rénaux a haut risque (D*/R") et sont
associés avec une diminution de l'incidence de l'infection et la maladie a HCMV
a 6 mois (Ishida et al. 2015, 2017).

Une stratégie dans le contexte de la transplantation d’organe consiste a
isoler et amplifier in vitro des LT anti-HCMV a partir du sang périphérique du
receveur, puis a les lui réinjecter afin de lutter contre l'infection en particulier
en cas de résistance au Ganciclovir. Jusqu’ici, ces essais de transfert adoptif de
LT ont résulté en une reconstitution a long-terme de I'immunité protectrice anti-
HCMV, une absence de réactivation virale et d’émergence de maladie a HCMV,
ainsi que celle d’épisodes de rejets de l'allotransplant chez deux patients
transplantés, I'un rénal (Macesic et al. 2015) et I'autre pulmonaire (Holmes-Liew
et al. 2015).

A ce jour, il n‘existe pas de vaccins contre le HCMV sur le marché. Les
multiples pistes de développement de vaccins cliniques contre le HCMV sont
présentées dans le Tableau 5. Elles se regroupent en 2 catégories majeures ;
I'emploi de virus atténués défectueux pour la réplication, ou encore de particules
virales non infectieuses, a pour but la mise en place d’'une réponse immune
large et complete comparable a celle obtenue en cas d’infection naturelle, tandis
que l'utilisation d’approches géniques ou de protéines recombinantes a pour
objectif d’'induire une réponse, certes plus restreinte car dirigée contre quelques
Ag uniqguement, mais aussi potentiellement plus amplifiée que la réponse
immune naturelle et ce, dans un contexte de développement et de fabrication

plus sécurisé et maitrisé.
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Tableau 5 : Vaccins expérimentaux anti-HCMV. D’aprés Luisi et al. 2017.

Type Composants Phase Résultats majeurs Références
Cohorte d’hommes HCMV- (n=9) : vaccin toléré ; non excrété
Virus chimérique dans les urines ou salives ; 78% de séroconversion ; faible (Adler et al.
Towne/Toledo taux d’Ac neutralisants ; réponses T CD8* anti-IE72 ; peu de 2016)
réponses T CD4*
3 V160 (Souche virale Modele simien : vaccin toléré ; pas de virémie ; pas de
E AD169 restaurée Pré sécrétion en culture par les cellules infectées ; Ac (Wang et al.
E pour I'expression du clinique neutralisants anti-gB ; réponses T CD8* et CD4* anti-pp65, 2016)
w by
fa) pentameére) IE72 et IE83
(Cayatte et al.
Pré Modele murin : Ac neutralisants anti-gB; réponse T anti- 2013; Schneider-
Corps denses -
clinique pp65, gB et pULA8 Ohrum et al.
2016)
Cohorte de femmes HCMV" (n=234) : réduit I'infection chez
les femmes HCMV" de 50% ; protection confirmée durant 42
mois
w Cohorte de patients transplantés rénaux ou hépatiques
Z (n=67) : Ac anti-gB chez les individus HCMV" et HCMV* (Pass et al. 2009;
2 . s P . P . s . . cppe
= vaccinés ; réduction des durées de virémie et de traitement Griffiths et al.
2 B soluble/MF59 I o . . . .
g gB soluble/ au Ganciclovir chez les sujets vaccinés ; taux d’Ac anti-gB 2011; Sabbaj et
o . Ve , . s .
@ inversement corrélé avec la durée de la virémie chez les al. 2011)
= sujets vaccinés
2
3
3 Cohorte de femmes HCMV* (n=120) ; Augmente le titre Ac
3 anti-gB ; Augmente la réponse T CD4* chez les femmes
HCMV*
, . R e s Lough tal.
Pentamére Pré Production en cellules CHO de pentamere purifié reconnus (Z(c))rsg I:z]\‘/r:a:n
lini les Ac séri ti-HCMV de 76% des individus HCMV* ’
clinique par les Ac sériques anti e 76% des individus et al. 2015)
Cohorte d’individus HCMV" (n=37) ; vaccin toléré ; réponses .
?:I O:aSﬁﬁi/\llst) T CD4* et CD8* anti-pp65, IE72 et gB ; titre d’Ac neutralisants (Bernzs(t)((e)lg)et al.
P plus faible que chez les individus HCMV*
Plasmide codant Cohorte de patients greffés CSH (n=80) ; vaccin toléré ; faible .
. . s . , . (Kharfan-Dabaja
gB/pp65 (DNA I induction d’Ac anti gB ; réponses T anti-gB et pp65 ;
. . , . N et al. 2012)
TransVax) réduction de I'occurrence et récurrence de la virémie
Modeéle murin : Ac neutralisants anti-gH, anti-gL et anti-
w
é gH/gL (alphavirus gH/gL ; bloque entre{'ze.daﬁs fibroblastes et cellules .
VRP) & Pré épithéliales (Loomis et al.
Pentamére clinique 2013; Wen et al.
(alphavirus VRP) g Modele murin : Ac neutralisants anti-pentamere et anti-gB si 2014)
P adjuvant MF59 ; plus efficace que vaccin gH/gL (alphavirus
VRP) ; blogue entrée dans fibroblastes et cellules épithéliales
. , Modeéle murin et simien : taux d’Ac neutralisants anti-
Pentamere (vecteur Pre entameére comparables a I'infection naturelle ; inhibe (Wussow et al.
MVA) clinique P P i 2014)

I’entrée du virus dans fibroblastes et cellules endothéliales
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PARTIE 3 : LA REPONSE IMMUNE SPECIFIQUE bu HCMV

De nombreux modeles animaux ont été étudiés afin d'évaluer et
comprendre l'implication du systéme immunitaire dans la gestion des virus
orthologues du HCMV: souris, rats, macaque rhésus etc. ... Une certaine
conservation des conditions de stimulation du systeme immunitaire par le CMV
dans ces modeles de laboratoire a été mise en évidence ; cependant,
I'hétérogénéité génétique entre les différentes espéces et souches de CMV pose
une limite de transposition des résultats chez ’'Homme. En effet, moins de 50%
des ORFs du HCMV ont des homologues identifiables dans le MCMV, et au sein
de la population humaine, il a été observé par comparaison du génome de
multiples souches IC une hétérogénéité génétique du HCMV, témoin de la
pression de sélection du systéme immunitaire propre a chaque individu exercée
sur le HCMV ayant pour finalité la tolérance par chaque héte (Loewendorf et
Benedict 2010). C’est pourquoi la partie suivante ne traitera que des réponses

immunes chez I'Homme.

Le systéme immunitaire emploie, pour assurer la défense de l'organisme
contre l'infection a HCMV, des effecteurs immuns multiples, qui se sont
diversifiés au cours de I’évolution en paralléle de la mise en place des stratégies
d'échappement du HCMV au controle immunologique. Le schéma général de
mise en place de la réponse immune spécifique du HCMV est illustré sur la

Figure 10.

Laissant une empreinte caractéristique sur le répertoire immun, le HCMV
induit la forte mobilisation et réorganisation de différents effecteurs issus de la
réponse immunitaire (NK, LT etc.). Cependant, la place, le rdle et l'importance
de chacun des effecteurs immuns impliqués dans la protection contre l'infection
demeure difficile a évaluer dans les études chez I'Homme. De nombreux
contextes pathologiques de déficience partielle innée ou acquise du systéme
immun, ou de thérapie cellulaire par transfert de cellules spécifiques du HCMV
dans des contextes de greffe/transplantation, ont permis de mettre en avant
I'importance de multiples intervenants de la réponse immune dans la protection

contre l'infection a HCMV.
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Figure 10 : Schéma global de la mise en place des différents effecteurs de la réponse immune spécifique du
HCMV. Suite a la primo-infection a HCMV ou la réactivation (1), les macrophages et les DC sont activés via leur
TLR (2 notamment) suite a la reconnaissance de PAMP issus du HCMV. IIs vont alors sécréter des cytokines
pro-inflammatoires qui vont induire I’activation des cellules NK et LT a TCR y6 (ll). La reconnaissance directe
des cellules infectées par le HCMV exprimant HLA-E et/ou des ligands de stress stimulent respectivement les
cellules NK et LT y4. L’activation des iDC conduit a leur différenciation en mDC et migration dans les OLS. La
présentation d’épitopes viraux dans des contextes HLA-I et -1l aux LT naifs a TCR a3 CD8* et a TCR afp CD4*
respectivement induit leur activation. La capture et la présentation d’Ag du HCMV par les LB aux LT aff CD4*
permettent leur co-activation. Cela méne a I'expansion (lll) des cellules NK CD94/NKG2C*, des LT y& V62
négatives TEMRA, des LT a CD8* TEM/TEMRA, des LT af TEM/TEMRA CD4" et des LB, qui vont persister a
long-terme sous la forme d’'un compartiment mémoire. Suite a leur activation, les fonctions effectrices des
éléments immuns de la réponse immune anti-HCMV se mettent en place (IV). Les cellules NK, T aff CD8*et T
v6 peuvent lyser et éliminer les cellules infectées par le HCMV. Elles peuvent également contréler la
réplication du HCMV par la sécrétion de cytokines anti-virales (IFN-y, TNF-a), tout comme les LT afp CD4+. Les
LB se différencient en plasmocytes, qui vont sécréter des Ac spécifiques du HCMV. Ces Ac ont pour fonctions
soit de lier des éléments de I'enveloppe virale et neutraliser la dissémination du virus au sein de I'organisme,
soit d’opsoniser les cellules infectées et favoriser leur élimination par ADCC via des cellules effectrices NK
CD16*. Adapté de Khairallah et al. 2017. Abréviations : ADCC : Antibody-Dependant Cellular Cytotoxicity ;

- 46 -



CPA : Cellules Présentatrices d’Ag; iDC: Cellules Dendritiques Immatures ; mDC: Cellules Dendritiques
Matures ; IFN : Interféron ; IL : Interleukine ; NKG2 : Natural Killer Group 2 ; PAMP : Pathogen-Associated
Molecular Patterns ; TCR : T-Cell Receptor ; TLR : Toll-Like Receptors ; TNF- o : Tumor Necrosis Factor-alpha.

Les patients ayant une déficience sélective dans la mise en place de la
réponse NK présentent une sensibilité récurrente aux infections par les
herpesvirus, dont le HCMV (Biron et al. 1989). Les lymphocytes NK constituent
le 1er compartiment immun restauré chez des patients greffés avec des CSH,
et leur présence est par la suite corrélée avec la protection contre I'infection a
HCMV des receveurs (Quinnan et al. 1982). Dans le contexte de Ila
greffe/transplantation, les receveurs ont une plus grande incidence d’infection
et de maladie a HCMV s'ils échouent a générer a un taux suffisant une réponse
T spécifique du HCMV CD8* (Reusser et al. 1991) ou CD4* (Sester et al. 2001;
Sester et al. 2005). A I'inverse, ceux ayant une immunité T CD4* et/ou CD8* en
guantité suffisante sont protégés de la réplication active du HCMV et de la
progression vers la maladie (Bunde et al. 2005; Egli et al. 2008). De plus, une
reconstitution précoce (dans le 1°" mois) du répertoire T anti-HCMV apres la
transplantation est préférentiellement associée avec une virémie
asymptomatique ou une maladie peu sévére par rapport a une reconstitution
retardée (Gerna et al. 2006; Chiereghin et al. 2010). Apres 6 mois, les patients
ayant une réponse T CD4" anti-HCMV importante ne développent pas de
symptémes HCMV (Chiereghin et al. 2010).

Le transfert adoptif de populations clonales T CD4* et T CD8" effecteurs-
mémoires spécifiques du HCMV, préalablement amplifiées in vitro grace a une
stimulation par des DC autologues chargées avec des antigenes du HCMV,
rétablit I'immunité adaptative antivirale chez des patients greffés de CSH
(Riddell et al. 1992; Walter et al. 1995; Einsele et al. 2002; Peggs et al. 2003,
2009; Feuchtinger et al. 2010; Peggs et al. 2011; Blyth et al. 2013) et des
receveurs de greffe d’'organe (Holmes-Liew et al. 2015; Macesic et al. 2015).
De plus, il s’ensuit une instauration et une expansion persistante de cellules T
CD4+ et CD8*, corrélées avec la diminution jusqu’a disparition de la virémie
sanguine (Peggs et al. 2009). Chez des enfants, la greffe de CSH HLA-
haploidentiques déplétées des LB CD19* et des LT aB* permet la mise en place
rapide de populations LT yd V31t centrale-mémoires protectrices dans le
contexte de réactivation du HCMV (Airoldi et al. 2015), avant la mise en place

de la réponse T aB conventionnelle (Park et al. 2017).
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Fréquence et spécificité

L'infection a HCMV induit le développement d’une réponse humorale
spécifique chez en moyenne 48,5% des individus sains séropositifs (n=569) (Xu
et al. 2015). Les Ac anti-HCMV sont majoritairement dirigés contre des éléments
de I'enveloppe virale, gB ou le compexe pentamérique
gH/gL/UL128/UL130/UL131, ainsi que certains éléments du tégument (pp65,
pp150) ou autres (IE72). La spécificité du répertoire B semble se diversifier avec
I'age ; en effet, I'intégralité des individus séropositifs agés de plus de 10 ans
développent des Ac antiviraux dirigés contre plus de 10 épitopes différents du
HCMV contre seulement 25% des individus séropositifs agés de moins de 10 ans
(Xu et al. 2015). Plus de 30% des individus séropositifs reconnaissent 19
épitopes uniques provenant du HCMV (Xu et al. 2015). Un répertoire B
« public » semble exister, étant donné que 90% des individus séropositifs pour
le HCMV possedent une réponse dirigée contre un épitope issu de la
glycoprotéine d’enveloppe gM (Xu et al. 2015). En outre, plus de 85% des Ac
neutralisants générés durant l'infection a HCMV sont dirigées contre le complexe

pentamérique (Fouts et al. 2012; Freed et al. 2013).

Roéle

Les Ac anti-HCMV sont impliqués dans la neutralisation des particules
virales dans le milieu extracellulaire, ainsi que dans le ciblage des virions libres
et des cellules infectées par les cellules effectrices du systéme immunitaire
exprimant CD16. Le complément semble en outre avoir également un réle dans

la gestion du HCMV via les Ac.

La majorité des Ac neutralisants anti-HCMV sont dirigés contre le complexe
gH/gL/UL128/UL130/UL131A, et une moindre fraction contre gB ou les
complexes gH/gL. Ils empéchent I'attachement - et en conséquence |'entrée -
du HCMV dans leur cellule-héte in vitro (Macagno et al. 2010; Fouts et al. 2012).

Les Ac neutralisants dirigés contre le pentamere empéchent I'entrée du virus
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dans les cellules épithéliales et la dissémination des particules virales dans
I'environnement, au contraire des Ac anti-gB, gH, ou gH/gL (Cui et al. 2017).
En revanche, aucun Ac neutralisant ne semble empécher la dissémination virale
au sein de fibroblastes in vitro, alors qu’ils bloquent I'entrée du virus dans ces
cellules, mettant en avant des mécanismes de transmission directe et spécifique
de cellule a cellule (Jacob et al. 2013; Cui et al. 2017). En ce sens, les Ac
neutralisants présents dans le sérum d’individus HCMV* ciblent majoritairement
les complexes pentamériques et bloquent I'infection et la disémination du HCMV
de 8 a 15 fois plus que dans les fibroblastes (Wang et al. 2011). La cinétique
d’apparition des Ac neutralisants dans le sérum semble fonction de leur
spécificité. En effet, suite a la primo-infection, des Ac sériques anti-HCMV
capables de bloquer linfection et la dissémination virale des cellules
endothéliales ou épithéliales apparaissent rapidement dans les 2 premiers mois,
au contraire de ceux capables de neutraliser la dissémination au sein d’une
culture de fibroblastes, détectés entre 2 et 12 mois post-infection (Gerna et al.
2008). Au final, la présence d’Ac maternaux spécifiques du pentamere correle
avec la réduction de la transmission congénitale du HCMV au foetus chez les

femmes enceintes (Lilleri et al. 2013).

Les données concernant le réle du complément dans le contrGle de
I'infection a HCMV sont peu nombreuses. Néanmois, il a été montré que les
protéines du complément sont impliquées dans le contrdle de l'infection a HCMV
chez les patients ayant dévelopés des Ac neutralisants circulants anti-HCMV
(Ohta et al. 2009). De plus, un taux sérique faible du composant C3 du systeme
du complément constitue un facteur de risque a une infection a HCMV chez des
patients transplantés cardiaques (Sarmiento et al. 2014). Le polymorphisme de
MBL (Mannose-Binding Lectin) — protéine capable d’enclencher I'activation du
systeme du complément par la voie des lectines - a été associé avec un plus
haut risque de développement d’infection a HCMV dans le contexte de la
transplantation d’organe solide (Cervera et al. 2009). Une plus haute fréquence
de réactivation du HCMV est observée chez des receveurs de transplants
pulmonaires déficients en MBL sériques (Kwakkel-van Erp et al. 2011). En ce
sens, dans une cohorte issue de la population a risque de transplantés rénaux
D*/R™ (n=16), 4 patients sur 4 infectés de maniere asymptomatique et 5
patients sur 7 ayant subi une maladie a HCMV ont une déficience sérique en

MBL, contre aucun parmi les 5 patients sans signe d’infection (Manuel et al.
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2007). De méme, une faible concentration en MBL et la présence de génotypes
produisant de la MBL en faible ou moyenne quantité sont des facteurs de risque
de développement de l'infection a HCMV chez des receveurs transplantés

cardiaques (Carbone et al. 2015).

En outre, les IgG anti-HCMV peuvent cibler les cellules infectées in vitro et
activer les populations NK CD94/NKG2C* CD16" par ADCC (Costa-Garcia et al.
2015). Elles permettent également la production de TNF-a par les NK
CD94/NKG2C* et d'IFN-y par les LT yd2- aprés leur activation par le CD16 via
la reconnaissance de virions opsonisés par des IgG spécifiqgues du HCMV,
favorisant la diminution de la réplication virale (Couzi et al. 2012; Costa-Garcia
et al. 2015).

Les cellules NK CD94/NKG2C*

Préambule. Issues de la lignée lymphoide, les cellules naturellement
tueuses NK sont majoritairement représentées par 2 types de populations : les
NK CD56°19ht CD16"°" et les NK CD569™ CD16M9", cette derniére étant générée
par la premiere durant les processus de maturation. Essentiellement présentes
dans les OLS, les NK CD56°19"t CD16'°% sont pourvues de fortes capacités de
prolifération et production de cytokines inflammatoires, et d'un faible potentiel
cytotoxique, a l'inverse des populations CD569™ CD16"9", dominantes dans la
circulation sanguine. Au cours de leur différenciation, les populations NK voient
leur expression du récepteur inhibiteur CD94/NKG2A diminuer au profit de
I'acquisition d’autres récepteurs inhibiteurs de type KIR (Killer cell Ig-like
Receptor), et méme du récepteur activateur CD94/NKG2C dans certains

contextes infectieux.

Fréquence et amplitude. L’infection a HCMV provoque |I'’émergence
précoce et l'amplification d’une population NK circulante de phénotype
CD94/NKG2C"9" pouvant représenter jusqu’a 70% des cellules NK totales chez
les individus séropositifs pour le HCMV, enfants (33,3%, n=7/21) comme
adultes (60,3%, n= 41/68) (Guma et al. 2004; Monsivais-Urenda et al. 2010).

L'augmentation de cette population a également été observée dans divers
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contextes pathologiques d’infection a HCMV en corrélation avec une protection
contre la maladie a HCMV: patients greffés de CSH (Foley et al. 2012 (b)),
receveurs d'organes (Lopez-Verges et al. 2011; Redondo-Pachdn et al. 2017),
femmes enceintes primo-infectées ou avec une réactivation virale durant leur

grossesse, cas d’infection congénitale (Bayard et al. 2016).

Phénotype. L’'exposition de fibroblastes infectés par le HCMV au répertoire
NK de ces individus a démontré in vitro I'expansion préférentielle de populations
matures NK de phénotype CD3  CD569™ CD16* CD94* NKG2A" NKG2C* CD57*
(Figure 11) (Guma et al. 2006; Lopez-Verges et al. 2010, 2011; Roélle et al.
2014), de facon dépendante de l'interaction de CD94/NKG2C avec son ligand
HLA-E sur la cellule infectée (Roélle et al. 2014; Djaoud et al. 2016). En outre,
I'absence d’expression du récepteur inhibiteur NKG2A au profit du récepteur
activateur NKG2C est palliée par I'expression membranaire d’un ou plusieurs
récepteurs inhibiteurs KIR, capables de reconnaitre des protéines HLA-I
autologues de classe B ou C (Béziat et al. 2012; Foley et al. 2012 (b); Béziat et
al. 2013; Djaoud et al. 2013).

coseam e wcan)
NKG2D+ Perforine+
T2+ Granzyme B+
KIR+ IFN-y+
CD57+ TNF-o+
CD45R0O-
CD45RO- CD45RA+
CD45RA+ cD27-
CD27- CD28-
CD28- CCR7-
CCR7- IL-7R-
Cb62L- CX3CR1+
CD62L-
CD57+
CD38+
HLA-DR+ TCR yd TCR of CD38+
NKG2D+ Vé1/3/5 divers HLA-DR+
CD16+ NKG2D+
ILT2+ ILT2+
LT yé KIR+ KLRG1+ LT afp
V62 neg KLRG1+ Perforine+ Perforine+ CD8+
Granzyme B+ Granzyme B+
IFN-y+ IFN-y+
TNF-a+ TNF-o+

Figure 11 : Phénotype des populations NK, Tyé et T o CD8* persistantes spécifiques du HCMV.
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Role. Ces populations exercent un contréle du HCMV en induisant la
production de cytokines inflammatoires (IFN-y, TNF-a) ainsi que la lyse directe
et indirecte - par ADCC - des cellules infectées suite a leur reconnaissance (Foley
et al. 2012 (b); Costa-Garcia et al. 2015). Elles peuvent également sécréter du
TNF-a suite a la reconnaissance de virons libres opsonisés par la voie CD16
(Costa-Garcia et al. 2015).

Une réponse NK mémoire ? Les NK CD94/NKG2C* partagent des
similarités avec les réponses T adaptatives mémoires (O’Sullivan et al. 2015).
Ainsi, suite a une surinfection par le virus chez des receveurs HCMV* greffés
avec des CSH allogéniques de donneur HCMV*, les populations NK
CD94/NKG2C* s’amplifient plus rapidement et plus fortement, et se
caractérisent par une sécrétion prolongée et exacerbée d’IFN-y par rapport a
leurs homologues chez des patients D/R* (Lopez-Verges et al. 2011; Foley et
al. 2012 (a)). Cependant, ces propriétés mémoires ne sont pas dépendantes de

I'expression membranaire de CD94/NKG2C.

Les populations NK CD94/NKG2C-. Des receveurs de CSH présentant
une délétion homozygote du gene NKG2C développent également des NK
« mémoires » en cas d’infection a HCMV (Della Chiesa et al. 2014). Ces
populations NK NKG2C partagent les mémes caractéristiques que les cellules
NK CD94/NKG2C*, a savoir un phénotype NK mature (CD3- CD569™ NKG2A"
CD16* KIR* ILT-2* DNAM-1* CD577%), la production d’IFN-y et TNF-a, la
reconnaissance et la lyse de cellules infectées par le HCMV recouvertes par des
Ac anti-HCMV (Béziat et al. 2013; Liu et al. 2016).

Indépendamment de l'expression de CD94/NKG2C, les populations NK
peuvent également participer au controle de I'infection a HCMV. Des cellules NK
activées par I'IL-2 conduisent a l'inhibition de la réplication virale dans des
fibroblastes infectés in vitro par voie autocrine médiée par I'IFN-B (Iversen et
al. 2005). Il a également été montré in vitro que la reconnaissance des cellules
infectées par les NK variait selon le type cellulaire du fait de I'expression
hétérogene des ligands activateurs. Ainsi si le récepteur activateur NKG2D est
fortement impliqué dans la reconnaissance des fibroblastes par les NK, il ne I'est
pas pour les DC du fait de I'absence notable d’expression des ligands de NKG2D
suite a des mécanismes d'immunoévasion sur les DC infectées. Ces dernieres

sont toutefois reconnues par les NK via une interaction impliquant les récepteurs
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activateurs NKp46 et/ou DNAM-1 (Magri et al. 2011). De facon intéressante, il
existe une corrélation inverse entre le nombre de récepteurs activateurs KIR
exprimés et le taux d’infection et réactivation du HCMV chez des patients
transplantés rénaux (Stern et al. 2008). Il été mis en évidence que la présence
d’au moins un haplotype KIR B du receveur était corrélée avec une protection
contre l'infection a HCMV, du fait de sa permissivité a I'expression d’'un plus
grand nombre de genes de récepteurs KIR activateurs par les cellules NK au
contraire du génotype KIR A/A, qui n’en code qu’un seul (KIR 2DS4). Ainsi, les
receveurs de génotype KIR A/A ont significativement plus de risque de
développer une maladie a HCMV, tandis que l'effet protecteur associé au
génotype KIR B/X augmente avec le nombre de KIR activateurs contenus dans
I'haplotype B (Stern et al. 2008).

Les cellules T yd V02 négatives

Préambule. Les LT yd sont des cellules CD3* CD4  CD8*/- exprimant un
TCR composé des chaines y et O, au contraire des LT conventionnels a TCR ap.
Chez les humains, 2 populations majoritaires sont retrouvées : les LT yd
Vy9Vd2*, prédominants dans le sang, et les LT yd V32", préférentiellement
localisés dans les tissus, dont les épithéliums. Les modalités de reconnaissance
des ligands par les TCR des LT yd sont variées. Au contraire des LT ap, ils
peuvent reconnaitre une trés grande diversité d’Ag (peptide, lipide, glyco-lipide
etc.), et ce, soit directement et indépendamment de leur présentation par une
molécule HLA, soit indirectement dans des contextes de restriction non
conventionnels (CD1d, EPCR).

Fréquence et amplitude. L'infection a HCMV active, que ce soit en cas
de primo-infection ou de réactivation, conduit a I'expansion rapide et élevée,
ainsi qu’au maintien au cours du temps des populations T yd chez des patients
transplantés rénaux (15,1%, n=31/205) (Déchanet et al. 1999 (a); Déchanet
et al. 1999 (b); Lafarge et al. 2001). En effet, les LT yd ayant une chaine 81, 3
ou 5, dites « 82" », proliferent in vitro au contact de lysats de cellules infectées
par le HCMV (Déchanet et al. 1999 (b)). L'expansion des populations T yd 62" a
également été observée lors de l'infection a HCMV de patients dans de multiples
contextes : patients transplantés ou greffés de CSH (Knight et al. 2010; Puig-
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Pey et al. 2010; Scheper et al. 2013), primo-infections lors de grossesse
(Fornara et al. 2011; Roux et al. 2013), infections congénitales du feetus
(Vermijlen et al. 2010), enfants ayant une incapacité a monter une réponse T
aB anti-HCMV (de Villartay et al. 2005; Ehl et al. 2005), et individus sains
immunocompétents (Pitard et al. 2008; Knight et al. 2010).

Phénotype. Ces lymphocytes expriment majoritairement un phénotype de
différenciation TEMRA (pour LT effecteur-mémoires réexprimant CD45RA)
(CD45R0O" CD45RA* CD27- CD28  CD62L" CCR7), ainsi qu’un profil d’activation
HLA-DR* CD69* CD38" ex vivo corrélé avec leur capacité a s'amplifier
rapidement et fortement apreés une réactivation du HCMV (Déchanet et al. 1999
(b); Pitard et al. 2008; Couzi et al. 2009; Roux et al. 2013) (Figure 11). Ainsi,
les LT yd V&2~ TEMRA s’amplifient plus rapidement et s'accompagnent d’une
meilleure résolution de linfection a HCMV chez des patients transplantés
expérimentant une infection secondaire (D*/R*) par rapport a ceux ayant une
infection primaire (D*/R") (Pitard et al. 2008; Roux et al. 2013). Les populations
T yd anti-HCMV issues des nouveau-nés et des patients transplantés
surexpriment également ILT2 et divers autres récepteurs inhibiteurs de type
KIR, au contraire de celles issues des individus sains non infectés ou comparés
aux LT ap spécifiques du HCMV (Halary et al. 2005; Pitard et al. 2008; Couzi et
al. 2009), possiblement dans le but de réguler les LT yd prompts a l'auto-

réactivité de maniére similaire aux NK.

Role. Les populations T yd2- semblent impliquées dans la protection contre
I'infection et la maladie a HCMV, comme en témoigne l'augmentation de leur
fréquence en corrélation avec la résolution de l'infection chez des patients
transplantés (Couzi et al. 2011). La récurrence d’épisodes de réactivations, les
charges virales, ainsi que les symptomes « liés » a la maladie a HCMV, sont plus
accrus chez les patients séropositifs pour le HCMV ayant une expansion tardive
des LT yd 02" (supérieure a 45 jours) par rapport a ceux ayant une amplification
rapide, capables de résoudre I'infection a HCMV (Lafarge et al. 2001). En outre,
un taux d’expansion supérieur a 0,06% par jour des populations LT yd 02
jusqu’au 49¢™e jour de I'emploi du traitement antiviral est associé avec la
résolution de la virémie sanguine HCMV, tandis qu’un retard de développement
de ces populations est associé a la récurrence de la virémie, de la maladie et

I'apparition de souches résistantes aux traitements antiviraux (Kaminski et al.
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2016). Les LT yd 32" se caractérisent par la capacité de reconnaitre et lyser
spécifiquement des cellules infectées in vitro en passant par une activité
cytotoxique, dépendante de la perforine et du granzyme B, et la sécrétion d'IFN-
y et de TNF-q, limitant ainsi les capacités de réplication virale du HCMV
(Déchanet et al. 1999 (b); Halary et al. 2005; Vermijlen et al. 2010).

Répertoire. La diversité clonale du répertoire T demeure restreinte, étant
généralement oligoclonale, voire dans certains cas, monoclonale, laissant
supposer a une sélection dépendante d'un Ag (Déchanet et al. 1999 (b); Pitard
et al. 2008; Knight et al. 2010). En ce sens, la reconnaissance de cellules
infectées par le HCMV par des LT yd issus d’individus séropositifs implique le
TCR (Déchanet et al. 1999 (b); Halary et al. 2005; Willcox et al. 2012; Scheper
et al. 2013). De plus, linfection a HCMV ne s’accompagne pas du
développement de LT yd V32~ chez des individus séropositifs ayant subi une
thymectomie aprés leur naissance, sous-tendant le besoin de sélection

thymique pour le développement de cette population (Roux et al. 2013).

Spécificité. Les ligands des TCR des LT yd spécifigues du HCMV
demeurent peu connus, comme en atteste les deux seules caractérisations de
reconnaissance TCR spécifique par deux clones T yd Vy4Vd5 et Vy8Vd3. s
reconnaissent respectivement le récepteur EPCR (endothelial protein C
receptor), protéine membranaire d’homologie partielle a certaines molécules
HLA-I, exprimée par les cellules endothéliales infectées ou non mais
vraisemblablement non régulée par linfection (Willcox et al. 2012), et
I'annexine 2, dont le HCMV induit la phosphorylation dans la cellule infectée et
favorise son expression membranaire (Marlin et al. 2017). Cependant, au
contraire des LT aB conventionnels, les LT yd anti-HCMV peuvent aussi s’activer
de maniére indépendante du TCR. Ainsi, lors de l'infection a HCMV, les LT yd 82"
acquierent in vivo |'expression membranaire fonctionnelle du CD16, leur
conférant ainsi la capacité de reconnaitre les particules virales libres recouvertes
d'Ac et les cellules infectées opsonisées et d’induire I'inhibition de la réplication
virale par un mécanisme dépendant de I'IFN-y et du TNF-a in vitro (Couzi et al.
2012). Ils peuvent également acquérir I'expression de la molécule NKG2D, bien
que l'implication de ce récepteur dans la reconnaissance des cellules infectées
par le HCMV ait été écartée (Halary et al. 2005).
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Concernant les populations T yd 827, bien que leur expansion n’ait pas été
décrite dans les contextes de primo-infection ou de réactivation a HCMV, il a été
montré in vitro que l'infection a HCMV entraine une surproduction d’isopentenyl-
pyrophosphate intracellulaire, un des phosphoantigenes naturels reconnu par
les LT yd 02%, dans les «cellules infectées sensibilisées aux
aminobisphosphonates, favorisant la reconnaissance des cellules-hotes par ces
populations T et limitant la réplication et production virale par un mécanisme
indépendant de la lyse cytotoxique, mais dépendant de la production d’IFN-y et
TNF-a (Daguzan et al. 2016).

Les cellules T af CD8* et CD4"*

Fréquence et amplitude. Les réponses T adaptatives CD8* et CD4* sont
communément présentes a de hautes fréquences chez la plupart des individus
séropositifs pour le HCMV, bien qu’il y ait une certaine variabilité d’amplitude
entre eux. Il a été déterminé que les individus infectés possedent en moyenne
10% de LT CD8* et 9% de LT CD4* circulants dirigés contre le HCMV,
représentant jusqu’a parfois plus de 30% (CD8) et 20% (CD4) du répertoire T
correspondant, et que l'age des sujets était positivement corrélé avec la
fréquence des réponses, méme en absence de charges virales détectables
(Sylwester et al. 2005; Pourgheysari et al. 2007). La réponse T CD8* anti-HCMV
circulante est prédominante durant |'épisode de réplication active du HCMV chez
les individus D*/R", tandis que la population T CD4* spécifique du virus est
majoritaire apres |I'emploi effectif de thérapies antivirales (Sester et al. 2002
(a)). La grande majorité de ces réponses T chez I'Homme ont été caractérisées
dans le sang, bien que de récents rapports font état de la présence des réponses
T anti-HCMV conventionnelles dans certains tissus, comme les poumons ou le
foie, ainsi que dans des compartiments lymphoides comme la moélle osseuse

ou les ganglions (Akulian et al. 2013; Gordon et al. 2017).

Phénotype. Les populations T conventionnelles spécifiques du HCMV
possedent un phénotype typique de réponse immune T dirigée contre un virus
persistant a potentiel de réactivation chronique. Les LT CD8* et CD4* anti-HCMV
de la circulation sanguine sont majoritairement effecteurs-mémoires, et plus

généralement au stade le plus différencié du continuum des réponses T
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mémoires (Newell et al. 2012). Ainsi, les répertoires sanguins T CD4* et CD8"
anti-HCMV appartiennent essentiellement au stade dit TEMRA, réexprimant
CD45RA (un marqueur préférentiellement associé aux LT naifs), ainsi qu’au
stade de différentiation plus précoce dit TEM, pour LT effecteurs-mémoires
arborant essentiellement le CD45R0 (un marqueur des LT mémoires) (Makwana
et al. 2017).

Leur stade de maturation évolue parallelement a celui de l'infection virale.
Au cours de la phase aigué de la primo-infection, les LT CD8* sont de type TEM
(CD45R0O* CD45RA CD27+CD28*-CCR7*/-CD62L*/-IL-7Ra'°*/-). Durant la phase
chronique de réactivation du HCMV, ils deviennent majoritairement de type
TEMRA (CD45R0O" CD45RA* CD27 CD28 CCR7  CD62L IL7Ra’), acquérant au
passage |'expression des marqueurs CD57 et KLRG1, perdant leur capacité de
prolifération a long-terme, tout en conservant, voire augmentant, leurs
propriétés fonctionnelles (Figure 11) (Appay et al. 2002 (a); Gamadia et al.
2003; Kuijpers et al. 2003; Boutboul et al. 2005; Hertoghs et al. 2010). En ce
sens, les populations CD8* TEMRA spécifiques du HCMV ne montrent pas de
signes d’épuisement d’un point de vue transcriptomique et phénotypique
(Hertoghs et al. 2010). Par contre, ces populations T CD8* se mettent a
exprimer d’autres récepteurs inhibiteurs pouvant intervenir dans la régulation
négative de leurs fonctions, comme des récepteurs CD94/NKG2A, KIR2/3DL et
ILT-2 (Northfield et al. 2005; van Stijn et al. 2008; Makwana et al. 2017).

L'acquisition de ce phénotype extrémement différencié de LT matures est
supposée en lien avec des expositions répétées aux Ag du HCMV durant les
cycles de réactivation bréve ponctuant la période de latence. Cependant, des
profils transcriptionnels de LT CD8 spécifiques du HCMV hautement différenciés
sont détectés a des points précoces apres la primo-infection a HCMV chez des
humains (Hertoghs et al. 2010). Enfin, malgré I'’échappement de ces populations
T au phénomene d’épuisement, elles se caractérisent par un temps de demi-vie
court, compris entre 35 et 60 jours (Snyder et al. 2008), alors que la mémoire
T CDS8 anti-HCMV peut persister jusqu’a au moins 6 ans post-primo-activation
(Wallace et al. 2011). Une faible fraction de LT CD8* anti-HCMV mémoires
subsiste ainsi dans la circulation sanguine. Sur la base de I'expression de CD62L
et CCR7, ceux-ci peuvent étre divisées en T centraux-mémoires (TCM) et T

effecteurs-mémoires (TEM), ces derniers exprimant globalement de plus hauts
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niveaux de CD27 et IL-7Ra, et un niveau plus faible de KLRG1 que les TEMRA
(Sallusto et al. 1999). Au contraire des LT CD8* TEMRA, les LT CD8* TCM et TEM
subsistent a long-terme et sont capables de division homéostatique
indépendante de la stimulation antigénique (Scheinberg et al. 2009;
Stemberger et al. 2014) et permettent une protection virale durable incluant le
renouvellement de la réserve de LT TEMRA suite a une réactivation du virus
(Scheinberg et al. 2009; Peggs et al. 2011). Ainsi, un défaut de reconstitution
des LT CD8* TCM et TEM chez des receveurs conduit au déclenchement de
maladie a HCMV retardée (>3 mois) et tres retardée (>1an) post-

transplantation (Kumar et al. 2009; Manuel et al. 2013).

Le dogme actuel est que les LT de type TCM persistent dans les OLS, tandis
que les LT TEM et TEMRA circulent dans le sang et dans les tissus non-
lymphoides pour effectuer une surveillance immune (Andrian et Mempel 2003).
Cependant, des études plus récentes montrent que certaines populations T
apres avoir éliminé un pathogéne ne re-circulent que rarement au sein de
I'organisme, mais deviennent plutét des cellules mémoires résidant dans
certains tissus non-lymphoides (particulierement les muqueuses), jouant un
role de sentinelle. En effet, ces populations T mémoires-résidentes (TRM) se
maintiennent a long-terme sans recirculation, et sans étre approvisionnées par
les populations T mémoires circulantes (Masopust et al. 2001, 2010). Si ces
cellules ont été identifiées dans de nombreux sites dans des modéles murins,
tres peu de rapports existent chez I'Homme, probablement du fait de la difficulté
a obtenir des biopsies et a isoler des quantités suffisantes pour analyse (Mueller
et Mackay 2015). Une population T CD8 anti-HCMV de type TRM a néanmoins
été décrite chez I'Homme dans les tissus pulmonaires et de rate, bien que
n‘exprimant qu’un seul des deux marqueurs « spécifiques » des LT TRM (CD69*
CD103") (Turner et al. 2014). Une étude récente a pu déterminer que la réponse
T conventionnelle anti-HCMV de type TEM/TEMRA se localise préférentiellement
dans les compartiments sanguins, hématopoiétiques (moelle osseuse),
spléniques ou pulmonaires, et non intestinaux ou colorectaux, et que les
populations « TRM » spécifiques du virus possedent un profil CD69* CD28'°W/-
CD57"s" ainsi que de plus fortes capacités fonctionnelles en comparaison des

populations T non spécifiques du HCMV (Gordon et al. 2017)
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Fonctions. De maniere générale, l'infection a HCMV induit une expansion
de réponses T anti-HCMV CD8* Tcl et CD4* Th1 (Appay et al. 2002 (a), 2002
(b) ; Hertoghs et al. 2010; van de Berg et al. 2010).

Les LT CD8* anti-HCMV sont capables in vitro de reconnaitre et lyser
spécifiquement les cellules infectées via le TCR, par la sécrétion de perforine et
de granzyme B. Ils peuvent également produire des molécules
proinflammatoires (IFN-y, TNF-a, MIP1B) (Zhou et al. 2009).

Les LT CD4* anti-HCMV répondent au contact de CPA infectées in vitro en
sécrétant de I'IL-2, de I'IFN-y, du TNF-a et de I'IL-12, permettant l'inhibition
directe des capacités de réplication virale (Davignon et al. 1996; Rentenaar et
al. 2000). Ils participent au dialogue avec les autres effecteurs immuns, en
augmentant les capacités prolifératives et cytotoxiques des LT CD8* et NK. En
ce sens, le maintien in vivo de la réponse T CD8 cytotoxique dirigées contre le
HCMV est dépendente de la présence des LT CD4* anti-HCMV (Walter et al.
1995).

Cependant, des réponses T CD4" spécifiques d’antigénes viraux de latence
(pp71, LUNA, UL111A, UL138, US3, US28) ont également montré des propriétés
similaires a celles des LT régulateurs CD4*, a savoir I'expression de Foxp3, de
forts niveaux de CD25 et la capacité de sécréter des taux élevés d'IL-10,
soutenant leur potentielle implication dans la persistance du virus dans

I'organisme (Mason et al. 2013; Jackson et al. 2017).

De plus, des LT CD4* cytotoxiques spécifiques du HCMV, qui ne sont ni des
LT CD4* régulateurs, ni des NKT, émergent suite a la primo-infection par le
HCMV (van Leeuwen et al. 2004). Une étude récente a caractérisé qu’entre 50
et 90% des individus HCMV* peuvent développer une réponse T CD4*
cytotoxique contre un épitope donné, qui peut alors représenter jusqu’a 24%
des LT CD4* circulants. Ces LT possédent des capacités similaires a des LT CD8*
TEM/TEMRA classiques suite a la reconnaissance spécifique de leur épitope dans
un contexte HLA-II : lyse de cibles infectées par la sécrétion de perforine,
granzymes A et B et sécrétion de cytokines Tcl (IFN-y, TNF-a, IL-2, MIP1B),
mais aucune de type Tc2 (Appay et al. 2002 (b); Mason et al. 2013; Pachnio et
al. 2016; Jackson et al. 2017).
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Répertoire. Il est intéressant de noter que l'entretien d'un répertoire
hautement diversifié de TCR aB est en corrélation avec un meilleur controle du
HCMV (Wang et al. 2012). Cependant, la diversité du répertoire T anti-HCMV
est généralement limitée ou s'amenuise rapidement, au profit de I'accumulation
progressive au cours du temps d’un faible nombre de clones T de phénotype
TEMRA de haute avidité (Trautmann et al. 2005; Day et al. 2007). Des analyses
longitudinales montrent que la composition relative clonotypique parmi les
populations T CD8 anti-HCMV peu ou hautement différenciées est
remarquablement stable durant au moins 4 ans (Iancu et al. 2009). Ainsi, les
répertoires T CD8* et CD4* sont essentiellement oligoclonaux au sein d’un
individu : de 1 a 5 clones par épitope pour les LT CD4* (Sester et al. 2002 (b))
contre 1 a 9 pour les LT CD8* (Weekes et al. 1999; Schwanninger et al. 2008;
Iancu et al. 2009). Cependant, un rapport plus récent met en avant une sous-
estimation de la réponse T CD8 dirigée contre un épitope déterminé du HCMV,
faisant état d’'un nombre médian de clonotypes situé entre 14 et 77 par épitope
chez un individu, méme si dans la majorité des cas 1 a 2 clones dominent
(Miconnet et al. 2011).

Des réponses immunes T anti-HCMV a TCR public ont également été
décrites (TCR spécifique d’un épitope dans un contexte HLA donné, dominant
d’'une réponse immune, présent chez la plupart des individus répondeurs). En
effet, environ 70% du répertoire T dirigé contre HLA-A*02/pp65 est
semipartagé (chaines a ou B publiques) chez les individus HLA-A*02* HCMV*,
dont la moitié se caractérise par des TCR a chaines a et B publiques (Wang et
al. 2012). Deux épitopes distincts issus de pp65, tous deux présentés dans le
contexte de restriction HLA-B*35:08, sont pour I'un reconnu par un TCR public
hautement conservé, et pour l'autre, par des TCR privés (TCR spécifique d'un
épitope dans un contexte HLA donné, immunodominant, absent chez la majorité
des individus répondeurs). Ceci vient probablement du fait que le complexe
HLA-B*35 :08/peptide est plus imposant spatialement pour I’épitope public que
pour |'épitope privé, plus « plat » et supposément moins accessible sur la
surface cellulaire des cellules infectées. Ainsi, le répertoire T a TCR public est
plus facilement activé par les cellules infectées et généralement arbore un profil
phénotypique plus différencié par rapport aux LT a TCR privés (Wynn et al.
2008). Dans le contexte de co-primoinfection par deux souches uniques du

HCMV, on constate le co-développement de réponses T distinctes restreintes
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par HLA-B*08 spécifiques d’un épitope IE72 variant entre chaque souche en
premier lieu, suivi par I'émergence et amplification majoritaire d’'une réponse T
monoclonale anti-HCMV capable de cibler les 2 souches par réaction croisée
(Smith et al. 2014). En outre, cette derniére appartient a un répertoire T public
hautement conservé, alors que les réponses T spécifiques d’une souche
génétique affichent un répertoire oligoclonal propre a chaque individu (Smith et
al. 2014).

Spécificité. Les réponses adaptatives T CD8" et CD4* se caractérisent par
une spécificité de reconnaissance d’épitopes présentés dans des contextes de
restriction HLA-I et HLA-II respectivement. Le répertoire antigénique des
réponses T anti-HCMV inter-individuel est trés diversifié (Jackson et al. 2014;
A. Sylwester et al. 2016). En effet, de nombreuses protéines virales sont
immunogenes : dans une étude de Sylwester et collaborateurs faite chez 33
individus séropositifs pour le HCMV, 151 ORFs du HCMV sur les 213 testés
fournissent des épitopes immunogéenes reconnus spécifiquement par les LT
CD4* et CD8* dans de multiples contextes de restriction HLA-I et -II, dont 44
uniquement reconnus par les LT CD4*, 26 uniquement par les LT CD8", et 81
par les deux compartiments (Sylwester et al. 2005) (Figure 12). Il a également
été identifié que certaines protéines virales sont plus fréquemment reconnues
par les populations T des individus infectés, indépendamment de leur haplotype
HLA-I ou HLA-II. Ainsi, plus de 50% des individus séropositifs pour le HCMV
développent des réponses T CD4* dirigées contre des épitopes issus des
protéines virales UL55 (gB), UL83 (pp65), UL86 (MCP), UL99 (pp28) et UL122
(IE86), ainsi que des réponses T CD8* dirigées contre UL48 (SCP), UL83 (pp65)
et UL123 (IE72) (Sylwester et al. 2005). Les réponses T CD8* restent
majoritairement dirigées contre des épitopes immunodominants issus des
protéines virales UL123 (IE72) et UL83 (pp65) dans des contextes HLA-A*02 ou
HLA-B*07 (Sylwester et al. 2016).

-61 -



30T=
254 Fréquence de reconnaissance des ORF par les LT CD4+
_ 20-
)
oM 154
% des ORF reconnus ou non ‘E 104
par les LT CD4+ et/ou CD8+ =S
parmi les 213 ORF du HCMV £ 0 e epyLEsTLET LA ST TR LTI LYy y s
] B RSP O NE N NINeRgR PR I8 233 8IAFISnrery
CD8+seulement T g%sggssgssgsgsggggsggs=ssssgssssssgs§sgs§§%§
) 48 8% & % g 3 M 3 c838
Aucun o 3 35 5 53 = 3 >
NE =1
62 ORF 2 20 - -
(29,1%) E Fréquence de reconnaissance des ORF par les LT CD8+
' S
n
)
o
CD8+et *

CD4+

CD4+ seulement

s'ﬁﬁﬁﬁﬁSzﬁagggfﬁg3323;3333;325332355&'&'
_|'§=:m_ua:- 2,07 g&:é.l-l.l::-lm_lu_l_lz_lsj_lzgmx
58, 5495573w835522525557555Eg%55955945060060
wn N - oo 3 0D
@w T T oo © @ =] e N1
o2 4 -] J4 43 =] ==
3=22 = 35 5
ORF du HCMV

Figure 12: Identification des réponses T CD8* et CD4" spécifiques d’ORF chez des adultes HCMV*. D’aprés
Sylwester et al. 2005.

D’autres épitopes immunogénes issus de diverses protéines virales sont
également présentés dans divers contextes HLA-II : facteurs de transcription
(IE72), protéines du tégument, protéines d’enveloppe (gH), de régulation de la
réponse immune (US28, UL111a), antigenes de la phase de latence (UL138,
LUNA); ou HLA-I: facteurs de transcription viraux (IE86), les protéines
tégumentaires (pp28, pp150),
immunoévasines (US2, US3, US6, US11, UL16 et UL18) (Crough et Khanna
2009).

les protéines d’enveloppe (gB, gH) et

Les cinétiques d’apparition et d’expansion des diverses sous-populations
immunes lors de la primo-infection a HCMV sont peu connues chez I'Homme, a
cause notamment de l'absence de symptomes cliniques importants chez
I'individu immunocompétent, rendant leur observation délicate. La plupart des
études sur ce sujet ont été faites dans un contexte de transplantation chez des
receveurs séronégatifs recevant un greffon d’'un donneur séropositif pour le

HCMV. Ceci introduit alors 2 biais majeures : 1) l'utilisation de traitements en
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induction et maintien de I'immunosuppression induit une lymphopénie
temporaire chez les patients, et 2) I'emploi de thérapies antivirales a des
répercussions sur le développement et I'expansion du HCMV, et en conséquence

I'activation des réponses immunes.
LT ap CD8+/

f LT y6 V62 neg

IFN-o
TNF-a
L) L) T T T T T T T >
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temps post infection a HCMV (jours)

Figure 13 : Cinétique d’apparition et de développement des différents effecteurs de la réponse immune anti-
HCMV. Suite a la primo-infection par le HCMV, de fort taux d’IFN-y et de TNF-a sériques sont dosables dans
le sang. S’ensuit alors le développement rapide des populations NK CD94/NKG2C*, puis retardé des LT y62
et aff CD8" et CD4* dans la circulation sanguine. Ces 4 populations suivent un schéma similaire : une phase
d’activation lente, puis une expansion rapide et exponentielle, une légére contraction, pour finalement,
persister a un niveau basal élevé dans la circulation (voire s’"amplifier, confére sous-partie suivante). Adapté
de Kaminski et al. 2015.

Selon les patients, les réponses NK CD94/NKG2C* proliférent entre 1 et 2
semaines apres la détection de la virémie sanguine HCMV, et acquierent leur
profil mature et mémoire, caractérisé entre autres par I'augmentation
membranaire de CD57 (Lopez-Verges et al. 2011; Foley et al. 2012 (b))(Figure
13). Les populations T yd2" et T ap CD4* et CD8* spécifiques du HCMV
apparaissent quant a elles dans la circulation aprés le pic de réplication virale,
en moyenne entre 4 et 6 semaines apres la primo-infection (Sylwester et al.
2005), mais avec des cinétiques et amplitudes variables selon les patients et
I'environnement immunosuppresseur (Couzi et al. 2009). Ces populations
suivent alors un schéma classique composé d’une premiére expansion, suivi
d’une contraction, puis finalement de la formation d'une mémoire a long terme.
Suspectée similaire chez les LT y0, cette mémoire est constituée d’effecteurs a

long (TCM) et court termes (TEM) pour les réponses conventionnelles T af
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(Gamadia et al. 2001; Rentenaar et al. 2001; van Leeuwen et al. 2002; Sester
et al. 2002 (a), 2002 (b); Gamadia et al. 2003; Couzi et al. 2011; Fornara et
al. 2011; Roux et al. 2013).

La cinétique de la réponse humorale est évaluée par le dosage des Ac
sérigues anti-HCMV. Les Ac neutralisants apparaissent dans les 2 a 4 semaines
suite a la primo-infection de femmes enceintes (Genini et al. 2011). Bien que la
réponse humorale apparaisse précocement chez l'individu immunocompétent,
I'’émergence d’Ac spécifiques du HCMV est retardée chez les patients
transplantés et n‘est détectable qu’entre 6 et 12 mois post-transplantation,
probablement du fait des traitements immunosuppresseurs qui affectent le
développement des LT anti-HCMV (dont ceux des LT CD4* Tfh) ainsi que de la

prévention antivirale (Gerna et al. 2015).

La détérioration du systeme immunitaire liée au vieillissement de
I'organisme, ou immunosénescence, se caractérise entre autres par la
diminution quantitative et qualitative des LT naifs au profit de I'expansion des
LT matures effecteurs, entrainant de ce fait une réponse moindre a la
vaccination et a lutter contre de nouveaux pathogenes infectants (Tu et Rao
2016). Les preuves de la participation du HCMV a l'immunosénescence sont

nombreuses.

Chez les individus immunocompétents, on constate une corrélation positive
entre I'age d’un individu et la fréquence des LT CD8* anti-HCMV TEMRA, laissant
supposer qu’une accumulation progressive se produit au cours du temps dans
la circulation sanguine, atteignant jusqu’a plus de 50% du répertoire total
(Komatsu et al. 2003). Ainsi, certaines sous-populations T CD8* anti-HCMV
semblent subir un phénoméne dénommé « Inflation mémoire », connu dans les
modeles murins d’infection a MCMV, consistant en la présence de T CD8*
circulants de phénotype TEMRA, qui au contraire des LT CD8" classiqguement
décrits dans les réponses immunes, ne se contractent pas apres la phase
d’expansion suite a la reconnaissance de leur Ag, et continuent de s’amplifier

lentement et durablement. De plus, ces populations particulieres conservent
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leurs fonctions effectrices, et surtout ne semblent pas s’épuiser dans le temps.
A ce jour, aucun marqueur connu n’‘est spécifique de l'inflation, méme si
certaines molécules, comme CD57, CX3CR1, la perforine et le granzyme B lui
sont associées, ainsi qu’une signature génétique dominante caractérisée par
I'expression d’un petit nombre de régulateurs transcriptionnels, dont un haut

niveau de T-Bet (pour revue Klenerman et Oxenius 2016).

Une théorie propose que l'inflation mémoire serait la conséquence de la
persistance a bas niveau d’Ag viraux suite a des épisodes de réactivation
sporadique et controlée du HCMV (Snyder 2011; Seckert et al. 2012). En effet,
le virus est prompt a établir de longs cycles de latence et les événements de
réactivation virale lytique sont plutét sporadiques, conduisant a une
présentation d’Ag limitée dans le temps (Liu et al. 2013). Chez la souris, deux
hypotheses non-exclusives ont été formulées quant a l'origine des populations
T de type « inflation mémoire ». La premiére est que ces populations
proviennent de la stimulation répétée des LT de phénotype TCM présents dans
les ganglions, suite a la présentation successive par des CPA de faibles doses
d’Ag issus de cellules non-hématopoiétiques infectées latentes (cellules
endothéliales majoritairement). Ceci conduit in fine a leur prolifération,
différenciation et migration, s‘accompagnant alors d‘un renouvellement
perpétuel des LT TEM en périphérie. La seconde hypothése propose que le
répertoire TEM circulant soit lui-méme sans cesse stimulé directement par les
cellules non-hématopoiétiques infectées latentes. En effet, afin de créer ce
phénomene chez la souris, il n'y a ni besoin de renouvellement du répertoire T
CD8*anti-HCMV a partir du thymus, ni nécessité de réplication massive du virus.
Par contre, une certaine quantité de cellules infectées Ilatentes non
hématopoiétiques doit s’établir suite a la primo-infection pour maintenir

I'inflation mémoire (Klenerman et Oxenius 2016).

Chez I'Homme, en accord avec la théorie de l'origine de I'inflation mémoire,
seuls quelques épitopes, dérivés des genes des phases IE et L du HCMV, sont a
I'origine du processus, altérant le répertoire T anti-HCMV. Ainsi, chez les enfants
primo-infectés, la réponse T dirigée contre IE1 est toujours plus amplifiée que
celle visant pp65 au bout d'un an, et ce, quel que soit 'Ag immunodominant
lors de l'infection (Gibson et al. 2004). Le répertoire des LT CD8" anti-pp65

présent durant l'inflation est oligoclonal mais diversifié, et peut étre renouvelé
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suite a une réexposition au virus (Miconnet et al. 2011). Ceci perturbe
I'homéostasie des LT totaux en circulation et contribue a I'encombrement et la
baisse de diversité du répertoire T circulant dirigé contre un seul et unique virus
au détriment d'un répertoire de novo dirigé contre d’autres éléments
pathogenes, compromettant I'apparition ou l'expansion de réponses T anti-
tumorales et/ou dirigées contre des pathogénes (Appay et al. 2011). En ce sens,
les sujets agés immunocompétents et séropositifs pour le HCMV, chez qui le
phénomeéne d’inflation mémoire est extraordinairement proéminant et large,
sont plus prompts a développer des cancers (Sansoni et al. 2014). De plus,
I'incidence de l'infection a HCMV est augmentée avec I'age des individus, et est
associée a une augmentation du répertoire de LT CD8* cytotoxiques dirigés
contre le HCMV de différenciation terminale accompagnée d’une inversion du
rapport de LT CD4/CD8 circulants (Litjens et al. 2011; Arias et al. 2013;
Strindhall et al. 2013).

De fagon similaire aux effecteurs immuns adaptatifs, les cellules NK
« effectrices-mémoires » CD94/NKG2C* CD57* s’accumulent avec I'dge et le
statut séropositif a HCMV, indépendamment I'un de l'autre, et en corrélation
positive avec le répertoire T anti-HCMV, mais sans lien avec les épisodes de
réactivations du HCMV (Bayard et al. 2016). Il en est de méme avec
I'accentuation de la proportion des LT yd anti-HCMV (Roux et al. 2013; Wistuba-
Hamprecht et al. 2013). En outre, le HCMV est responsable de la prévention du
déclin des populations T yd V32 observé chez les individus sains agés en temps
normal (Roux et al. 2013; Alejenef et al. 2014). Etonnamment les populations
T, aB et yd, hautement différenciées ne deviennent pas épuisées, conservent
leurs fonctions et se caractérisent par la co-expression de CD57 et KLRG1, des
marqueurs respectivement associés a la sénescence et aux stimulations
antigéniques persistantes (notamment dans les infections virales chroniques)
(Ibegbu et al. 2005).
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Le HCMV est un virus qui, bien que codant de nombreuses protéines
immunogeénes, arrive avec succes a infecter et persister durant l'intégrité de la
vie de son héte. A Iinstar de nombreux autres virus, le HCMV a la capacité de
mettre en place de multiples mécanismes afin d’échapper aux nombreux
médiateurs de la surveillance immune antivirale. Il est estimé que le HCMV dédie
entre 10 et 20% de son génome viral pour coder des protéines
d'immunosubversion, de 2 natures distinctes : 1) des protéines virales
homologues a des protéines cellulaires humaines, suggérant que I’évolution du
HCMV a vu s’intégrer dans le génome viral par transfert horizontal certains
genes de I'h6te donnant un avantage sélectif au virus, et 2) des protéines virales
ne possédant pas d’homologie avec des protéines cellulaires. Ces protéines vont
avoir des roles divers et variés dans le but de favoriser l'infection et la réplication
du HCMV allant de l'inhibition de la réponse intrinséque de la cellule infectée
(inhibition de l'apoptose et de la production de cytokines type IFN) jusqu’a
I'’échappement aux différents effecteurs de I'immunité (inhibition des réponses
humorales et cytotoxiques médiées par les LB, les NK, les LT CD8* et CD4™).
Les différents médiateurs viraux décrits dans cette immunoévasion sont

schématisés dans la Figure 14.
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IE72/IE86

Afin d’échapper a la reconnaissance spécifique par la réponse immune
adaptative au travers des LT CD8* et CD4*, le HCMV dispose de nombreuses
protéines virales cytoplasmiques (US2/US3/US6/US8/US11) capables de
diminuer directement et indirectement - par inhibition de la voie IFN-y -
I'expression membranaire des molécules HLA-I et II sur les cellules infectées.
C’est en premier lieu Jones et collaborateurs qui ont démontré que la région
codée par les génes US2 a US11 n’était pas indispensable a la réplication virale,
mais étaient impliquées dans la régulation négative des molécules HLA a la

membrane (Jones et al. 1995). En outre leur extréme conservation (>97%)
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laisse supposer a un role essentiel dans le cycle de réplication et/ou
dissémination du HCMV (Murphy et al. 2003; Dolan et al. 2004).

Présente dés le relargage du contenu du virion dans la cellule-héte, la
protéine tégumentaire pp71 (UL82) lie et retarde I'export des molécules HLA-I
du RE vers le Golgi (Trgovcich et al. 2006) tandis que pp65 participe également
en liant et accumulant les molécules HLA-DR dans les lysosomes, entrainant
leur dégradation (Odeberg et al. 2003). La protéine US3, la seule protéine US
induite des la phase IE de l'infection, se lie a la chaine lourde a des molécules
HLA-I et aux chaines a et B des molécules HLA-II, bloquant la formation des
complexes dimériques a/B2m et trimériques a/B/chaine invariante Ii,
respectivement, et finalement entrainant la rétention des molécules HLA dans
le RE de la cellule-héte (Ahn et al. 1996; Jones et al. 1996). US8 et US10
fonctionnent de maniére identique avec les chaines HLA-Ia (Furman et al. 2002;
Tirabassi et Ploegh 2002). Produites précocement, les protéines US2 et US11
vont quant a elle conduire a I'exportation des chaines des molécules HLA-I et -
II du RE vers le cytoplasme, puis les rediriger par ubiquitination vers le
protéasome ou elles seront dégradées (Wiertz et al. 1996 (a), 1996 (b); Jones
et Sun 1997; Tomazin et al. 1999; Gewurz et al. 2001; Shamu et al. 2001;
Rehm et al. 2002).

La production précoce d'IFN-y par les NK et LT yd dans le contexte de
I'infection virale va induire la surexpression de protéines HLA-I et -II,
permettant potentiellement de contrebalancer les fonctions inhibitrices des
immunoévasines virales, et augmenter |'efficacité antivirale des réponses T af8
conventionnelles (Fink et al. 2012). Cependant, le HCMV freine la régulation
positive des molécules HLA-I et -II due a la voie de I'IFN-y en inhibant la
transduction du signal par redirection de Jakl de la voie Jak/Stat vers le
protéasome, ainsi que l'expression du coactivateur transcriptionnel CIITA (Class
IT major histocompatibility complex transactivator) (Le Roy et al. 1999; Miller
et al. 1998).

Le HCMV est également capable de coder par I'ORF UL111a un homologue
viral de la cytokine IL-10 : la CmvIL-10 (Kotenko et al. 2000). Malgré
uniquement 27% d’homologie avec son équivalent humain, la cmvIL-10 peut se
lier et rentrer en compétition avec I'IL-10 humaine pour l'interaction avec le

récepteur endogene de I'IL-10 (Jones et al. 2002). Parmi ses fonctions, elle va
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notamment in vitro inhiber I'expression membranaire des molécules HLA-I et -
IT dans I'environnement (Spencer et al. 2002; Chang et al. 2004), diminuant la

reconnaissance des cellules infectées par les LT CD4* et CD8* anti-HCMV.

Le HCMV a également a sa disposition des immunoévasines qui vont
diminuer voire méme empécher la présentation d’épitopes viraux dans des
contextes de restriction HLA-I, altérant le répertoire peptidique membranaire de

la cellule infectée.

US3 est également capable de lier la tapasine, inhibant le chargement
peptidique de nombreux variants alléliques HLA-Ia (Park et al. 2004). La
protéine virale tardive US6 empéche le changement de conformation dépendant
de I'ATP des protéines de transport antigénique TAP (Transporter associated
with antigen processing), bloquant la translocation des peptides antigéniques
du cytoplasme dans le RE, empéchant ainsi le chargement et la stabilisation
nécessaires a l'expression membranaire normale des HLA-I dans les cellules
infectées (Ahn et al. 1997; Lehner et al. 1997; Hengel et al. 1997; Hewitt et al.
2001).

Le HCMV code également pour de nombreux miARN, dont certains
participent a son immunoévasion. Pour exemple, le miARN viral US4-1 diminue
les réponses T CD8* anti-HCMV envers les cellules infectées, en ciblant
spécifiquement I’ARNm codant pour la protéine ERAP1 (Endoplasmic reticulum
aminopeptidase 1), une aminopeptidase du RE chargée de réduire les peptides
antigéniques a leur taille et configuration optimale pour pouvoir étre apprétés
et présentés dans les HLA-I, dans le but de diminuer la présentation d’épitopes
viraux (Kim et al. 2011).

Plus spécifiguement, la protéine pp65 (UL83) conduit a la phosphorylation
des protéines IE72 (IE1) et IE86 (IE2). Cette modification post-traductionnelle
empéche la génération et I'apprétement des épitopes IE reconnus normalement
dans les contextes de restriction HLA-I, limitant ainsi leur présentation
membranaire et leur reconnaissance par les LT CD8" spécifiques (Gilbert et al.

1993, 1996). Cependant, ce mécanisme ne semble que partiellement efficace
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étant donné I'immunodominance de la réponse dirigée contre IE72 médiée par
les LT CD8* et CD4* chez les individus séropositifs.

Si la diminution, voire I'arrét, de I'expression membranaire des molécules
HLA-I enraye la réponse immunitaire T, elle pourrait conduire a la levée de
I'inhibition des cellules NK et a la lyse spontanée des cellules défectueuses par
reconnaissance de I'absence du Soi. Cependant, l'infection a HCMV induit aussi
la production de protéines virales dans la cellule-hote afin de limiter le controle
de la réplication virale par les NK, visant a 1) diminuer les capacités d’activation
des NK, et 2) inhiber directement les NK - et au passage les LT - par activation
de récepteurs inhibiteurs, en mimant [I'expression de molécules HLA-I

membranaires.

L'infection @ HCMV induit I’'expression membranaire de molécules du stress
: MICA, -B (MHC class I chain-related protein A et B) et les différents membres
de la famille ULBP1-4 (UL16-binding protein 1 a 4) (Mazzarino et al. 2005). Ces
6 molécules sont les ligands du récepteur activateur - ou coactivateur - NKG2D,

exprimé par les cellules NK et les LT CDS8.

Néanmoins, les ligands de NKG2D sont aussi la cible de mécanismes
d'immunosubversion spécifiques au HCMV. La protéine UL16 a pour fonction de
lier et séquestrer les protéines de stress MICB et ULBP-1, -2 et 6 dans le RE et
le Golgi, empéchant leur transport intracytoplasmique et leur expression
membranaire, diminuant finalement la lyse des cellules infectées par les NK
NKG2D* (Cosman et al. 1997, 2001; Kubin et al. 2001; Dunn et al. 2003; Rdlle
et al. 2003). US12, US13 et US20 agissent de concert avec UL16 et permettent
la dégradation directe de MICB et ULBP2 (Fielding et al. 2017). De plus, le
miARN viral UL112 permet d’inhiber la traduction de ’'ARNm codant pour MICB
(Stern-Ginossar et al. 2007). La protéine UL142 permet quant a elle de lier et
bloguer I'export membranaire des protéines MICA dans le Golgi et ULBP3 dans
le cytoplasme, bien que la protéine tronquée codée par MICA*008 ne soit pas
touchée (Chalupny et al. 2006; Bennett et al. 2010). La protéine virale UL141

est pléiotrope : elle régule négativement l'activité des NK in vitro en entrainant
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la diminution de I'expression membranaire par rétention intracellulaire dans le
RE de MICA (Wills et al. 2005), de TRAIL-R (Smith et al. 2013), de CD155 et
CD112 (ligands des récepteurs activateurs CD226 (DNAM-1) et CD96 (TACTILE)
pour CD155 uniguement) (Tomasec et al. 2005; Prod’homme et al. 2010).
UL141 agit en partenariat avec US2 pour rediriger CD112 vers le protéasome

ou elle sera dégradée (Hsu et al. 2015).

La protéine cellulaire de stress B7-H6, ligand naturel du récepteur de lyse
naturelle NKp30 exprimé par les cellules NK (Brandt et al. 2009), est induit par
I'infection @ HCMV. Cependant, les protéines virales US18 et US20 agissent
ensemble pour inhiber son expression membranaire, diminuant ainsi la
reconnaissance des cellules infectées par les NK NKp30* (Fielding et al. 2017).
En outre, la protéine pp65 (UL83) issue de I'apoptose ou de lysats des cellules
infectées par le HCMV, se lie in vitro a la partie extracellulaire de NKp30,
conduisant a son dysfonctionnement par dissociation de la chaine CD3(
indispensable a la transduction du signal, diminuant ainsi I'activité cytotoxique
des cellules NK NKp30* (Arnon et al. 2005).

En supplément de la diminution de I'expression des ligands de récepteurs
activateurs a la surface de la cellule-hote, le HCMV est capable de détourner des
ligands cellulaires de récepteurs inhibiteurs - ou d’en mimer d’autres aux
moyens d’homologues fonctionnels viraux - afin de maintenir l'inhibition directe
exercée sur les cellules NK et les LT. Deux protéines virales participent ensemble

a ce phénomeéne : UL18 et UL40.

UL18

UL18, homologue structurel a la chaine a des molécules HLA de classe Ia
avec qui il partage 25% d’homologie, est exprimé a la membrane des cellules
infectées par le HCMV (Beck et Barrell 1988), sous la forme d’une protéine
mature fortement glycosylée (Griffin et al. 2005). Sa stabilisation est

dépendante de la formation d’'un complexe tripartite dans lequel il est associé a
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la microglobuline béta 2 (B2m) (Browne et al. 1990) et un peptide endogéne
dérivé de protéines cytoplasmiques similaire a ceux stabilisant les molécules
HLA-I classiques (Fahnestock et al. 1995). Le répertoire peptidique présenté par
UL18 semble restreint du fait de la conservation de la composition et la structure
du sillon peptidique au sein de différentes souches IC du HCMV, et il a des
caractéristiques communes avec celui présenté par HLA-A*02 ; en effet, les
peptides présentés par UL18 possedent comme résidus d’ancrage en P2 une
leucine ou une méthionine et en P9 des petits acides aminés hydrophobes (Yang
et Bjorkman 2008).

Etonnamment, son expression est dépendante de TAP : il a été démontré
que UL18 est capable d’induire la dissociation de US6 de TAP dans le RE, afin
de suffisamment lever l'inhibition exercée par cette derniére sur le systéme de
translocation de peptides pour assurer sa propre expression, le tout sans
restaurer l'expression de molécules HLA-I membranaires. En effet, UL18 est
également capable d’inhiber l'interaction entre HLA-I, TAP-1 et la tapasine,
empéchant ainsi le chargement de peptides optimaux (Kim et al. 2008).
Transcrit durant la phase L de la réplication active du HCMV (Hassan-Walker et
al. 1998), I'expression membranaire de UL18 n’est influencée par aucune des
immunoévasines du HCMV ciblant les molécules HLA (US2/3/6/11 & UL16) (Park
et al. 2002; Y. Kim et al. 2008; Prod’homme et al. 2012), mais peut étre
contr6lée par un mécanisme inconnu dépendant du HCMV (Maffei et al. 2008).

UL18 interagit avec une affinité 1000 fois plus élevée que les ligands HLA-
I naturels avec les récepteurs membranaires inhibiteurs ILT-2 exprimés par les
cellules NK (et une sous-population de LT) (Chapman et al. 1999), et ce par
interaction impliquant uniguement le domaine a3 de UL18 et la B2m (Yang et
Bjorkman 2008). En ce sens, des protéines UL18 solubles vides de peptide sont
capables de lier ILT2 aussi efficacement que leurs contreparties
hétérotrimériques (Chapman et al. 1999). Bien que faiblement exprimé a la
surface cellulaire des cellules infectées, son expression membranaire conduit a
I'inhibition in vitro des fonctions cytokiniques et cytolytiques des cellules NK ILT-
2* face a des cellules infectées par le HCMV (Reyburn et al. 1997; Prod’homme
et al. 2007, 2012). Il permet également d’inhiber la production d'IFN-y par les
LT activés ILT-2* in vitro (Wagner et al. 2007). En outre, le polymorphisme des

domaines extracellulaires de UL18 affecte sa fonction : l'affinité des variants
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UL18 pour ILT-2 corréle avec leur habilité a inhiber les cellules NK ILT2* (Valés-
Gémez et al. 2005). De maniére intéressante, UL18 ne semble pas pouvoir
interagir avec des récepteurs (co-) activateurs comme le TCR, le CD8 et les
KIR2/3DS, ou inhibiteurs, comme les KIR2/3DL, au contraire de ses homologues
humains HLA-I. En effet, des analyses in silico montrent que les résidus des
domaines al, a2 et le peptide présenté sont inaccessibles du fait de la présence
de carbohydrates associés a de nombreux sites de N-glycosylations
extrémement conservés parmi différentes souches IC de HCMV (Yang et
Bjorkman 2008), alors que ces derniers n’influencent pas la liaison a ILT-2 de
UL18 (Chapman et al. 1999). Cependant, I'expression membranaire de UL18
dans des fibroblastes semble induire I'activation des cellules NK ILT-2" par un

mécanisme inconnu (Prod’homme et al. 2007).

UL40

Le gene UL40 encode pour une glycoprotéine de 221 acides aminés, avec
une séquence signal de 37 acides aminés, et est transcrit et traduit pendant les
phases E et L du cycle de réplication virale (Tomasec et al. 2000; Ulbrecht et al.
2000). La fonction de la protéine virale UL40 demeure inconnue. Cependant, la
séquence signal de UL40 fournit un peptide nonamérique (UL401s-23) capable de
stabiliser la protéine HLA-E (Millo et Damonte 2009) indépendamment de TAP
(Tomasec et al. 2000; Ulbrecht et al. 2000) (Figure 15). Cela permet de
maintenir voire augmenter son expression membranaire, tout en assurant la
reconnaissance et l'inhibition de la lyse des cellules infectées par les cellules NK
exprimant le récepteur inhibiteur CD94/NKG2A (Tomasec et al. 2000; Ulbrecht
et al. 2000). En ce sens, les cellules infectées par le HCMV sont protégées a
long terme de la lyse médiée par les cellules NK CD94/NKG2A* dépendamment
de UL40 et a partir du début de la phase L de réplication du virus in vitro (Wang
et al. 2002). Cette fonction est strictement liée a la capacité de UL40 a fournir
ce peptide nonamérique dans sa séquence signal, des expériences de
mutagénéese ou de délétion ayant montrée qu’en cas d’absence de ce nonamere,
I'expression de la protéine HLA-E est diminuée (Prod’homme et al. 2012). En
outre, ce peptide peut également s’ancrer dans UL18, favorisant la stabilisation
et I'expression membranaire de la forme mature et hautement glycosylée de

cette protéine, et in fine l'inhibition des cellules immunitaires exprimant ILT2
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(Prod’'homme et al. 2012). De plus, bien que I'expression membranaire de la
protéine HLA-E soit régulée négativement par US6 (Prod’homme et al. 2012),
elle demeure insensible a l'action des immunoévasines US2, US3 et US11
(Tomasec et al. 2000; Llano et al. 2003), tandis que lI'expression d’'UL40 n’est
pas affectée par UL16 (Prod’homme et al. 2012).

Le locus UL40 est variable au sein des différentes souches du HCMV isolées
en clinique ; en effet, prées de 10% de variabilité protéique interindividuelle
existe entre les génes UL40 isolés chez 4 patients receveurs de rein (Garrigue
et al. 2007). Par contre, le géne UL40 semble relativement conservé a court-
terme chez des patients receveurs de CSH (D*/R*), soit pendant la 1° année
post-transplantation chez 8 patients ayant subi 2 a 3 réactivations virales.
Cependant, 3 profils distincts émergent du suivi de patients transplantés
rénaux : chez les individus primo-infectés (D*/R), le géne UL40 est soit
complétement conservé, soit significativement variable au cours de la 1¢© année
post-transplantation, tandis que chez les patients D*/R*, le géne UL40 est
relativement variable, témoignant d’une potentielle co-infection a HCMV
(Garrigue et al. 2007, 2008). La plus grande variabilité du géne UL40 est située
en outre dans la séquence codant pour le peptide nonamérique stabilisant HLA-
E (Heatley et al. 2013). Ainsi, de nombreux variants polymorphiques du peptide
nonameérique existent selon les souches virales de laboratoire (Tomasec et al.
2000; Cerboni et al. 2001) ou cliniques (Garrigue et al. 2008; Heatley et al.
2013). IIs conservent globalement les caractéristiques des peptides
physiologiques stabilisant HLA-E in vivo issus des séquences signal HLA
classiques (voir Partie 4 de cette introduction) et ne varient généralement que
par 0 a 2 acides aminés (Tableau 6).

Tableau 6 : Variabilité des peptides nonamériques (n=28) issus de UL40:s.53 & partir de patients receveurs de

CSH (n=32). Abréviations : IC : Isolat Clinique ; - : acide aminé identique a Merlin/AD169. D’aprés Heatley et
al. 2013.

SI-'IDCUI\(;::;E PL P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 Nbdisolats
Merlin/AD169 V M A P R T L 1 L 15/28
Toledo - - - - - - - Vo 2/28
Towne - - - - - - - L - 5/28
1098 I e VR 4/28
IC e 1/28
IC e 1/28
AF1 N 2/28
IC - - - - a s - L - 1/28
IC Y, 1/28
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En conséquence, ces divers peptides permettent la stabilisation de HLA-E
a des degrés variables in vitro (Heatley et al. 2013). Par exemple, la présence
d’une thréonine en lieu et place d’'une méthionine en P2 du peptide viral annihile
également la capacité du peptide nonamérique a stabiliser HLA-E (Tomasec
2000). Par contre, elle n'affecte pas sa capacité a stabiliser UL18, dont les
propriétés du sillon peptidique a lier et présenter des peptides issus de la
séquence signal de UL40 semblent plus flexibles (Prod’homme et al. 2012). En
ce sens, la liaison d’un peptide octamérique -tronqué du résidu en P1 - dans le
sillon peptidique de UL18 induit son expression membranaire stable, bien que
ce peptide soit incapable de lier HLA-E, (Prod’homme et al. 2012). Il a été
déterminé que 5,5% des souches cliniques du HCMV possedent une mutation
dans le codon « start » de ’'ARNm du gene UL40, conduisant a un décalage du
début de la traduction de 15 codons en aval, ayant pour conséquence de
tronquer le peptide nonamérique issu de UL40 de son 1° acide aminé et de

fournir ce variant du peptide signal UL40 (Sijmons et al. 2015).

Finalement, la séquence du nonamere affecte aussi I'interaction entre HLA-
E/UL40 et CD94/NKG2A ou CD94/NKG2C, méme si l'affinité de cette interaction
avec le récepteur inhibiteur est en moyenne 6 fois plus élevée que celle avec le
récepteur activateur a peptide identique (Heatley et al. 2013) (Tableau 7). De
maniere globale, la reconnaissance de HLA-E par les récepteurs CD94/NKG2
(A/C) est tolérante aux polymorphismes qui introduisent des substitutions

conservatrices aux résidus P1, P4 et P8 (Heatley et al. 2013).

Tableau 7: Capacité de stabilisation de HLA-E et de reconnaissance par les récepteurs CD94/NKG2 des
peptides signaux issus de UL40. D’aprés Heatley et al. 2013.

CD94/NKG2A CD94/NKG2C
Peptide Liaison a HLA-E
Interaction (SPR) Lyse par NK Interaction (SPR) Lyse par NK
VMAPRTLIL +++ +++ +++ ++ ?
VMAPRTLVL +t +++ ? ++ ?
VMAPRTLLL +++ +++ +++ ++ +++
VMTPRTLVL ++ ++ ++ - +
VMAPRILIL ++ + ++ - -
VMAPRSLLL +++ +++ ? ++ 7
VMAPRSLIL +++ +++ ? ++ ?
VMAPQSLLL ++ + - - -
VMAPRTLFV + ++ ? + ?
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Le systeme UL40 semble relativement efficace in vivo, comme en témoigne
la sélection positive de 8 codons de UL40, dont 4 codant notamment pour les
acides aminés en position 3, 6, 7 et 8 du peptide nonamérique, augmentant le
« fitness » du HCMV, c.a.d. sa capacité a perdurer et se propager au sein de la
population (Sijmons et al. 2015). En ce sens, il a été observé in vitro que des
substitutions aux résidus P3, P5 et P6 avaient un impact marqué sur la
reconnaissance des complexes HLA-E/UL40 par les récepteurs CD94/NKG2
(Heatley et al. 2013).

HCMV - HCMV +
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Figure 15 : Principes théoriques de présentation et de fonctionnement des protéines UL18 et UL40 en cas
d’infection a HCMV. En condition physiologique (HCMV"), la synthése des protéines classiques HLA-I dans le
réticulum endoplasmique (RE) conduit au relargage de la séquence signal dans le cytoplasme suite au clivage
successif par les enzymes SPase et SPPase (Signal Peptidase et Signal Peptide Peptidase) (Lemberg et al.
2001). La prise en charge de la séquence signal par le protéasome conduit alors a la production de peptides
signaux nonamériques (HLA3.11), capables de lier HLA-E dépendamment de TAP. Les protéines HLA-I et HLA-E
alors stabilisées sont acheminées a la membrane plasmique via I'appareil de Golgi (Golgi). La présence de
HLA-I complexé a un peptide du Soi permet la liaison avec le récepteur inhibiteur ILT-2 et I'absence de
reconnaissance par les LT CD8* conventionnels, tandis que celle de HLA-E induit la liaison au récepteur
inhibiteur CD94/NKG2A. En condition pathologique (HCMV®), le virus entraine I'inhibition de I’expression
membranaire des protéines HLA-I classiques et du systéme TAP, et la production de la protéine virale UL40.
La prise en charge successive de UL40 par les enzymes SPase et SPPase permet la production d’un peptide
signal nonamérique (UL401s-23) capable de stabiliser et lier UL18 et HLA-E indépendamment de TAP. L’absence
de HLA-I en surface complexé a des peptides viraux empéche la reconnaissance de la cellule infectée par les
LT CD8* conventionnels, tandis que I'expression membranaire des protéines UL18 et HLA-E maintient
I'inhibition des NK via leurs interactions respectives avec ILT-2 et CD94/NKG2A. Cependant, I'expression
membranaire de la protéine virale HLA-E semble participer a I'émergence de NK CD94/NKG2C* (non
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représentés) et de lymphocytes T CD8* restreints par HLA-E spécifiques du HCMV. D’aprés Prod’homme et al.
2012.

A ce jour, bien qu'il n‘ait pas été décrit - et qu’il est apparemment
hautement improbable - que les complexes UL18/UL40;s-23 puissent étre un
ligand potentiel de LT spécifiques, il a été démontré que la présentation a la
membrane du nonameére issu de UL40 pouvait étre la cible de réponses T CD8*
restreintes par HLA-E, populations non conventionnelles au centre de cette
these.
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PARTIE4 : LES LT CD8 RESTREINTS PAR HLA-E ANTI-HCMV

Découvert a la fin des années 80 par 3 groupes indépendants, le gene HLA-
E est situé entre les génes HLA-C et HLA-A sur le bras court du chromosome 6
(Srivastava et al. 1987; Koller et al. 1988; Mizuno et al. 1988). Il est organisé
de maniere similaire aux genes codant les HLA de classe I conventionnels (dit
de classe Ia) et est constitué de 8 exons (Figure 16 A). Bien que I'homologie
du gene HLA-E varie entre 50% et 90% (moyenne 82%) avec les génes HLA-
Ia, elle reste inférieure a celle existant entre les génes HLA-A, -B et -C. Plus
précisément, I'homologie de la portion codant pour le domaine a3 entre HLA-E
et les génes HLA-Ia est tres importante (92%), mais beaucoup plus divergente

pour les portions codant pour les domaines al et a2 (Heinrichs et Orr 1990).

Figure 16 : Structure génique (A) et protéique (B : schéma - C: structure cristallographique) de HLA-E. La
fleche en noire indique la position de I'acide aminé 107, unique résidu variable entre les 2 formes protéiques
majoritaires de HLA-E. D’apres Sullivan et al. 2006.
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Le gene HLA-E code pour la protéine homonyme. HLA-E est une
glycoprotéine transmembranaire exprimée a la surface cellulaire sous forme
d’'un complexe hétérotrimérique stable, similaire a celui des HLA-Ia. En effet,
les domaines extracellulaires al et a2 forment un sillon permettant I'ancrage et
la présentation d’'un peptide, tandis que le domaine extracellulaire a3 permet

I'interaction avec la chaine Iégeére invariante B2m stabilisante (Figure 16 B-C).

La transcription du géne HLA-E est ubiquitaire et constitutive dans toutes
les cellules nucléées, avec des niveaux d’expression variables. Cependant, la
protéine HLA-E se caractérise par un profil d’expression membranaire plus
restreint. Ainsi, les protéines HLA-E sont physiologiquement exprimées a la
membrane de toutes les cellules immunitaires des lignées lymphoide et
myéloide, des cellules endothéliales, des cellules épithéliales, des mélanocytes,
des kératinocytes et des cellules du trophoblaste (Derre et al. 2006; Coupel et
al. 2007; Perera et al. 2007; Lo Monaco et al. 2008). En outre, le niveau
d’expression protéique de HLA-E est bien inférieur a celui des molécules HLA-
Ia. En effet, tandis que le niveau d’expression évalué par spectrométrie de
masse dans des PBL de donneurs sains de HLA-A et -B est similaire et prés de
4 a 5 fois supérieur a celui de HLA-C, le niveau d’expression de HLA-E est 25

fois inférieur a ce dernier (Apps et al. 2015).

La transcription et la traduction de HLA-E peuvent étre régulées
positivement ou négativement. Toute situation pro-inflammatoire conduit a
I'augmentation des taux de transcription, traduction et expression a la
membrane de HLA-E dans de nombreux types cellulaires, quel que soit le variant
allélique, via I'activation cellulaire et/ou la présence de cytokines comme I'IFN-
y et/ou le TNF-a (Malmberg et al. 2002; Derre et al. 2006; Coupel et al. 2007;
Nguyen et al. 2009). A Iinverse, le miARN cellulaire miR-376a(e) est produit en
réponse a linfection a HCMV dans des cellules-hotes épithéliales ou
fibroblastiques, et permet de cibler et diminuer spécifiquement la traduction de
I'ARNm codant HLA-E, réduisant I'expression membranaire de la protéine et
court-circuitant le mécanisme d’immunoévasion médié par UL40 sur le long-

terme (Nachmani et al. 2014).
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Extrémement préservé au sein des vertébrés, le gene HLA-E demeure le
locus CMH le plus conservé au sein des primates de I’Ancien et Nouveau Monde,
malgré sa position dans une zone du génome hautement variable (Knapp,
Cadavid, et Watkins 1998). En ce sens, le polymorphisme allélique du gene HLA-
E, et de ses génes orthologues également, reste tres restreint (Boyson et al.
1995; Knapp et al. 1998; Adams et Parham 2001; Arnaiz-Villena et al. 2007).
Ainsi, le géne HLA-E est un des plus conservés de tout le locus HLA de classe I,
et a ce jour, seulement 26 alléles ont été décrits dans la population humaine
mondiale - contre plus de 12000 pour les alleles HLA-Ia - qui se différencient
par 25 SNP, dont 8 en substitutions non-synonymes, 5 en synonymes dans les
exons, et 12 dans les introns, conduisant a la production de 9 protéines HLA-E
contre plus de 8000 pour les protéines HLA-A, -B et -C (novembre 2017 ;
database IMGT/HLA v.3.28.0 : Robinson et al. 2015).

Deux alleles uniquement sont retrouvés majoritairement dans la
population mondiale, HLA-E*01:01 et *01:03, dans plus de 98% des haplotypes
(Felicio et al. 2014). Chacun de ces alleles est retrouvé a pres de 50% en
fréquence allélique dans la population humaine mondiale, indépendamment de
I'ethnie ou de la localisation géographique (Felicio et al. 2014). L'alléle HLA-
E*01:03 est certainement plus ancien en terme évolutif, du fait de I'absence
d'équivalents a l'allele HLA-E*01:01 chez les primates non-humains (Grimsley
et Ober 1997). En accord avec le modele de Hardy-Weinberg, la population
humaine panmictique a I’échelle mondiale est répartie dans 3 groupes selon le
génotype HLA-E : 25% d’homozygotes HLA-E*01:01, 25% d’homozygotes HLA-
E*01:03 et 50% d’hétérozygotes HLA-E*01:01/01:03 (Felicio et al. 2014). La
conservation égale de ces 2 alléles ainsi que la maintenance de ces génotypes
dans ces proportions dans la population mondiale semblent étre due a une
sélection naturelle tendant vers I'équilibre, soulignant un avantage évolutif
potentiel a étre hétérozygote pour le locus HLA-E ainsi qu’a une différence

fonctionnelle probable entre les 2 protéines (Grimsley et Ober 1997).

De méme, la structure protéique de HLA-E est relativement conservée
entre les différents orthologues présents dans le regne animal. La structure des
poches dans le sillon peptidique, la nature hydrophobe des peptides présentés

et I'origine du répertoire peptidique restent similaires entre différentes espéces
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(Braud et al. 1997; Yeager et al. 1997). Sur les 9 protéines, seules 6 sont
réellement retrouvées exprimées a la membrane dans la population humaine.
En effet, le variant protéique issu de HLA-E*01:08 est tronqué du fait d’un codon
Stop prématuré dans I'exon 2, tandis que |'existence des protéines issues des
alleles HLA-E*01:02 et 01:04 est fortement remise en cause du fait de leur
identification parmi la population japonaise publiée dans un seul et unique
papier, et plus jamais retrouvées ni dans cette derniere, ni dans la population
mondiale (Ohya et al. 1990; Grimsley et al. 2002).

Cependant, étant donné la représentation majoritaire des alleles HLA-
E*01:01 et 01:03, ainsi que la relative conservation des domaines al et a2 pour
les autres alleles minoritaires, seuls leurs produits homonymes de traduction
sont essentiellement retrouvés dans la population humaine. Ces deux variants
protéiques se distinguent par un seul et unique acide aminé en position 107 :
Arginine (R) pour HLA-E*01:01 et Glycine (G) pour HLA-E*01:03. Positionnée
dans une boucle entre des feuillets B localisés sur la face externe du domaine
extracellulaire a2, soit en dehors du sillon peptidique, cette divergence n’a
vraisemblablement pas d’'impact direct sur la liaison au peptide de HLA-E, ni sur
le répertoire peptidigue présenté en conditions physiologiques, bien qu’une
incidence indirecte demeure possible en perturbant la structure des acides
aminés constituant le sillon peptidique (Strong et al. 2003). Le dimorphisme
protéique n’introduit aucun changement en termes de structure globale,
d’interaction avec la B2m ou de conformation spatiale, mais une différence
notable de stabilité d’expression a la membrane existe entre les deux variants
du fait d’'une stabilité thermique distincte, au profit de HLA-E*01 :03 (Ulbrecht
et al. 1999; Maier et al. 2000; Strong et al. 2003). Cette plus grande stabilité
thermique influence la demi-vie de la protéine membranaire, avec un impact
potentiel sur les temps d’interactions de HLA-E avec divers effecteurs immuns.
De plus, de facon générale, le temps de demi-vie des protéines HLA-E a la
membrane est relativement court (13 min a 37°C), traduisant soit une stabilité
faible, soit un recyclage rapide des (Ulbrecht et al. 1999; Kambayashi et al.
2004). En ce sens, le variant protéique HLA-E*01:01 est moins stable
physiologiquement que le HLA-E*01:03, et semble d’autant moins exprimé a la
membrane (Ulbrecht et al. 1999).
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Répertoire peptidique physiologique

En condition physiologique, la protéine HLA-E lie et présente
essentiellement a la membrane un répertoire peptidique restreint constitué de
peptides nonamériques conservés et globalement hydrophobes, sans distinction
de répertoire entre les deux formes protéiques HLA-E. Ils sont issus des
séquences signal d’export au RE de molécules HLA-Ia (HLA-A, -B, -C) et HLA-
Ib (HLA-G) (Braud et al. 1997; Braud et al. 1998 (b); Lee et al. 1998 (b);
Stevens et al. 2001; Miller et al. 2003). Par contre, les séquences signal de HLA-
E et -F de 21 acides aminés (contre 24 pour les autres HLA-I) génerent des
peptides octomériques incapables de s’appréter dans HLA-E (Braud et al. 1998
(b)) (Tableau 8).

Ainsi en temps normal, l'expression membranaire stable de HLA-E
nécessite I'expression intracellulaire conjointe d’au minimum un représentant
HLA-Ia ou -G, ainsi que d’un systéeme d’apprétement et de présentation de
peptides fonctionnels (Braud et al. 1998 (b)). Durant linitiation de leur
traduction, les molécules HLA-I sont exportées et prises en charge par le RE
rugueux, afin d’y étre pleinement produites dans la lumiére du réticulum. Durant
cette étape, des enzymes SP et SPPase présentes dans la membrane du RE
clivent la séquence signal des molécules HLA-I (Lemberg et al. 2001; Weihofen
et al. 2002). Ceci conduit au relargage de la partie N-terminale qui sera clivée
dans le cytosol, avant d’étre acheminée et prise en charge par le protéasome,
afin de générer le peptide optimal 3-11 (Bland et al. 2003). Ces nonameres sont
finalement exportés dans la lumiere du RE grace a TAP, puis chargés dans HLA-
E a l'aide de protéines chaperonnes du complexe de chargement peptidique
(Braud et al. 1998 (b); Lee et al. 1998 (b); Ulbrecht et al. 1998). Les protéines
HLA-E stabilisées sont alors transférées alors jusqu’a la membrane plasmique
via I'appareil de Golgi (Braud et al. 1998 (b)) (mécanisme illustré en Figure
15).
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Tableau 8 : Répertoire peptidique physiologique de HLA-E : origine, fréquence et capacité de liaison des
peptides canoniques. Les fréquences des peptides ont été calculées dans leur classe HLA respective a partir
des fréquences alléliques des génes HLA-A, -B, -C, -E, -F et -G au sein d’une population caucasienne (n=8084,
données libres d’accés issues de registres de dons de moelle osseuse établis a partir d’individus caucasiens
résidant en France a Nantes, Rennes, Bordeaux, Grenoble, Marseille).

Fréquence .
Peptide . L. Liaison a
. Origine HLA3-11 allélique (pop.
signal A HLA-E
Caucasienne)
HLA-A: *01, *03, *11,*29,*30,*31,*32,*33,*36,
0.5041 (A)
VMAPRTLLL *74 High?®
0.0696 (C)
HLA-C: *02, *15
HLA-A: *02, *10, *23, *24,*%25,*26, *28, *34,
VMAPRTLVL 0.4948 (A) Higha®
*43, *66, *68, *69
VMPPRTLLL HLA-A: *80 0.0001 (A) ND
IMAPRTLVL HLA-A: *34:01 <0.0001 (A) High?@
HLA-B: *07, *08, *14, *15, *38, *39, *42, *48,
VMAPRTVLL 0.3282 (B) Higha®
*62, ¥63, *64, *65, *67,*73, *75, *81
HLA-B: *13, *18, *27, *35:42, *37, *40
VTAPRTLLL (19.6%), *44, *47, *54, ¥55, *56, *59, *60, *61, 0.3110 (B) Lowab
*82, *83
HLA-B: *5, ¥07:65, *15, *21, *35, ¥40 (80.3%),
VTAPRTVLL  *41, *44:18, *45, *46, *49, *50, *51, *52, *53, 0.3596 (B) Low?P
*57, *58, *60, *61, *78
VTEPRTLLL HLA-B: *27:13 <0.0001 (B) ND
SRRPEPSSC HLA-B: *44:19N <0.0001 (B) ND
HLA-C: *01, *03, *04, *05, *06, *08, *12, *14,
VMAPRTLIL 0.6043 (C) Med?/High
*15:43, *16, *17:02
VMAPRTLTL HLA-C: *08:09 <0.0001 (C) ND
VMAPGTLIL HLA-C: *03:227 <0.0001 (C) ND
VMAPRALLL HLA-C: *06:17, *07, *18 0.3170 (C) Med?/High®
VMAPQALLL HLA-C: *17 0.0088 (C) ND
VMAPRTLFL HLA-G :*01 1.000 (G) Med?/High®
MAPRSLLL" HLA-F :*01 1.000 (F) -
MVDGTLLL" HLA-E :*01 1.000 (E) -

2 Test de stabilisation peptidique ; (Braud et al. 1998 (b); Brooks et al. 1999)

b Test de repliement in vitro ; (Strong et al. 2003)

*Les protéines HLA-E et -F possédent des séquences signal tronquées par rapport a leurs autres homologues
HLA, fournissant un peptide signal octamérique HLA-l1-g

ND : Non déterminée

Structure cristallographique des complexes HLA-E/peptide

La structure cristallographique de HLA-E stabilisée par un peptide
canonique a permis de déterminer la conformation du sillon peptidique et les

modalités d’apprétement des peptides. Par rapport aux peptides nonamériques
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de référence, 3 résidus majeurs (2, 7 et 9) et 2 mineurs (3 et 6) sont impliqués
dans I'ancrage et I'enfouissement des acides aminés dans les poches peptidiques
de HLA-E. De plus, des expériences de mutagénese ont montré que chacun des
9 acides aminés participe activement dans la liaison du peptide au sillon (Braud
et al. 1997; O’Callaghan et al. 1998; Stevens et al. 2001; Miller et al. 2003;
Strong et al. 2003). La taille des peptides, leur conformation spatiale, leur
hydrophobicité et leur potentiel a établir des liaisons H sont autant de
parametres d'importance pour le peptidome physiologique présenté par HLA-E
(O'Callaghan et al. 1998). En ce sens, une étude récente a déterminé que la
conservation d’'une conformation spatiale similaire entre les peptides canoniques
et alternatifs était plus primordiale que celle des nombreux acides aminés
d’ancrage ou de la nature globale hydrophobe du peptide, du fait de la rigidité
relative du sillon peptidiqgue de HLA-E, capable de rester ouvert méme en
absence de peptides canoniques, au contraire de celui de HLA-A*02:01 (Hansen
et al. 2016). L'enfouissement du peptide, ainsi que l'implication et la nature
globalement hydrophobe de chaque acide aminé dans le sillon, permettent
d’expliquer la nature restreinte et conservée du répertoire peptidique
physiologique. En effet, les molécules HLA-Ia sont plus flexibles, du fait de la
nécessité de 2 a 3 résidus d'ancrage uniquement - en positions 2 et 9 sur un
nonamere pour HLA-A*02 par exemple - conduisant a la présentation de
peptides plus diversifiés (Sullivan et al. 2006). La liaison d’un peptide a HLA-E
semble labile et moins stable que celle d’'un peptide a une protéine HLA-I
classique (Kambayashi et al. 2004).

Répertoire peptidique pathologique

Durant de nombreux processus pathologiques (stress, transformation
tumorale, infections d’origine virale ou bactérienne), le systeme d’apprétement
et présentation des peptides dans les molécules HLA-I est ciblé, par déficience
fonctionnelle de TAP, d’ERAP1 ou d’autres éléments du complexe de chargement
peptidique, conduisant a I'absence de la génération de peptides signaux issus
de HLA-I dans le RE. Etonnamment, les molécules HLA-E sont maintenues a la
surface, bien que généralement a un niveau d’expression moindre par rapport
a celui de cellules saines, en cas de défaut du systeme TAP ou d’absence de

peptides signaux HLA-I (Furukawa et al. 1999; Lo Monaco et al. 2008; Kraemer
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et al. 2015; Celik et al. 2016). Ainsi, il fut montré que les nonameéres canoniques
présentés par HLA-E laissent place a des néo-peptides d’origine cellulaire ou
exogene, constituant au final un répertoire peptidique alternatif plus large et
plus diversifié que le répertoire canonique. Une liste non exhaustive de peptides

alternatifs est présentée dans le Tableau 9.

Tableau 9: Origine et nature du répertoire peptidique alternatif présenté par HLA-E en condition
pathologique.

Source Peptide Références
Hsp6010-18 QMRPVSRVL (Michaelsson et al. 2002)
ABC MRP7496-504 ALALVRMLI (Wooden et al. 2005)
. AMAPIKTHL .
Prdx5s2.60 mutée A2 et A2,3 AMAPIKVRL (Sensi et al. 2009)
. SLELGDSAI .
Chaines VB1 et 2 du TCR LLLGPGSGL (Li et al. 2001)
VMAPRTLVL
UL4035-23 (HCMV) VMAPRTLIL (Tomasec et al. 2000; Ulbrecht et al. 2000)
VMAPRTLLL
HCV coress.as (VHC) YLLPRRGPRL (Nattermann et al. 2005 (a))
HIV p2414-22 (VIH) AISPRTLNA (Nattermann et al. 2005 (b))
BZLF-135.47 (EBV) SQAPLPCVL (Ulbrecht et al. 1998)
InflMsg.67 (Influenza) ILGFVFTLT (Ulbrecht et al. 1998)
GroEL (Salmonella typhi) Variés (Salerno-Gongalves et al. 2004)
Variés (Mycobacterium . (Heinzel et al. 2002; Grotzke et al. 2009; Harriff et
. Variés
Tuberculosis) al. 2017)
Gliadine chaine a2s2.0 SQQPYLQLQ (Terrazzano et al. 2007)

(Gluten de diverses céréales)

Ces peptides alternatifs conservent certaines propriétés du répertoire
physiologique HLA-E, dont notamment une nature hydrophobe dominante.
Cependant, une étude a démontré que la présentation de peptides canoniques
physiologiques dans HLA-E*01:01 est fortement affectée dans un contexte de
déficience en TAP, menant a la présentation d’un répertoire peptidique alternatif
de plus de 500 peptides uniques, qui se démarquent de leurs contreparties
physiologiques par un motif de liaison différent. En effet, seule la présence
conservée des acides aminés d’ancrage méthionine et leucine en positions 2 et
9 f(it constatée, rapprochant ces peptides de ceux composant le peptidome
stabilisant HLA-A*02:01. A I'appui de ces observations, la protéine HLA-
A*02:01 est capable de lier et présenter les peptides canoniques et alternatifs
élués de HLA-E (Lampen et al. 2013).

Récemment, des rapports font état de la mise en place de répertoires

peptidiques alternatifs divers et larges en absence de peptides physiologiques
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canoniques, mais surtout distincts entre les 2 protéines majoritaires HLA-E,
allant a I'encontre du dogme sur leur absence de différence (Kraemer et al.
2015; Celik et al. 2016). 56 peptides différents de 9 a 17 acides aminés d’origine
cellulaire variée sont présentés par HLA-E*01:03 (Celik et al. 2016) contre 36
de longueur allant de 9 a 16 acides aminés par HLA-E*01:01 (Kraemer et al.
2015). Aucun chevauchement des répertoires alternatifs entre les 2 variants n’a
pu étre mis en évidence (Celik et al. 2016). De méme, aucun acide aminé
d’ancrage n’a pu étre déterminé avec le répertoire alternatif présenté dans HLA-
E*01:01, tandis que l'acide aminé Lysine est préférentiellement présent en

derniére position sur les peptides stabilisant HLA-E*01:03.

Ligand des récepteurs CD94/NKG2

Préambule. Le polymorphisme allélique restreint et la conservation du
gene HLA-E au sein des espéces de vertébrés est caractéristique 1) d’'une ou de
fonctions primordiales, et 2) d’'un systeme ligand-récepteur, dont aucun des 2
éléments ne varie au cours de I'évolution. En 1998, deux équipes ont démontré
que les récepteurs de la famille CD94/NKG2 reconnaissent et lient
spécifiquement la protéine HLA-E exprimée a la membrane (Braud et al. 1998
(a); Lee et al. 1998 (a)).

Evolution et polymorphisme. Extrémement conservés chez 'homme,
les récepteurs CD94/NKG2 sont des complexes hétérodimériques
transmembranaires appartenant a la superfamille des récepteurs NK de type
lectine-C, formés par |'association de la molécule invariante CD94 a une des
glycoprotéines codées par un gene de la famille NKG2 (Chang et al. 1995;
Lazetic et al. 1996; Carretero et al. 1997). Les récepteurs CD94/NKG2 sont
constitutivement exprimés par les cellules NK et une sous-population de LT
(essentiellement LT y0 et LT ap CD8*, parfois LT ap CD4*) (Mingari et al. 1996;
Braud et al. 1998 (a); Lee et al. 1998 (a)). Selon la nature de l'isoforme NKG2,
les complexes hétérodimériques CD94/NKG2 induisent un signal inhibiteur
(variant NKG2A) ou activateur (variant NKG2C). D’autres variants NKG2 ont été
décrits, bien que tres peu étudiés a ce jour : NKG2B, -E, -F et —H (Lanier 1998).
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Structure et interaction. L'interaction entre le récepteur CD94/NKG2 et
son ligand dépend de la nature du membre NKG2 ainsi que de la nature du
peptide présenté par la molécule HLA-E. La cinétique et I'affinité d’interaction
sont caractérisées par des constantes d’association/dissociation de relative
faible affinité, et se rapprochent en cela de celles des KIR avec leurs ligands
HLA-I classiques (Valés-Gomez et al. 1999; Kaiser et al. 2005; Sullivan et al.
2007). Par contre, l'affinité de l'interaction entre le récepteur et son ligand ne
semble pas variée en fonction du variant protéique HLA-E (Kaiser et al. 2005).
L’'analyse de la structure cristallographique a permis de déterminer que la

relation entre le récepteur hétérodimériques CD94/NKG2 et le complexe

tripartite HLA-E/B2m/peptide canonique était de type « clé/serrure » (Figure
17).

HLA-E

Figure 17 : Structure cristallographigue de I'interaction entre CD94/NKG2A et HLA-E/VMAPRTLFL. NKG2A et
CD94 sont représentés respectivement par les éléments bleu et vert pale. La chaine lourde de HLA-E est
représentée en violet, B2m en cyan, et le peptide VMAPRTLFL en orange. (A) Vue latérale de l'interaction
CD94/NKG2A sur HLA-E/VMAPRTLFL. (B) Vue de dessus des contacts de CD94/NKG2A sur la surface de HLA-
E/VMAPRTLFL. D’aprés Petrie et al. 2008.
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Cette interaction implique d’une part des résidus des hélices al et a2 de
HLA-E ainsi que de |'extrémité C terminale du peptide présenté, et d’autre part,
des résidus des complexes hétérodimériques CD94/NKG2. La molécule CD94
est prédominante dans l'interaction, en occupant prés de 69% de la surface de
contact contre 31% pour le membre NKG2 (A ou C), et ce quel que soit le
peptide présenté par HLA-E. De plus, la protéine invariante CD94 interagit
essentiellement avec les résidus du peptide liant HLA-E, a savoir la chaine
carbonée du 6™ acide aminé et les chaines latérales des résidus 5 et surtout
8. Ainsi, tous les récepteurs CD94/NKG2 semblent avoir la méme spécificité
peptidique, indépendamment de la nature des membres NKG2 (Kaiser et al.
2005; Kaiser et al. 2008; Petrie et al. 2008).

Cependant, I'affinité des récepteurs est directement liée au variant NKG2.
Ainsi, malgré leur forte homologie de séquence, linteraction de la forme
inhibitrice NKG2A avec un complexe HLA-E/peptide est en moyenne 6 fois
supérieure a celle de sa contrepartie activatrice NKG2C (Llano et al. 1998;
Valés-Gémez et al. 1999; Miller et al. 2003; Wada et al. 2004; Kaiser et al.
2005; Petrie et al. 2008). L'affinité des récepteurs CD94/NKG2 dépend
également du peptide présenté dans HLA-E. Ainsi, les chaines latérales des
résidus 5 et 8 des nonameéres présentés ont une importance significative dans
les interactions entre CD94/NKG2 et HLA-E (Miller et al. 2003; Kaiser et al.
2005). L'analyse de cette structure a démontré l'impact du changement d’un
seul et unique acide aminé sur la capacité de reconnaissance des complexes
HLA-E/peptide par les récepteurs hétérodimériques CD94/NKG2A, sans
toutefois qu’il n’y ait de modifications perceptibles de la conformation spatiale
de HLA-E ou de l'orientation dans l'espace des chaines latérales des résidus 5
ou 8 (Hoare et al. 2008). En effet, si la quasi-totalité du répertoire physiologique
canonique de HLA-E est reconnu, les peptides issus de contexte pathologique
capables de stabiliser HLA-E n’induisent pas obligatoirement une interaction
avec les récepteurs hétérodimériques. Finalement, la stabilité d’interaction entre
CD94/NKG2 et le complexe HLA-E/peptide peut également étre renforcée par la
capacité de I'homodimére CD8aa a s’associer avec une faible affinité a la
molécule HLA-Ib (Gao et al. 2000).

Role. D’un point de vue fonctionnel, la présentation de peptides issus des

séquences signal des molécules HLA-Ia et -G par HLA-E permet la
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reconnaissance et l'inhibition de la lyse médiée par les cellules NK CD94/NKG2A*
(Braud et al. 1997). Les différentes altérations des séquences peptidiques
canoniques liés a HLA-E, qui varient de 1 a 3 acides aminés entre eux, ont un
impact significatif sur la reconnaissance par les récepteurs CD94/NKG2A ou
CD94/NKG2C, et en conséquence, sur la cytotoxicité médiée par les NK (Heatley
et al. 2013). Chez un individu sain, les peptides VTAPRTLLL et VTAPRTVLL
fournis par environ les 2/3 des alleles HLA-B dans une population caucasienne,
et le peptide VMAPRALLL par 1/3 des HLA-C, peuvent stabiliser plus ou moins
efficacement HLA-E ; ils sont trés peu voire non reconnus par les complexes
hétérodimériques CD94/NKG2 et n‘'empéchent pas de ce fait la lyse des cellules
chargées avec ces peptides in vitro par des NK CD94/NKG2A* (Valés-Gdmez et
al. 1999; Heatley et al. 2013). Etant donné qu’un individu peut posséder jusqu’a
6 alleles HLA-Ia différents, il est peu envisageable qu’aucun d’entre eux ne
puisse fournir une fois traduit en protéines de peptides capables de stabiliser
HLA-E a la membrane afin de protéger les cellules saines du Soi contre la lyse
médiée par les cellules NK CD94/NKG2A™.

A linverse, la présentation & la membrane par HLA-E de peptides
alternatifs rend généralement les cellules sensibles a la lyse médiée par les NK
par absence de reconnaissance par les récepteurs CD94/NKG2A* dans de
multiples contextes pathologiques : stress (Michaelsson et al. 2002),
transformation tumorale (Sensi et al. 2009), infection par I'EBV (Brooks et al.
1999; Garcia et al. 2002). Elle peut également rendre les cellules affectées
sensibles a la lyse médiée par les NK CD94/NKG2C*, comme dans le contexte
de l'infection a HCMV. Cependant, d’autres peptides présentés par HLA-E dans
ces mémes contextes permettent aux cellules stressées/transformées/infectées
d’échapper a la lyse médiée par les cellules NK CD94/NKG2A* : stress (Wooden
et al. 2005), infection a HCMV (Tomasec et al. 2000; Ulbrecht et al. 2000;
Heatley et al. 2013), infection a VIH (Nattermann et al. 2005 (b)), infection a
virus de I'hépatite C (VHC) (Nattermann et al. 2005 (a); Schulte et al. 2009).

Ligand de TCR de lymphocytes T

D’ordinaire, les récepteurs CD94/NKG2 permettent la reconnaissance du

Soi physiologique présenté par HLA-E, et I'absence de reconnaissance du Non-
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Soi, du fait de leur incapacité a interagir avec les molécules de CMH-Ib
complexées avec un répertoire peptidique d’origine pathologique. Au contraire,
les LT aB restreints par HLA-E permettent la reconnaissance spécifique des
peptides alternatifs produits dans divers contextes pathologiques (Stress,
Transformation, Infection), et semblent participer, a linstar des LT af
conventionnels, a la surveillance de lintégrité du Soi dans les cellules

autologues.

En plus de UL40 dans le contexte d’infection au HCMV, des peptides issus
des virus EBV, de la grippe (Influenza) et du VHC ont été décrits comme
présentés et reconnus dans le contexte de restriction HLA-E par des LT CD8*.
Alors que les peptides issus de UL40 du HCMV sont hautement similaires a ceux
issus des séquences signal des molécules HLA-Ia et -G stabilisant
physiologiquement HLA-E, les peptides dérivés des protéines virales BZLF1 de
I'EBV, InfIM d'Influenza et HCV Core du VHC en sont tres différents.

Virus d’EPSTEIN-BARR et de la Grippe

La reconnaissance d’épitopes présentés dans HLA-E et fournis par les virus
de I'EBV ou Influenza par des LT CD8* restreints par HLA-E est pauvrement
documentée chez I'Homme. Garcia et collaborateurs ont isolé un clone T de
phénotype CD3* TCRaB* CD8* CD56" ILT2* KIR™ chez un individu sain de statut
sérologique inconnu (Garcia et al. 2002). Cette population monoclonale se
caractérise par un TCR dit « dégénéré » capable dans le contexte de restriction
HLA-E de reconnaitre spécifiquement les peptides SQAPLPCVL et ILGKVFTLT
issus respectivement des protéines virales BZLF-139.4; de I'EBV et Inflmsg-s7
d’Influenza ainsi que de nombreux peptides tels VMAPRTLIL, VMAPRTLLL fournis
par la protéine UL40 de souches HCMV variées. De plus, ces LT se différencient
par l'expression fonctionnelle de CD94/NKG2C membranaire, participant a la

reconnaissance et la lyse de la cellule cible in vitro (Garcia et al. 2002).
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Virus de I'Hépatite C

40% des patients infectés par le VHC (n= 77) développent des réponses T
aB CD8* reconnaissant dans un contexte HLA-E I'épitope viral HCV Coress-44 tres
conservé et auparavant décrit pour son immunogénicité dans le contexte de
restriction HLA-A*02:01 (Nattermann et al. 2005 (a); Schulte et al. 2009). La
présence de ces populations T non conventionnelles, concomitante ou non a
celle de la réponse T CD8" classique restreinte par HLA-A*02, est associée a
une charge virale plus faible et a une augmentation du taux de l'alanine
aminotransférase (ALT), enzyme hépatique dans le sang, signe des dommages

hépatiques induits par la réponse immune dans la lutte contre le virus.

Les bactéries comme Mycobacterium tuberculosis (Mtb) ou Salmonella
enterica de sérovar typhi (Set) sont des pathogenes intracellulaires qui
détournent de nombreuses fonctions cellulaires afin de promouvoir leurs propres

survies.

Mycobacterium tuberculosis

Lewinsohn et collaborateurs ont été les premiers en 1998 a décrire des
clones T CD8* spécifiques d’épitopes indéterminés de Mtb restreints par une
molécule HLA-Ib (Lewinsohn et al. 1998), qui s’avéra par la suite étre HLA-E
(Lewinsohn et al. 2000). Récemment, ils ont décrit qu’une population
monoclonale de LT CD8* restreints par HLA-E reconnaissait spécifiquement un
peptide issu de I'extrémité N-terminale de la protéine Mpt32 issue de Mtb et
uniguement aprés sa O-mannosylation par un enzyme bactérienne (Heinzel et
al. 2002; Harriff et al. 2017). De facon surprenante, ces populations T détectées
chez les individus infectés latents sont clonales et représentent la fraction
dominante a plus de 95% des LT CD8* cytotoxiques anti-Mtb. En outre, la
présentation du peptide dans HLA-E est dépendante du protéasome et du
phagosome, mais indépendante de TAP et de la voie de transport du RE au

Golgi. Il a été proposé que le développement quasi-exhaustif de ces populations
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lymphocytaires au détriment des LT CD8* conventionnels anti-Mtb soit lié a la
capacité directe des molécules HLA-E, et non des HLA-Ia classiques, a charger
stablement les peptides bactériens dans les phagosomes des cellules infectées
(Grotzke et al. 2009).

Par la suite, une autre équipe a identifié des LT restreints par HLA-E dirigés
contre 55 épitopes bactériens Mtb issus d’une banque de 69 peptides prédits in
silico comme potentiellement présentés par HLA-E. La plupart d’entre eux sont
par ailleurs reconnus par des LT issus de patients adultes préalablement exposés
a Mtb (n=10/10) ou enfants vaccinés par le BCG (n=6/12), suggérant une
primo-activation et I’établissement de réponses T mémoires pour de nombreux
épitopes HLA-E in vivo. Chez les patients infectés par Mtb, I'emploi de
tétrameres HLA-E permet de détecter et d’évaluer ex vivo la fréquence des
réponses T CD8* anti-Mtb non conventionnelles a en moyenne 0,2% des LT
CD8* circulants des patients latents, 0,5% de ceux des patients actifs et 1,2%
de ceux des patients avec une co-infection VIH (Caccamo et al. 2015 ;
Prezzemolo, 2016). Ces fréquences déterminées au moment de la pose du
diagnostic diminuent en corrélation avec la prise efficace de traitements par le
patient. Le répertoire T de ces populations T non conventionnelles est
« hautement diversifié » et trés hétérogeéne entre les individus, avec néanmoins
11 peptides, dont RMPPLGHEL et VLRPGGHFL, reconnus par plus de 30% des
patients (Joosten et al. 2010). Ce sont tous des LT CD8* a TCR ap de profil TEM
capables de reconnaitre des cellules infectées par le Mtb in vitro dépendamment
de leur TCR et de HLA-E (Caccamo et al. 2015; van Meijgaarden et al. 2015 ;
Prezzemolo, 2016). Remarquablement, ces populations T sont de nature soit
cytolytique, soit suppressive. En effet, des LT CD8* reconnaissant le méme
épitope ne possedent pas nécessairement les mémes fonctions, démontrant que
la polarité fonctionnelle d’'un LT n’est pas déterminée par le peptide reconnu.
D’une part, les LT capables d’activité cytolytique envers les cellules infectées
par la bactérie in vitro sont aussi capables d’inhiber la croissance intracellulaire
de Mtb. D’autre part, une portion des LT anti-Mtb restreints par HLA-E,
majoritaire ex vivo, ne sécrete apres activation ni cytokines pro-inflammatoires
classiguement associées aux LT CD8"* cytotoxiques Tcl (TNF-a, IFN-y, IL-2), ni
molécules cytotoxiques comme la perforine, les granzymes et granulysine.
Cependant, cette population conserve une fonction cytotoxique envers les

cellules infectées par Mtb via la voie TRAIL et produit des cytokines de type Th2
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comme I'IL-5, I'IL-13 et I'IL-4, induisant la production d'IgM et IgG par les LB
(Joosten et al. 2010; Caccamo et al. 2015; van Meijgaarden et al. 2015). Enfin,
ces cellules produisent du TGF-B membranaire, et sont ainsi capables d’inhiber

la prolifération de LT par contact cellulaire (Joosten et al. 2010).

Salmonella enterica

L'infection par Set de cellules-hotes permet leur reconnaissance par des LT
CD8* a TCR aP restreints par HLA-E spécifiques d’au moins 4 épitopes
bactériens. Ces populations non conventionnelles, capables in vitro de
reconnaitre et lyser spécifiquement des cellules infectées par Set par la
sécrétion de granzyme B, sont retrouvées ex vivo chez des individus sains
vaccinés avec une souche atténuée de Set (Salerno-Gongalves et al. 2004). Ces
LT de phénotype TEM se développe précocement dans la circulation sanguine
des 2 jours post-vaccination, et persiste jusqu’a deux ans aprés la vaccination
en se différenciant majoritairement en cellules T TEMRA. Ceux-ci conservent
leurs capacités cytotoxiques et sécrétrices, suggérant la mise en place d'une
réponse mémoire (Salerno-Goncalves et al. 2010). De plus, la présence de
populations T cytotoxiques TEM/TEMRA spécifiques de complexes « HLA-
E/peptide de Set » est également détectée chez des volontaires sains non
vaccinés directement exposés a une souche Set sauvage et est corrélée avec la

protection contre le développement de la fievre typhoide (Fresnay et al. 2016).

Le développement d’une réponse immune efficace face aux pathogenes
tout en évitant les dommages aux tissus environnants est un principe
fondamental du systéme immun. Depuis une quarantaine d’‘années, de
nombreux rapports - majoritairement chez la souris - tendent a montrer qu’une
sous-population de LT CD8* suppresseurs est impliquée dans la tolérance
périphérique au Soi. En effet, la reconnaissance spécifique par ces populations
de Qa-1P/HLA-E complexés a divers peptides exprimés a la surface de LT CD4*
autologues activés permet le controle des réponses auto-réactives et la

prévention de maladies auto-immunes (MAI). A linverse, des défauts de
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répertoire T CD8* suppresseur restreint par Qa-1°/HLA-E ont été mis en
évidence dans des contextes de sclérose en plaque (SEP) ou de diabéte de type
I (DTI).

Sclérose en plaque

L'administration d’acétate de glatiramere (AG) - un polymeére aléatoire
d’acide glutamique, lysine, alanine et tyrosine - est prescrit chez les patients
atteints de SEP sous forme rémittente et est associée avec une diminution
significative du nombre de poussées, bien qu’il ne permette ni de restreindre la
durée ou gravité de ces dernieres, ni de limiter la progression de la maladie. Les

mécanismes d’action de I’AG ne sont toujours pas élucidés a ce jour.

Il a été montré que les patients atteints de SEP avaient un déficit global en
LT CD8* suppresseurs par rapport a des individus sains et que la vaccination par
I’AG rétablissait cette population (Tennakoon et al. 2006). Les réponses T CD8*
induites apres vaccination sont ex vivo préférentiellement restreintes par HLA-
E et possedent un phénotype TEM, signe d’une activation in vivo. Présentes dans
le sang et les fluides cérébrospinaux, elles sont associées avec une amélioration
de la maladie. Ces LT possedent des capacités cytotoxiques suppressives,
permettant notamment l'inhibition de prolifération et la lyse des LT CD4*
autologues activés et chargés avec de I’AG in vitro, indépendamment de leur
spécificité (Tennakoon et al. 2006; Correale et Villa 2008). De plus, par rapport
aux patients atteints de SEP sous forme rémittente et aux donneurs sains, les
patients touchés d’une forme progressive de SEP ont statistiquement moins de
LT CD8* restreints par HLA-E circulants dans le sang et dans les fluides cérébro-
spinaux, et ceux-ci expriment plus de CD94/NKG2A membranaire fonctionnel,
suggérant une corrélation inverse entre l'activité de ces LT CD8* suppresseurs
et I'avancée de la maladie (Correale et Villa 2008). L'hypothése actuelle est que
ces populations T CD8 non conventionnelles spécifiques de I’AG peuvent éliminer
in vivo les réponses T CD4* activées et chargées, dont celles spécifiques de I'AG
ou de la protéine basique de la myéline. En ce sens, il a été constaté que la
domination persistante et stable ex vivo de quelques clones T CD8" anti-AG se
faisait au dépend du répertoire T CD4* spécifique de AG, instable, qui ne cesse

de se renouveler en terme de clonalité, tout comme chez la souris avec les LT
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CDS8 suppresseurs contre le répertoire T CD4* spécifique de la MBP (Jiang et al.
2003; Tennakoon et al. 2006).

Enfin, de nombreuses études font état de I'implication de I'EBV dans le
développement de la SEP. Une fréquence élevée des LT CD8" circulants
restreints par HLA-E et spécifiques de I'EBV est statistiquement associée avec
la forme de rémission récurrente de la maladie plutot que la forme progressive,
suggérant un effet protecteur de cette population contre les poussées
(Jgrgensen et al. 2012).

Diabéte de type 1

Chez les patients atteints de DTI, un défaut de répertoire T CD8*
suppresseur spécifigue de complexes « HLA-E/Hsp60 » a été mis en évidence
ex vivo par rapport a des individus sains. En effet, chez ces derniers, ces
populations T y sont moins fréquentes et possédent une moins bonne
compétence a détecter et éliminer le répertoire T périphérique de moyenne
avidité réactif au Soi. Cependant, il est possible de restaurer ces cellules
suppressives par sensibilisation de PBMC circulants avec des DC autologues
immatures chargées avec le peptide Hsp60, faisant de cette population T non
conventionnelle un candidat potentiel pour I'immunothérapie du DTI (Jiang et
al. 2010).

Préambule. L'équipe de M.C. MINGARI et L. MORETTA a initialement décrit
les LT CD8* a TCR ap restreints par HLA-E anti-HCMV chez des individus sains
(Pietra et al. 2001). Ces populations ont tout d'abord été dénommées « NK-
CTL », du fait du partage de caractéristiques communes aux NK - expression de
marqueurs préférentiellement associés aux cellules NK (CD56, iNKR), capacité
a reconnaitre et lyser spontanément de multiples lignées cellulaires allogéniques
indépendamment de leur génotype HLA-Ia - et aux LT - expression de
marqueurs T (CD3, TCR ap), activation dépendante du TCR (Pietra et al. 2001;
Romagnani et al. 2002). Par la suite, I'apparition de ces populations T fut

associée au statut séropositif pour le HCMV des individus et leur spécificité pour
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le peptide signal 15-23 de la protéine UL40 dans le contexte de restriction HLA-
E fut identifiée (Pietra et al. 2003).

Fréquence. A I'époque, I'emploi émergent des tétrameéres en cytométrie
en flux - @ savoir un complexe de 4 monomeres HLA-E biotynilés en C-ter
stabilisés par un nonameére issu du peptide UL40:s-23, l'ensemble étant
tétramérisé par une streptavidine couplée a un fluorochrome - a permis de
déterminer la proportion sanguine de cette population chez quelques individus,
bien que leur fréquence de développement au sein d’une population séropositive
pour le HCMV demeurait encore inconnue. Ainsi, pour exemple, ces populations
T représentent ex vivo entre 0,4 et 3,4% des PBL, et 0,05 et 14% des LT CD8*
circulants au sein d’un individu (Romagnani et al. 2002; Mazzarino et al. 2005;
Hoare et al. 2006; Allard et al. 2012; Sullivan et al. 2015). Ces fréquences sont
similaires a celles des réponses T conventionnelles, soulignant un potentiel réle

significatif dans I'immunité contre le HCMV (Sullivan et al. 2008).

Phénotype. Similairement aux réponses T anti-virales conventionnelles,
ces LT persistent dans la circulation sanguine, puisque |I'on peut les retrouver
jusqu’a 7 an suite a la primo-détection (Sullivan et al. 2015). En accord avec
une propriété mémoire supposée, ces populations T possedent un phénotype de
différenciation avancée TEM (CD45RO* CD45RA") / TEMRA (CD45R0O" CD45RA™)
(CD27-CD28 CCR7 CD62L CD57°) (Mazzarino et al. 2005; Allard et al. 2012).

Role. Leur degré d'implication dans lI'immunité anti-HCMV in vivo est
inconnu, méme si la capacité de lyser spécifiquement des fibroblastes
autologues ou cellules endothéliales allogéniques infectées in vitro laisse
suspecter un role protecteur contre l'infection virale (Mazzarino et al. 2005;
Allard et al. 2012). Les LT CD8* anti-HCMV restreints par HLA-E ont uniquement
été observés ex vivo chez des individus HCMV* pour lesquels I'épitope viral issu
de UL40 déterminant la spécificité nominale des LT était différent des
nonameéres fournis par les séquences signal des HLA-Ia et -G autologues.
Cependant, il a également été décrit pour 3 populations monoclonales que ces
LT possedent un TCR dégénérescent, permettant la reconnaissance spécifique
d’une part du peptide viral, et d’autre part, de peptides variant par 1 ou 2 acides
aminés (Romagnani et al. 2002; Allard et al. 2012).
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Plus précisément, notre équipe a décrit chez un patient transplanté rénal
une population monoclonale T CD8* dénommée « Mart.22 », représentant 14%
des LT CD8* circulants, capable de reconnaitre des complexes « HLA-E/peptide
du Soi » et de lyser des cellules cibles chargées in vitro quasiment aussi
efficacement que celles chargées avec le peptide viral. Nos résultats ont
également montré que l'activation de ce clone était finement régulée par
I'interaction du récepteur inhibiteur KIR2DL2 qu’il exprime fortement, avec ses
ligands, des molécules HLA-Cw du Soi (Allard et al. 2012). Ce récepteur ainsi
que d’autres récepteurs inhibiteurs, dont les ligands sont essentiellement des
molécules HLA-I du Soi, sont retrouvés fréquemment exprimés par ces LT :
KIR2/3DL, ILT2, CD94 (associé ou non au NKG2A), bien que ces deux derniers
semblent n’‘avoir qu’un impact mineur sur la régulation négative de I'activité de
ces LT (Pietra et al. 2001; Romagnani et al. 2002, 2004; Allard et al. 2012). Les
premieres données bibliographiques semblent indiquer que ces populations T ne
reconnaissaient pas les cellules autologues (Romagnani et al. 2002) du fait 1)
de l'expression de nombreux récepteurs inhibiteurs ayant pour ligands des
molécules HLA-I du Soi, et 2) probablement de la délétion du répertoire T auto-

réactif de forte avidité lors de la sélection thymique.

Par ailleurs, étant donné que les peptides viraux UL40 reconnus sont
identiques a ceux fournis physiologiquement par certains alleles HLA-Ia, la
question de lI'implication de ces LT restreints HLA-E anti-HCMV dans le rejet en
transplantation se pose. Ainsi participent en ce sens : 1) le faible polymorphisme
de HLA-E, 2) I'absence d'impact de I'acide aminé 107 de HLA-E dans sa capacité
a interagir avec le TCR (Hoare et al. 2006), 3) la capacité du TCR a reconnaitre
de maniére dégénérée plusieurs variants peptidiques présentés, 4) Ila
prolifération préférentielle lors de stimulations allogéniques in vitro (Romagnani
et al. 2002), et enfin, 5) la capacité a reconnaitre et lyser des cellules
allogéniques indépendamment de leur statut d’infection a HCMV et de leur
génotype HLA-E in vitro, dont notamment des cellules endothéliales, premiéere
interface d’interaction entre les cellules du receveur et de I'organe du donneur
in vivo (Allard et al. 2012). Afin d’évaluer leur rbéle dans le cadre de la
transplantation pulmonaire, une cohorte constituée de 15 patients ne possédant
aucun alléle HLA capable de fournir le peptide VMAPRTLIL, et transplantés a
partir d'un donneur fournissant le dit peptide, fut étudiée. De maniére

intéressante, I'amplification de LT CD8* cytotoxiques dirigés contre « HLA-
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E/UL40 » est statistiquement corrélée avec le rejet chronique (p=0,007), mais
pas avec le rejet aigu (p=0,11), et ce, indépendamment de la réactivation du
HCMV, chez 5 patients sur 7 ayant développé ces réponses (Sullivan et al.
2015).

Du fait de I'absence d’homologue a UL40 chez le MCMV, aucun équivalent
murin n'a été identifié a ce jour. Par contre, suite a l'infection a RhCMV du
macaque Rhésus, des LT CD8" spécifiques de complexes « Mamu-E/Rh67 »,
Mamu-E étant I’équivalent de HLA-E chez le macaque, ont été caractérisées,
témoignant une fois de plus de la forte spécificité des différents types de CMV
pour leurs espéces-hdtes (Hansen et al. 2016). Etonnamment, bien que Rh67
ne soit pas un homologue de UL40, il fournit le peptide VMAPRTLIL via son

peptide signal également.
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CONTEXTE ET OBJECTIFS DE L’ETUDE
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Ce projet est le fruit d’'une collaboration de longue date entre le Dr Béatrice
CHARREAU et le Pr Nadine GERvOIS, visant a analyser et comprendre les
répercussions de |'expression de la protéine HLA-E dans des contextes de

transplantation rénale, de mélanomes et de cancers colorectaux.

Leurs travaux ont notamment permis la caractérisation phénotypique et
fonctionnelle d’'une population lymphocytaire T circulante non conventionnelle
chez un patient transplanté rénal suite a sa séroconversion a HCMV (Allard et
al. 2012). Dénommeée Mart.22, cette population T correspondait a I'amplification
clonale in vivo de lymphocytes T de profil effecteur-mémoire exprimant le TCR
VB22. Ces lymphocytes T sont capables de reconnaitre spécifiquement la
protéine membranaire HLA-E liant des peptides issus des séquences signal de
plusieurs variants viraux UL401s-23. De facon intéressante, les peptides reconnus
peuvent également dériver de la séquence signal de molécules HLA-I et étre
présenter physiologiguement. Notamment, dans un contexte de transplantation
d’organe, I'expression de HLA-E dans le greffon est principalement conscrite aux
cellules endothéliales. Leur étude a mise en évidence la reconnaissance par
cette population T non conventionnelle de peptides issus de HLA-I allogéniques,
et en conséquence, la lyse de cellules endothéliales allogéniques in vitro,
indépendamment de leur génotype HLA-E ou de leur statut d’infection a HCMV.
Dans cette étude, il a été montré que l'activité de ce clone T in vitro était
finement régulée par le récepteur inhibiteur KIR2DL2, ayant pour ligand
certaines protéines HLA-C (type C1). Ainsi, ceci suggére que les génotypes HLA-
B et -C, ligands des multiples récepteurs KIR, pourraient permettre le controle

des capacités lytiques de ces LT.

Cette étude suggérait que les réponses T CD8 restreintes par HLA-E et
spécifiques de UL401s-23 induites suite a I'infection a HCMV pourraient avoir un
impact délétére sur I'organe transplanté chez les receveurs par réaction croisée
avec les cellules endothéliales allogéniques, principales cellules non
hématopoiétiques a exprimer HLA-E dans le greffon (Coupel et al. 2007) - et
pourraient, par conséquent, participer ainsi aux mécanismes de rejets (Figure
18).
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Figure 18 : Hypothéses sur I'impact des LT spécifiques des complexes HLA-E/UL401s.,3 in vivo. (1)
L'induction de cette population T non conventionnelle semble étre liée a I'infection a HCMV de
I'individu. La capacité de ces LT a reconnaitre des peptides issus soit de la protéine virale UL40;1s.23,
soit des protéines HLA-lz11, pourrait alors avoir un impact délétére dans un contexte de
transplantation allogénique (rouge) (2), mais également sur le Soi (orange) (3). Cependant, la
sélection négative du répertoire T autologue et/ou I'expression native de récepteurs inhibiteurs
pourraient limiter ces phénoménes. Code couleur: HLA-la autologues: orange; HLA-la
allogéniques : rouge ; HLA-E : bleu.

Le coeur de mon projet de thése s’est inscrit dans la compréhension de la
place de cette réponse non conventionnelle dans la réponse anti-HCMV, a
travers |I'étude qualitative et quantitative a plus grande échelle de ces LT dans
une cohorte de patients transplantés rénaux et d’individus sains. Les résultats
majeurs qui en découlent sont présentés dans une premiere partie et font I'objet
d’'un article publié dans PLOS Pathogens le 30 avril 2018 (DOI:
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041). La seconde partie des résultats
porte plus particulierement sur une étude préliminaire des fonctions de ces
populations T et des résultats complémentaires quant a l'influence des alléles
HLA de l'individu infecté sur la génération de la réponse T restreinte par HLA-E
anti-HCMV, ainsi que sur l'impact de cette derniere sur la fonction du greffon
dans notre cohorte de patients transplantés rénaux. Ma présence dans |I'équipe
m’a également permis de participer au projet du Dr Tiphaine PARROT sous la
direction du Pr N. GERvoOIS portant sur I'étude de la fonction des LT double-
positifs CD4+* CD8" infiltrant les mélanomes, et ayant fait 'objet d’un article

disponible en ANNEXE publié dans Oncoimmunology en octobre 2016.
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ARTICLE :
HCMYV TRIGGERS FREQUENT AND PERSISTENT UL40-SPECIFIC

UNCONVENTIONAL HLA-E-RESTRICTED CD8 T-CELL RESPONSES
WITH POTENTIAL AUTOLOGOUS AND ALLOGENEIC PEPTIDE RECOGNITION

Le but de cette étude était d’approfondir les connaissances portant sur les
lymphocytes T CD8 restreints par HLA-E et spécifiques de UL401s-23, en évaluant
notamment 1) leurs fréquences et amplitudes d’amplification ex vivo, 2) les
facteurs associés a leur développement, 3) leurs cinétiques d’apparition et 4)

leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles in vitro.

Ce projet a essentiellement porté sur I'’étude rétrospective d’échantillons
sanguins d’une cohorte de patients transplantés rénaux (n=119). A I'aide d’un
test sensible et spécifique en cytométrie en flux, nous avons déterminé que la
présence de LT CDS8 restreints par HLA-E spécifiques de UL401s.23 est strictement
lide & I'infection & HCMV du receveur. A l'inverse, I'apport de peptides liant HLA-
E par les protéines HLA-I allogéniques du transplant ne permet pas la mise en
place de cette réponse atypique. L'analyse d'un groupe d’individus sains
séropositifs pour le HCMV (n=25) montre que le développement de cette
population T est similaire entre individus immunodéprimés ou non. Ainsi, 1
individu infecté par le HCMV sur 3 développe des LT restreints par HLA-E, qui
peuvent représenter jusqu’a prés de 40% des LT CD8* circulants. En paralléle,
I'analyse de la réponse conventionnelle anti-HCMV dirigée contre le complexe
HLA-A*02/pp65 montre une similitude en termes de fréquence et d’amplitude
chez les individus HCMV* par rapport aux LT spécifiques de HLA-E/UL40.

Etonnement, nous avons identifié que I'alléle HLA-A*02 et I'hétérozygotie
HLA-E*01:01/01:03 de l'individu infecté sont des facteurs préférentiellement
associés au développement de réponses T restreintes par HLA-E. A I'instar
d’autres équipes de recherche, nous avons montré que la portion de la protéine
UL40 codant le peptide capable de stabiliser HLA-E est sujette a un fort
polymorphisme. Une conservation toute particuliere des résidus d’ancrage a été
observée (P2, P7 et P9) tandis que l'acide aminé 8, décrit comme fortement
impliqué dans la capacité de reconnaissance des complexes HLA-E/peptides par

des TCR, est hautement variable. De plus, nous avons déterminé que ces
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populations T reconnaissent de maniére nominative le peptide issu de la souche

virale infectante.

Le suivi longitudinal de 16 receveurs de greffes rénales au cours des 12
mois post-transplantation a permis de montrer que l'induction et I’évolution des
réponses T anti-HCMV restreintes par HLA-E ou HLA-A*02 sont similaires non
seulement en termes de fréquence mais également de temps d’apparition.
Cependant, l'analyse comparative de marqueurs d’activation (CD69/PD-
1/CD25) révele que les populations T spécifiques de HLA-E/UL40 semblent
exprimer peu voire méme pas de PD-1 a la membrane ex vivo par rapport a
leurs contreparties conventionnelles, laissant supposer a un profil d’activation

et/ou d’épuisement distinct.

L'isolement de populations T restreintes par HLA-E a partir de PBMC de
patients transplantés rénaux (n=5) nous a permis d’étudier les caractéristiques
phénotypiques et fonctionnelles de ces populations. Ces populations T s’averent
in vitro étre essentiellement quasi-clonales et de phénotype effecteur-mémoire
(CD45RQM"9"CD27-CD28 CCR7 CD62L"). En accord avec notre étude précédente
portant sur le clone Mart.22, ces populations T possedent la capacité d’étre
activées spécifiquement in vitro par des peptides nonamériques ayant 1 ou 2
acides aminés de différents par rapport au peptide nominal. En outre, il s’est
avéré que certains de ces peptides reconnus correspondent a des peptides
autologues et/ou allogéniques fournis par les protéines HLA-I du Soi ou du

transplant.

Finalement, au regard des données portant sur la dégénérescence du TCR
de ces LT in vitro, nous avons cherché a estimer dans la cohorte si parmi les
individus HCMV* ayant développé des réponses T restreintes par HLA-E (n=31),
certains avaient un potentiel de reconnaissance de peptides autologues ou
allogéniques issus du greffon. Ainsi, chez la quasi-intégralité des individus
(n=29/31), un potentiel de reconnaissance autologue est détecté contre au
moins 1 peptide signal HLA-I. De plus, 16 patients transplantés rénaux sur 23
ont des LT capables potentiellement de reconnaitre au moins 1 peptide signal

HLA-Ia allogénique présenté par HLA-E sur le greffon in vivo.
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Abstract

Immune response against human cytomegalovirus (HCMV) includes a set of persistent
cytotoxic NK and CD8 T cells devoted to eliminate infected cells and to prevent reactivation.
CDB8 T cells against HCMV antigens (pp65, IE1) presented by HLA class-I molecules are
well characterized and they associate with efficient virus control. HLA-E-restricted CD8 T
cells targeting HCMV UL40 signal peptides (HLA-Ey_40) have recently emerged as a non-
conventional T-cell response also observed in some hosts. The occurrence, specificity and
features of HLA-E 40 CD8 T-cell responses remain mostly unknown. Here, we detected
and quantified these responses in blood samples from healthy blood donors (n = 25) and
kidney transplant recipients (n = 121) and we investigated the biological determinants
involved in their occurrence. Longitudinal and phenotype ex vivo analyses were performed
in comparison to HLA-A*02/pp65-specific CD8 T cells. Using a set of 11 HLA-E/UL40 pep-
tide tetramers we demonstrated the presence of HLA-E 40 CD8 aBT cells in up to 32% of
seropositive HCMV* hosts that may represent up to 38% of total circulating CD8 T-cells at a
time point suggesting a strong expansion post-infection. Host's HLA-A* 02 allele, HLA-E
*01:01/%01:03 genotype and sequence of the UL40 peptide from the infecting strain are
major factors affecting the incidence of HLA-Ey 40 CD8 T cells. These cells are effector
memory CD8 (CD45RAMI"RO'Y, CCR7", CD27", CD28") characterized by a low level of
PD-1 expression. HLA-E 40 responses appear early post-infection and display a broad,
unbiased, VB repertoire. Although induced in HCMV strain-dependent, UL40;5.o3-specific
manner, HLA-Ey 40 CD8 T cells are reactive toward a broader set of nonapeptides varying
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in 1-3 residues including most HLA-I signal peptides. Thus, HCMV induces strong and life-
long lasting HLA-Ej 40 CD8 T cells with potential allogeneic or/and autologous reactivity
that take place selectively in at least a third of infections according to virus strain and host
HLA concordance.

Author summary

Understanding the mechanisms of immune control of viral infection is crucial to improve
diagnosis and to design efficient immunotherapies. CD8 T lymphocytes are key compo-
nents of the cellular immunity against human cytomegalovirus (HCMV), a widespread
pathogen that cause severe illness and poor outcome in immunocompromised hosts such
as transplant recipients and HIV-infected patients. In this study we characterized a popu-
lation of non-conventional CD8 T lymphocytes directed against the viral protein UL40
and presented by the non-classical HLA-E molecules in blood samples from HCMYV sero-
positive hosts. This immune response was detectable in around 30% of hosts, may repre-
sent up to 38% of total blood CD8 T lymphocytes, persists for life and thus seems to
belong to the common immune arsenal against HCMV. Genetic factors related to the host
and to the different strains of HCMV are critical parameters for the existence of this
immune subset. Although specifically induced in response to HCMYV infection, a key fea-
ture of these cells is their potential ability to be also responsive against multiple HLA mol-
ecules. In conclusion, HCMYV infection frequently leads to the long-term persistence of a
large subset of lymphocytes with potential side effect requiring attention in contexts such
as autoimmunity and transplantation.

Introduction

Human cytomegalovirus (HCMV; human herpesvirus 5) is the prototype member of B-herpes-
virus and a widespread opportunistic pathogen. In healthy individuals, primary infection is
asymptomatic and is followed by a life-long, persistent, infection that is controlled by host
immune system [1]. Nevertheless, HCMV is a major cause of morbidity and mortality in
immunocompromised individuals such as transplant recipients or HIV-infected patients.
HCMYV is the most common cause of congenital infection in the world that can result in neu-
rodevelopmental delay and sensorineural hearing loss. HCMV disease can manifest in many
forms, including infectious mononucleosis, hepatitis, post-transplant arteriosclerosis, pneu-
monia, colitis, immune senescence, and alteration to the immune repertoire [1]. The impact of
HCMYV on the outcome of solid organ transplantation (SOT) is substantial. HCMV not only
causes a highly morbid and potentially fatal illness but also indirectly influences other relevant
outcomes, such as allograft acute and chronic rejection, other opportunistic infections, post-
transplant lymphoproliferative disorders, vascular disease, and overall patient and allograft
survival [2, 3]. Because of the magnitude of its direct and indirect impacts, there have been
extraordinary efforts to define strategies for its prevention, monitoring and treatment [1, 4].
Cellular immune response is the major mechanism by which HCMYV replication is controlled
[5, 6]. Large human HCMV-specific T-cell responses have been described in numerous pub-
lished reports, particularly in the transplantation setting and in ageing [7, 8]. HCMV-specific T
cells in healthy adults can constitute as much as 10% of the total memory CD4 and CD8 T cells
that recognize multiple viral proteins, notably, pp65, IE1, IE2 and gB [9, 10]. Suppression of the
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number and function of HCMV-specific CD4 and CD8 T cells allows reactivation of the virus
from latency, leading to uncontrolled viral replication and clinical disease in immunocompro-
mised hosts, including SOT recipients [5].

The CD8 T-cell response appears as the most important component of the anti-HCMV
immune response [7], although CD4 T cells and natural killer (NK) cells also play a significant
role [11, 12]. Expanded HCMV -specific responses are often thought to be a requirement for
protection and could result from the life-long latency of HCMYV in specific cells, interspaced
with episodic reactivations that gradually increase response size in a process called inflation
[13, 14]. HCMV-specific T cells were first described as those able to recognize the immunodo-
minant antigen immediate early 1 (IE1) [15], but later studies emphasized the importance of T
cells that target a tegument phosphoprotein of 65kDa (pp65/UL83) [16]. The original epitope
identification studies focused on NLVPMVATYV, a HLA-A*02 restricted epitope within pp65
that was defined as a “typical” epitope because of its common detection in HLA-A"02-positive
individuals. The identification of other less common epitopes targeted by HCMV-specific T
cells has extended the panel of HCMV-reactive T cells in humans [9, 10]. In murine models,
subdominant epitopes have been shown to be protective [17]. Despite technical advances in
terms of HCMV-specific T-cell response monitoring [18], a correlation between T-cell
responses and clinical protection has not been established to date. This underlines a need for a
global analysis of anti-HCMV T cell responses at both qualitative and quantitative levels inves-
tigating response numbers, sizes, hierarchy levels, peptide specificities, time course and
duration.

HCMV-specific CD8 T cells directed against UL40 epitopes presented by HLA-E have
more recently emerged as an additive piece in the complexity of anti-HCMV immune
response [19]. HLA-E is a poorly polymorphic non-classical (MHC-Ib) HLA molecule.
Although more than 20 HLA-E alleles have been registered, only two nonsynonymous HLA-E
alleles: HLA-E*01:01 (HLA-E'*7®) and HLA-E*01:03 (HLA-E'%’) that differ by a single
amino acid (R107G) have been found in most populations [20]. Cell surface expression of
HLA-E depends on binding of a conserved 9-mer peptide naturally provided by the N-termi-
nal signal peptide of classical HLA-I or HLA-G molecules. HCMV UL40 signal peptide con-
tains a 9-mer sequence with an exact sequence identity to endogenous HLA-E-binding
peptides. The prototype of UL40 peptide loaded on HLA-E molecules is VMAPRTLIL pro-
vided by the AD169 HCMV strain [21]. As a consequence, HCMV UL40 promotes efficient
cell surface expression and stabilization of HLA-E independently of TAP function 21, 22].
HLA-E containing peptides engage two types of receptors. HLA-E binds the NK cell inhibitory
receptor CD94/NKG2A [23, 24] and, thereby, promotes efficient protection against lysis by
CD94/NKG2A* NK cells [22, 23, 25, 26]. In addition to CD94/NKG2A, HLA-E interacts with
CD94/NKG2C, albeit with lower affinity. CD94/NKG2C is an activating receptor predomi-
nantly expressed on a relatively small population of NK cells. Interestingly, the frequency of
this CD94/NKG2C" NK subset increases in HCMV-infected individuals [27] [6]. HLA-E/
UL40 (HLA-Eyy.40) complexes also trigger TCR-dependent activation of a subset of CD8 o T
cells [28-30]. UL40-specific/anti-HCMV HLA-E-restricted CD8 cytotoxic T-cell responses
have been reported in healthy donors and in kidney and lung transplant recipients and associ-
ated with a possible harmful impact on graft endothelial cells [30] and allograft survival [31].
Characterization of these CD8 T-cell subsets in healthy and transplanted population remains
sparse and no longitudinal study is available. In healthy hosts, the beginning and duration of
HCMYV infection are usually unknown, thus monitoring the development of T-cell responses
starting at the time of infection is not possible except in the setting of organ transplantation
where post-graft primary HCMV infections are frequent and require a specific follow-up.
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Our study investigated the presence of circulating HLA-E-restricted CD8 T cells in a cohort of
kidney transplant recipients (KTR, n = 121) during either an active HCMYV infection (at primary
infection or at reactivation) or at latency and in HCMV seropositive (HCMV ") healthy volunteers
(HV, n = 25). Using a set of HLA-E tetramers refolded with 11 different UL40 epitopes to cover
the diversity of HCMYV clinical strains, we provide here a quantitative analysis of HLA-Eqy; 49-
restricted anti-HCMYV T-cell response in hosts. The frequency, the magnitude, the time course of
HLA-Ey; 49-restricted anti-HCMV CD8 T-cell responses, as well as the phenotype and the specific-
ity of peptide recognition of these subsets, were documented ex vivo in comparison to the conven-
tional HLA-A*02,,,6s CD8 T-cell responses. Altogether our findings reveal that HCMV induces
early long-lasting HLA-E-restricted, UL40-specific unconventional CD8 T-cell responses that often
parallels HLA-I-restricted CD8 T cells. Although their induction seems initially restricted by both
the viral infecting strain and host’s HLA-, extended peptide recognition may occur allowing these
effector responses to potentially target self and allogeneic, donor-specific, HLA-I peptides.

Results

HCMY infection induces frequent and long lasting HLA-Eyy4o-restricted
T-cell responses

Although UL40-specific HLA-E-restricted CD8 T-cells have been described in a few HCMV
seropositive (HCMV™) individuals [28-30, 32], only sparse data are available concerning their
characteristics and post-infection occurrence. To address this point, we performed a retrospective
detection and quantification of circulating HLA-E; 4o-restricted CD8 T-cell responses in a cohort
of kidney transplant recipients (KTR, n = 121) and in HCMV" healthy volunteers (HV, n = 25).
Our study cohort included transplanted patients segregated into 4 groups according to recipient’s
HCMV serology (HCMV™and HCMV™) and, for HCMV" patients, the status of infection (pri-
mary, latent, active) at 12 months post-transplantation. Demographic and clinical characteristics
of the cohort are presented in Table 1. UL40-specific HLA-E-restricted CD8 T cells were analysed
ex vivo in blood samples after PBMC isolation using a multi-parameter (CD3"CD8c." TCRy&)
flow cytometry assay subsequent to the blockade of the CD94 receptor using a specific blocking
mAb. Our protocol was adapted from Pietra et al. [29] and allows a sensitive (threshold of detec-
tion: 0.1% of total CD8 TCRu T cells) and peptide-specific analysis of HLA-Ey;; 49 CD8 T-cell
populations (S1 Fig). Detection of HLA-A*02:01/pp65 CD8 T (HLA-A*02,,,,5) cells was carried
out in parallel for a comprehensive analysis of unconventional (HLA-E-restricted) versus conven-
tional (HLA-A"02:01-restricted) anti-HCMV responses. Banked blood samples, harvested at M12
post-transplantation, were investigated using a set of HLA-E tetramers loaded with 8 different
ULA40, 5,5 peptides to encompass the usual UL40;5 »5 variability among common HCMYV strains
[33, 34]. The 8 HLA-E tetramer/peptide complexes were tested individually. Fig 1 shows the
distribution of HLA-Eyy; 490 CD8 T-cell responses (detected for at least 1 tetramer HLA-E/UL40
peptide complex) versus HLA-A"02,p65 CD8 T-cell responses in the various groups. In HCMV™
transplanted patients no HLA-Eyp4 nor HLA-A"02,,,65 T-cell response was detected, consistent
with the concept that these responses are induced by and specific to HCMV infection. HLA-Eyy 49
CD8 T cells were detectable in all HCMV" subgroups (primary, latency, reactivation) and were
present in an overall of 28.7% of HCMV™ transplanted recipients and 32.0% in HCM V™ blood
donors. By comparison the overall incidence of HLA-A*02,,,,65 T-cell responses in HLA-A*02
patients and healthy hosts was 65.0% and 46.1%, respectively. HLA-A*02,,,65 T-cell responses
were roughly similar in frequency upon primary (58.3%), latent (68.4%) and active (66.7%) infec-
tion while HLA-Ey;; 49 CD8 T-cell responses were lower upon primary infection compared to
other groups. Interestingly, HLA-Ey;; 49 CD8 T-cell responses was more frequent in HLA-A*02 as
compared to non HLA-A*02 hosts (37.5% versus 20.0% for transplant recipients and 46.1% versus
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Table 1. Patient’s characteristics.

HCMV*
HCMV” Primary-infection * Absence of HCMV infection Reinfection/ p-value
n=39 n=27 n=36 Reactivation *
n=19
HCMYV serorocic status (M12 pOST TRANSPLANTATION)
D-/R-; R- 28 / i /
D+/R-; R- 11 / / /
D-R- or D-/R+; R+ / 1 16 10
D+/R- or D+/R+; R+ / 26 20 9
Donors
Age [years; median (Q1-Q3))] 44.8 56.7 49.7 57.7 0.0102"
(36.3-55.5) (45.6-64.6) (41.0-58.5) (44.0-64.5)
Gender [Male/Female; (% of Male)] 26/13 (66.7%) 12/15 (44.4%) 18/18 (50.0%) 11/8 (57.9%) 0.2874%
Donor status [Deceased/Living; 39/0 (100.0%) 26/1 (96.3%) 36/0 (100.0%) 18/1 (94.7%) 0.1426%
(% of deceased donors)]
Recipients
Age [years; median (Q1-Q3)] 45.0 49.2 56.0 57.2 0.0960"
(35.4-54.8) (43.3-66.8) (40.9-63.2) (45.7-61.9)
Gender 24/15 (61.5%) 21/6 (77.8%) 24/12 (66.7%) 10/9 (52.6%) 0.3275%
[Male/Female; (% of Male)]
Transplant 29/10 (74.3%) 27/0 (100.0%) 33/3 (91.7%) 16/3 (84.2%) 0.0100°
[Kidney/Pancreas-Kidney;
(% of Kidney only)]
Cold ischemia 1086 1068 1140 974 0.6536"
[mi median (Q1-Q3)] (813-1463) (852-1412) (901-1503) (869-1256)
Serum Creatinine at M12 121 137 136 152 0.1395"
[pmol/L; median (Q1-Q3)] (105-140) (121-170) (106-171) (121-175)
Proteinuria at M12 0.14 0.28 0.19 0.26 0.1190"
[g/24h; median (Q1-Q3)] (0.11-0.26) (0.12-0.47) (0.11-0.40) (0.16-0.48)
I ppressi gi [n;(%)]
Unknown 6 (15.4%) 19 (70.4%) 6 (16.7%) 18 (94.7%) < 0.0001°
None 2(5.1%) 0 (0.0%) 1(2.8%) 0(0.0%)
Basiliximab/Simulect 18 (46.1%) 6(22.2%) 19 (52.8%) 0 (0.0%)
(ATG)/Thymoglobulin 13 (33.3%) 2(7.4%) 10 (27.8%) 1(5.3%)
HLA-A"02 recipients§ [n;(%)] 27 (69.2%) 12 (44.4%) 19 (52.8%) 9 (47.4%) 0.17437
Total HLA-I mismatches 3(2-3.5) 3(25-4) 3(2-3) 3(2.5-4) 0.0652"
[n; median (Q1-Q3)]
Total HLA-II mismatches 3(3-4) 3(2-3) 3(2-3) 3(1-3) 0.1381"
[n; median (Q1-Q3)]
Donor Specific Antibodies (DSA) [n;(%)] 0(0.0%) 1(3.7%) 1(2.8%) 4(21.1%) 0.0079”
Post-Tx HCMYV infection [n;(%)] 0(0.0%) 27 (100.0%) / / < 0.0001%
HCMYV infection time post-Tx [months; median (Q1-Q3)] / 7(3-9) / 7 (5-10) 0.8536*
Post-Tx HCMYV reactivation / 22 (81.5%) / 19 (100%) 0.0674%
[n;(% of the HCMV " recipients)]
HCMYV anti-viral prophylaxis [n;(%)]
None 27 (69.2%) 3(11.1%) 2 (5.5%) 0 (0.0%) <0.0001°
Ganciclovir 0(0.0%) 1(3.7%) 0 (0.0%) 2(10.5%)
Valganciclovir/Rovalcyte 12 (30.8%) 23 (85.2%) 34 (94.4%) 17 (89.5%)
D: Donor; R: Recipient
! Kruskall-Wallis test
% Fisher’s exact test
* Pearson’s chi-squared test
* Mann Whitney test
¢ transplant recipients carrying at least one HLA-A"02 allele
*Definitions of Cytomegalovirus infection [35]
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041.t001
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16.7% for HV; p = 0.0318). In HLA-A*02 recipients, HLA-Ey;; 40 CD8 T-cell responses were
found either associated with (32.2%) or independent (16.1%) of a HLA-A" 02,65 T-cell response.
Coexistence of HLA-Ey; 40 and HLA-A* 02,565 CD8 T-cell responses also occurs in 33.3% of
healthy hosts. Together these results reveal a very high incidence (up to 46%) of HLA-Ey; 49 CD8
T-cell responses in HCMV " hosts with no significant difference between transplanted patients
and healthy individuals suggesting that antiviral and immunosuppressive regimens have no
impact of these cell subsets at M12. These cells are detected more frequently in hosts carrying an
HLA-A*02 allele. Unconventional CD8 T cells can be detected independently of detectable con-
ventional HLA-A*02,,,65 T-cell response. Presence of HLA-Eyy49 CD8 T cells early post-infection
(primary or reactivation) as well as at latency suggests long lived cell subsets consistent with mem-
ory anti-HCMYV response. Of interest, the lack of HLA-Ey49 CD8 T cells in HCMV™ transplant
recipients may also indicate that, although a full sequence homology between common UL40, 5 »3
peptides and signal peptides from most HLA-A, -B and -C molecules, presentation of allogeneic
(i.e. donor) HLA-T signal peptides (HLAsp) by HLA-E-expressing uninfected cells in the graft
doesn’t drive the generation of consequent anti-donor HLA-Ejypay, CD8 T-cell response.

HLA-A"02 and HLA-E genotypes are major determinants associated with
HLA-Eyy49 CD8 T-cell responses

Detection of HLA-Ey49 CD8 T cells suggested that these unconventional responses occur more
frequently in HLA-A"02 carriers. Genotyping of HLA-A was then performed to decipher this
association. Firstly, HLA-A*02 allele frequency was 28% in the HCMV " hosts in our study, a
value similar to those found in the HCMV™ counterpart (36%, p = 0.1982) (Fig 2A). Our findings
indicate that HLA-A*02 allele frequency was significantly higher in HCMV™ hosts with HLA-
Eur40 responses than in non-responders (44% versus 22%, p = 0.0026, Fig 2A). Next, distribution
of HLA-A*02 genotypes were compared between HCMV* and HCMV' individuals. A similar
distribution of HLA-A*02 genotypes was observed in both groups (Fig 2B). However, HCMV"
hosts that display HLA-E;; 49 responses were more frequently hosts carrying two HLA-A*02
alleles than hosts without response (19% versus 0%, p = 0.0002). Similar analysis was performed
for HLA-E alleles and genotypes. HLA-E sequencing allowed us to discriminate the two major
HLA-E*01:01 and HLA-E*01:03 alleles. These variants differ in a single amino acid at position
107 when an arginine (R) in HLA-E*01:01 is replaced by a glycine (G) in HLA-E*01:03 resulting
in different thermal stabilities and lengths of interaction with cognate receptors [33]. HLA-E allele
distribution was found equal for HCMV™ and HCM V" hosts (Fig 2C, left panel) and no difference
in HLA-E allele frequency was observed among HCMV" individuals with or without HLA-Ey; 49
responses (57.0% versus 53.0%, and 43.0% versus 47.0%, for HLA-E*01:01 and *01:03 respectively,
p = 0.7541, Fig 2C, right panel). An equal distribution of HLA-E genotypes was calculated for
HCMV" and HCMV" hosts (p = 0.1661) (Fig 2D, left panel). However, a significant change occ-
urs in HLA-E genotypes for hosts that display or not HLA-Ey; 49 responses (p = 0.0323) with a
higher prevalence of heterozygous HLA-E*01:01/HLA-E*01:03 in hosts with HLA-Ey; 49 res-
ponses (Fig 2D, right panel). No impact of donor HLA was found. These findings support a role
for immunogenetic factors in the occurrence of HLA-Ey; 49 responses upon HCMYV infection and
associate HLA-A*02/A*02 and HLA-E*01:01/HLA-E*01:03 genotypes as independent (p = 0.85)
positive factors promoting HLA-Ey; 49 responses.

HLA-Eyp40 CD8 T cells target the highly polymorphic UL40, 5 ,; sequence
in a strain-specific manner

Next, we sought to determine the specificity of HLA-Ey; 49 CD8 T-cell responses toward UL40
peptide provided by the host's HCMV infecting strain. To this aim, DNAs isolated from whole
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Fig 1. Frequency of unconventional HLA-Eyy 49 CD8 T-cell resp [ dtoc ional HLA-A"02,,,65 CD8 T-cell
responses in HCMV" kidney transplant recipients and healthy volunteers. PBMCs were isolated from freshly or prospectively
harvested at M12 post-transplantation blood samples issued from healthy donors (HV) or from kidney transplant recipients
(KTR), respectively. Ex vivo detection of HLA-Eyp4 CD8 T and HLA-A02,,,6s CD8 T cells was performed using flow cytometry
by selecting CD3" CD8c.* TCRyS tetramer” cells on PBMCs. Detection threshold was 0.1% of total CD8 apT cells and kidney
transplant recipients and healthy volunteers bearing >0.1% of HLA-Eyp40 CD8 T cells (in blue) or >0.1% HLA-A"02p,65 CD8 T
cells (in red) were considered as positive. Detection of both types of CD8 T-cell responses are indicated in violet. Absence of
detection is shown in light grey in HCM V" recipients and dark grey for HCMV " hosts. Data shown are the number of individuals
that display anti-HCMV CD8 T-cell responses. Frequencies of the CD8 T-cell subsets were calculated among subgroups for all
(total), non HLA-A"02 and HLA-A"02 individuals and expressed as percentages (%).

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041.9001

blood samples from transplant recipients undergoing either a primary infection (n = 18) of a
reactivation (n = 7) of HCMV during the 12 months post-transplantation were used for UL40
protein (AA 1-221) sequencing. Sequencing identified a total 32 UL40 sequences for the 25
infected patients, some patients carrying more than one infecting strain (Table 2). Overall var-
iability of full UL40 protein among strains is reported in S2 Fig and was consistent with a pre-
vious report [34]. UL40 variability affects 38 AA along the sequence but mostly concentrates
within the region encoding the signal peptide (UL40,_3;) and in particular inside UL40,5 53,
the HLA-E binding epitope (Fig 3A). Notably, AA22 and to a lesser extend AA20 that corre-
spond to the peptide position P8 and P6, respectively, two critical residues for the interaction
with the CD94/NKG2-A or -C or with the TCR of specific T cells [32] [36], were the most vari-
able, with respectively 48.2% and 19.6% of AA variability and up to 5 and 3 different AA (Fig
3A and 3B). In contrast, residues 16 (P2), 21 (P7) and 23 (P9) that correspond to the 3 major
anchor AA for the peptide binding pockets of HLA-E, were highly conserved [37]. Three
major UL40;5 »3 sequences (VMAPRTLIL, VMAPRTLLL, VMAPRSLLL) accounted for 62.5%
of the HCMV strains detected in patients (15 out of 25) while 10 other UL40 sequences were
found only in a single patient (Table 2). These data confirmed that consensus UL40,5 3
sequences such as VMAPRTLIL and VMAPRTLLL are highly predominant in clinical strains.
Interestingly, VMAPRTLIL and VMAPRTLLL UL40 sequences are fully homologous to signal
peptide sequence for the majority of HLA-A and HLA-C alleles excluding the most common
HLA-A"02 and HLA-C*07. Since banked blood samples were available for 23 of these patients,
we next assessed the presence of HLA-Eyy1 49 CD8 T-cell responses using dedicated HLA-E/
UL40 tetramers. HLA-Eyy; 490 CD8 T cells were detected in 6 out of the 23 patients (26.1%) and
illustrated for 4 out of the 6 in the Fig 3C. As shown in Fig 3C, when HLA-Ey; 40 CD8 T-cell
responses were investigated using HLA-E tetramers loaded with the UL40 peptide that we
identified in their own infecting strain, HCMV strain-specific HLA-E-restricted T cells were
detected in patients. Importantly, percentages of HLA-Eyy49 CD8 T cells vary from 2.9% up to
38.6% of total CD8 ufT cells in the blood sample at the time of detection. Fig 3C also illustrates
the complexity of the patterns of HLA-Ey; 49 CD8 T responses. Indeed, while in a large major-
ity of hosts, homogenous CD8a bright populations were observed exemplified in patients #108
and #109, in few hosts, such as #026, multiple populations that display various levels of CD8ut
expression (low and high) were observed. This may reflect either the detection of concomitant
subsets of HLA-Eyy; 49 CD8 T at a particular time point or different stage of activation for a sin-
gle population or both. Thus, our data sustain previous report showing the UL40,5_,; nona-
peptide as a highly polymorphic region inside the viral UL40 protein [34]. Our data show that
ULA40 polymorphism also drives (strain-specific) antigen-specific HLA-E-restricted T cells.
However, in our study only a limited set of canonical UL40 peptides were found in the major-
ity of clinical infecting strains (such as VMAPRTLIL, VMAPRTLLL and VMAPRSLLL identi-
fied in 20 out of 32 strains) and allowed strain-specific HLA-Ey;; 4o CD8 T cells. Interestingly,
about a third of patients were infected by an HCMV strain carrying a non-canonical UL40,5 »3
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Fig 2. HLA-A"02 allele and HLA-E genotype influence the development of HLA-Eyy4o-specific CD8 T cells in
HCMV" individuals. (A) HLA-A"02 allele frequency and (B) genotype distribution were investigated in HCMV~
(n = 39) versus HCMV" (n = 105) individuals including a total of 144 healthy volunteers and kidney transplant
recipients (left panels) and in HCMV " host with (+, n = 31) or without (-, n = 74) HLA-Ey 49 CD8 T-cell response
(right panels). (C) HLA-E*01:01 and HLA-E*01:03 allele frequency and (D) HLA-E genotype distribution were
investigated in HCMV™ (n = 35) versus HCMV" (n = 96) individuals of the cohort (left panels) and in HCMV™ host
with (+, n = 30) or without (-, n = 66) HLA-E;; 4o CD8 T-cell response (right panels). P values were calculated using
appropriate statistical tests: Fisher’s exact test for allele frequencies and Chi-square test for genotype distribution
analysis.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041.9002

sequence that display variant amino acid on the residues P1, P3, P4, P5, P6 and P8. Thus we
speculate that such HCMV strains for which no HLA-Eyy; 49 CD8 T-cell response was detected
in our assays may hold UL40gp probably not able to bind HLA-E. Nevertheless, we cannot rule
out the possibility that detection of HLA-Eyy4 CD8 T cells was underestimated in our study
due to the lack of tetramers loaded with the full set of UL40 sequences identified in clinical
isolates.

Time course and magnitude of HLA-Ey40 and conventional HLA-A"02,,,65
CD8 T-cell responses are parallel

To further characterize the HLA-E-restricted anti-HCMV T-cell responses, time course of
these responses during the acute phase of infection and beyond, and T-cell activation markers
were monitored post-infection in patients (n = 16) with either a primate infection or a reacti-
vation of the virus. Results from 3 patients are illustrated in the Fig 4A that summarizes the
most frequent profiles that we observed. Upon primary infection (exemplified by patient
#109), HLA-Eyp40 CD8 T cells develop early and most often concomitantly to HLA-A*02,,,65
T-cell response. HLA-Eyy; 49 CD8 T cells are detected in blood 1 month post-infection (patient
#107 and #109) and may even precede detection of HLA-A"02,,,65 T-cell response (patient
#109). HLA-Eyy .49 CD8 T-cell response can be either predominant (patient #109) or lower in
frequency among total CD8 ofT cells compared to conventional HLA-A*02,,,,65 response
(patients #107 and #108). Patient #108 illustrates a HCMV reactivation with a pre-existing

Table 2. Sequences of UL40, 5.3 peptide in the infecting HCMV strains.

ULA40, 5., signal HCMYV strains HLA-Eyy 49 CD8 T-cell responders n/6
Peptide’ n/32

VMAPRTLIL | 9
VMAPRTLLL 7
VMAPRSLLL 4

VMA——L 2
VMAPRILIL 1
VMAPRTLAL
VMAPRTLEL
VMAPRTLVL
VMGPRTLIL
VMALRTLIL 1
VMTPRTLVL
VMAPWSLIL 1
AMAPRTLIL | 1
LMAPRTLEL 1

— = o = =

— |-

o o oo o o oo

“Variant amino acids compared to canonical VMAPRTLIL UL40,5 ,; sequence are shown in bold.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041.t002
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Fig 3. HCMV strain-dependent variability of UL40,5_,; sequences and HCMV strain-specific HLA-Ey; 4 T-cell response in hosts. (A, B) Genomic
DNAGs isolated from HCMYV positive blood samples in HCMV™ transplant recipients (n = 25) were sequenced for the identification of UL40 protein (amino
acids 1-221) provided by the circulating HCMV strains. (A) Amino acid variability, expressed as a number of amino acid variants, within the HLA-E-
binding peptide (UL40, 5,3, shown in red) among the sequence for HCMV UL40 signal peptide (UL40, 37, shown in grey). A total of 32 UL40 sequences
from 25 hosts were analysed. UL40 protein sequence from the Merlin HCMYV clinical strain was used as reference. Positions 1 to 9 of residues in the
HLA-E-binding peptide (UL40;5 ,3) are indicated. (B) Sequence LOGO of the UL40, 5,3 HLA-E-binding peptide from 25 transplanted hosts. The height of
the letter is proportional to the frequency of each amino acid in a given position (P1 to P9). Major anchor residues for binding in the HLA-E peptide groove
are indicated in blue. Red letters highlight the important variability observed in position 8 of the HLA-E-binding peptide. Grey boxes correspond to a
constitutive deletion of the corresponding amino acid in the UL40 sequence from the infecting viral strain. (C) Representative dot plot analyses showing the
detection of strain-specific anti-UL40 HLA-E-restricted CD8 T-cell responses in 4 KTRs (KTR#026, #105, #108 and #109). Frequencies (%) of the
HLA-Ey49-specific T cells among total circulating «p CD8 T cells are indicated.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041.9003

HLA-A*02,,,65 population leading to a clear increase in the percentage of HLA-A*02,,,65 CD8
T cells at the time of reactivation and a de novo induction of HLA-E;; 49 CD8 T cells. For the 3
patients, consistent long term (M9-12 post-infection) responses were observed ranging from
1.2 t0 15.6% for HLA-Ey49 CD8 T cells and 0.4 to 47.7% HLA-A"02,,,65s CD8 T cells. Activa-
tion markers (CD69 and PD-1) were analysed by flow cytometry for both anti-HCMV CD8 T-
cell subsets at each time point. Fig 4B reports on the relative expression of CD69 and PD-1
investigated ex vivo at M6 post-transplantation for the 3 recipients. Overall, we found that
both subsets display similar rate of CD69" cells. In contrast, there were striking differences in
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the programmed death-1 (PD-1) expression between the 2 subsets with a lower percentage of
expression for PD-1 on HLA-Eyp49 CD8 T cells as compared to HLA-A*02;,,6s CD8 T cells
(Fig 4C). These discrepancies were found at all time points post-induction (S3 Fig). More
than 45% of HLA-A*02,,,ss CD8 T-cell subsets express sustained levels of PD-1" after a pri-
mary infection (patients #107 and #109) and up to 100% upon reactivation (patient #108).
These investigations that shape the temporal occurrence of HLA-Eyy; 49 CD8 T cells post-infec-
tion reveal that both responses, conventional and unconventional, may be very close in kinetic,
persistence and in percentage of total CD8 T cells in blood. However, although similarly acti-
vated early post-infection, low expression of PD-1 could be a feature of HLA-E restricted anti-
HCMV T-cell responses.

ULA40,;5_,3-specific HLA-E-restricted CD8 T cells are effector memory T
cells with broad TCR Vg repertoire and peptide recognition

The functional and phenotype description of HLA-Ey49 CD8 T cells is rather limited. Our
phenotypic analyses by flow cytometry, performed ex vivo for 3 patients (#¥107, #108 and #109)
confirmed that HLA-Ey14o T cells belong to the CD3"CD4 CD8uf " TCRof" T cell subset.
HLA-Eyy 4 T cells exhibited a phenotype (CR45RA™M$"CD45R0"CD27 CD28 CD57"""
CCR?7, §4 Fig) consistent with effector memory T-cell response as previously reported [38].
Furthermore, in our study, to better characterize anti-HCMV HLA-E-restricted responses,
HLA-Eyp4 CD8 T-cell lines were generated by cell sorting using for each patient an HLA-E
tetramer loaded with the UL40 peptide identified in their own HCMYV circulating strain. (Fig
3C). PBMCs from 5 HCMV" patients with a primary infection or a reactivation (KTR #104,
#105, #107, #108, #109) were sorted and then amplified in vitro to reach a purity>95% (defined
by tetramer staining using the HLA-E/UL40 complexes employed for sorting).

Amplified HLA-Eyy1 49 T cells were used for the analysis of T-cell receptor B chain variable
region (TCR-Vp) expression by flow cytometry using 24 antibodies reactive to 70% of the
human TCR-V repertoire. Given the fact that HLA-E is a poorly polymorphic gene and that
HLA-Ey149 CD8 T cells recognize a restricted number of UL40, 5,3 peptides, the question of
the existence of a public T-cell repertoire between individuals was raised. Consistently, only
few analysis of TCR sequences from UL40-specific T-cell clones have been reported yet and
display a limited number of TCR including V3, 5.1, 9, 16, 22 [29]. HLA-E1 49 CD8 T-cell
population expressing a dominant V chain sub-family was obtained for 3 patients while
another one gives rise to oligoclonal populations (from 2 to 6 subsets detected) with variable
distribution (Fig 5A). This suggests the sorting of multiple, coexisting, HLA-Eyy; 40 CD8 T-cell
populations in this patient. Interestingly, a broad TCR-V repertoire was found with 16 Vp
identified (VpL1, 2, 3,5.1,7.1, 8,9, 12, 13.1, 13.2, 13.6, 14, 16, 17, 22 and 23) thus enlarging the
VB repertoire previously described for these cells. For patient #104 that exhibits oligoclonal
T-cell populations only 19% of VP repertoire was identified suggesting that this patient carry a
dominant VP not detectable in our assay. No dominant VB was identified for patient #109
with oligoclonal HLA-E-restricted subsets covering 82% of its repertoire.

Next, amplified HLA-Ey; 49 CD8 T-cell populations were investigated for their capacity to
produce TNF in response to TCR engagement in a peptide-specific manner. To this aim, the 5
enriched populations were stimulated with 11 HLA-E/UL40 peptide tetramers, used individu-
ally, for 5h before intracellular TNF staining. The set-up of experimental conditions are
depicted in S5 Fig. In most cases, T cells were highly stimulated (up to 50% of cells expressing
TNF) by the HLA-E tetramers loaded with the peptide corresponding to UL40,5 »; identified
in their own infecting stain (Fig 5B). However, consistent stimulations (10 to 50%) were also
obtained for HLA-E tetramers loaded with other peptides. Interestingly, T-cell activation can
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PBMC:s prospectively collected from M0 and M13 (#109) post-transplantation were retrospectively processed for the concomitant detection and
quantification of anti-HCMV HLA-Eyp4 and HLA-A" 02,65 CD8 T-cell responses upon infection. Three representative patterns of anti-
HCMV CD8 T cell responses in 3 KTR (KTR#107, #108 and #109) are represented. (B) Analysis of T-cell activation. Expression of CD69 (left
panel) and PD-1 (right panel) analysed on blood samples from KTR#107, #108 and #109. Facs histogram overlays represent the % of expression
for the activation markers CD69 and PD-1 among CD3* CD8c:" TCRy&' tetramers” cells, for HLA-Ey4o (in blue) and HLA-A"02,,65 (in red)
anti-HCMV CD8 T-cell responses at M6 post-transplantation. (C) Comparative analysis of CD69 (left panel) and PD-1 (right panel) expression
on HLA-Eyypqo (n = 4 hosts) and HLA-A"02,,,65 (n = 8 hosts) CD8 T cells investigated at M6 post-transplantation. P values were calculated
using a Mann Whitney test.

https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041.9004

be induced by peptides that correspond to self and donor-specific allogeneic HLAsp support-
ing the idea that these T cells may be auto- and/or alloreactive (Fig 5B). In most of cases,
changing in P8 or P6 residues of UL40, 5,5 peptides diminished or abolished the reactivity of
T cells, showing the relative importance of these two amino acids for the interaction of the
HLA-E complexes with the TCR. Such cross-stimulation was observed similarly for T-cell pop-
ulations containing a single dominant V subset or oligoclonal subsets. Magnitude of the stim-
ulation was peptide-dependent and differs for each T-cell subpopulation. In most cases the
dominant peptide issued from the infecting strain and used for sorting, gives the highest score
of T-cell activation. Together, these data may suggest that a single dominant V subset of
HLA-Eyp4 CD8 T cells induced in a UL40 peptide-dependent manner could be activated by
HLA-E molecules presenting UL40 peptides with a degree of homology including a panel of
HLAgp.

HLA-Eyp40 CD8 T-cell responses display potential recognition of self and
allogeneic HLA peptides

The use of 8 different HLA-E/UL40 peptide tetramers allowed us to decipher the spectrum of
HLA-Ey 4o responses generated post HCMV infection. This assay provided a qualitative and
quantitative analysis of HLA-E-restricted responses for the 31 HCMV" transplanted patients
and HV initially found to carry at least one HLA-Ey; 49 CD8 T-cell response. Responses were
analyzed to define, for each individual, both peptide specificity and relative strength of the
responses (percentage of subset among total circulating CD8 T cells). As a result, consistent
responses were observed for the 8 tetramers tested. VMAPRTLLL, VMAPRTLIL, VMAPRT
LVL, VMAPRTVLL, VMAPRSLLL and VMAPRSLIL are the most frequently recognized pep-
tides by HLA-Eyy 49 responses in terms of both occurrence and magnitude. The number of cir-
culating HLA-E-restricted CD8 T cells varies in the range of 0.1% (detection threshold) up to
around 40% of total TCRap CD8 T cells. These percentages were similar or even higher than
those we obtained for HLA-A*02:01-restricted responses (Fig 6A).

An overview of the panel of HLA-Ey 4o T-cell responses detected in patients and HV is pro-
vided in the Fig 6B. This analysis shows that HCM V" subjects usually display HLA-Eyyy 49
T-cell responses against more than a single HLA-E/peptide complex. The total number of
responses (from 1 to 8) detected as well as the nature of UL40 peptide recognition (specificity
and magnitude) is variable among the hosts. Similar variability is observed for HV and trans-
plant recipient populations. These ex vivo findings sustained our results above obtained with
cell lines and showing that a monoclonal HLA-Ey;; 40 CD8 T-cell subset can be activated by a
set of UL40 peptides. Nevertheless, we cannot exclude that a multiplicity of responses can also
coexist in hosts resulting from coinfection.

Considering the ability of HCMV to generate HLA-Ey; 49 T-cell responses that recognize
multiple peptides we next sought to determine whether the detected HLA-Ey;; 49 CD8 T cells
may target autologous or allogeneic (i.e. provided by the transplant donor) HLA-I signal pep-
tide in the KTR. To this aim, sequence of HLA-I (-A, -B, -C) signal peptide carried by the host
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allogeneic (green bars) or both (purple bars) is shown. Grey bars indicate recognition of peptides that do not match with UL40 from
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https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041.9005

(KTR or HV) or by the transplant donors were compared to the UL40 sequences targeted by
HLA-Ey;49 CD8 T-cell responses to identify self and allogeneic, donor-specific or non donor-
specific, peptides, respectively. Potential self or allogeneic recognition mediated by anti-
HCMYV HLA-E-restricted T-cell subset are presented in the Fig 6C. Due to full sequence
homology between UL40 viral peptides and HLA-I signal peptides, most of UL40-induced
responses were found to recognize at least one autologous HLA peptide for all HCMV™*
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individuals. Moreover, in most cases (70% of responders) HLA-Ey 4, responses may also
potentially target transplant HLA-I signal peptide presented by HLA-E molecules on the graft.

Discussion

Ex vivo HLA-Eyy 49 tetramer staining allowed us to provide a qualitative and quantitative
assessment of unconventional CD8 T cells directed against HCMV. This unconventional T-
cell subset is restricted by the MHC-Ib, HLA-E molecule, and targets UL40 signal peptide
(UL40,5.»3). A number of conclusions can be drawn from this study. First, a major finding was
the high prevalence of this CD8 T-cell population investigated in HCMV" transplant recipi-
ents and healthy volunteers. HLA-Ey; 40 CD8 T cells were detected in 31 out of 105 (29.5%)
HCMV" hosts. About half (46.1%) of HCMV™ healthy HLA-A*02 blood donors possesses
detectable HLA-Ey;; 49 CD8 T cells. An equal proportion of HLA-A*02 blood donors (46.1%)
possess HLA-A*02,,,65 CD8 T cells and 1/3 of these individuals display both anti-HCMV CD8
T cells. Although, in our cohort of transplant recipients, HLA-A"02,,,¢5 specific T cells were
more frequently detected than HLA-Eyy; 4o CD8 T cells, the latter were found in over 35% of
kidney transplant recipients. Nevertheless, we cannot exclude that these values were underesti-
mated since ideally, a broader panel of HLA-Eyy4o complexes would be used for an exhaustive
detection. Moreover, T-cell populations below 0.1% (our threshold of detection) were not con-
sidered. Together these results support the idea that HLA-E-restricted T-cell response belongs
to the usual T-cell response against HCMV ULA40.

Conventional T-cell responses to HCMV peptides, such as dominant responses to the pp65
and IE epitopes presented by HLA-A*02 and HLA-B*07, can regularly reach 5-10% of total
CD8 T cells in the blood of healthy adults and even greater with up to 30% of total CD8 T cells
are reported in some studies [9, 10, 39]. However, there is extensive variability in the size of T-
cell responses between individuals. The reasons for this variability are not fully understood but
may include the dose and timing of infection, as well as the HLA restriction element. Here we
show that similar disparity also occurs for HLA-E-restricted anti-UL40 CD8 T cells with fre-
quencies varying from 0.1% to over 38% of total CD8 T cells according to the hosts (median
value: 2.2%). These values are the highest reported for this unconventional subset ex vivo. Pre-
vious studies established ex vivo percentages of HLA-E-restricted anti-UL40 CD8 T cells from
0.05% [31] to 14% [30, 32]. Thus, HLA-E-restricted responses mirror HLA-Ia-restricted
responses in both frequency and magnitude. Our longitudinal analysis demonstrated that
these T-cell populations develop early post-infection and expand quickly to reach maximal
rate between 2 to 11 months post primary infection and within 1 month post reactivation. Tet-
ramer staining of HLA-Eyy; 49 CD8 T cells showed continued expansion post-infection and sta-
bilization at high frequencies. In our cohort study, anti-HCMV HLA-E-restricted, and to a
lesser extent HLA-A*02-restricted T-cell responses appear more frequent during latent and
reactivations/secondary infections than during primary infections. Although this difference
may be due to variations in the time interval between infection and the time point selected for
detection assay (M12) among individuals or an effect of immunosuppressive regimen, this
could also reflect a delay in HLA-Ey;; 49 CD8 T-cell induction.

A key point of this study is to provide evidence for a positive correlation between
HLA-A*02 allele and the occurrence of HLA-E-restricted anti-HCMV CD8 T cells. Firstly,
using HLA-Eyy 49 tetramer staining, anti-HCMV HLA-E-restricted were detected more often
in HLA-A*02 hosts. Next, HLA sequencing further confirmed a significantly higher rate of
hosts carrying at least one HLA-A*02 allele among HLA-Ey;; 49 CD8 T-cell responders com-
pared to non-responders. Moreover, all HLA-A*02*"* HCMV" individuals (n = 6) developed
an HLA-Ey149 CD8 T-cell response. The positive correlation between HLA-A*02 allele and
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Fig 6. Potential cross-recognition of autologous and allogeneic HLA-I signal peptides by HLA-Eyy49 CD8 T cells. PBMCs were
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HLA-Eyp4 tetramers were used independently. (A) Percentage of circulating anti-HCMV CD8 T cells in blood detected using the
various HLA-Eyy.49 (blue) and HLA-A"02,45 (in red) tetramers in HV and KTR. For each tetramer/peptide, the number of individuals
with a given CD8 T-cell response is indicated. (B) Diversity and magnitude of the HLA-Eyy; 49 CD8 T-cell responses in KTR and HV.
HLA-Eyp4 CD8 T-cell responses appear in blue and colour intensity is proportional to the percentage of HLA-Eyp40 CD8 T cells. (C)
Classification of the HLA-Ey; 49 CD8 T-cell responses in HCMV™ hosts according to possible recognition of self (orange), donor-
specific allogeneic (green) or both (violet) (n = 31, 23 KTR and 8 HV). Grey boxes show HLA-I signal peptides which are not derived
from the recipient, nor from the donor. Asterisks indicate peptides with underestimated information due to a lack of HLA-C

genotyping.
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1007041.9006

HLA-Eyr4o CD8 T-cell response could be related to the sequence of HLA-A"02 signal peptide
(VMAPRTLVL). Indeed, HLA-Ey; 49 CD8 T-cell responses that have been identified in
HCMYV infection typically involved epitopes that are structurally related to canonical HLA-I
leader sequences but foreign to the hosts [19, 40, 41]. Consistent with the paucity of the
VMAPRTLVL sequence among viral strains, UL40 sequencing of host’s circulating strains
allowed us to identify the VMAPRTLVL sequence only in a single clinical strain out of 32.
Thus, it could be suspected that the presence of HLA-A"02 decreases the chances that a host
will present a signal peptide derived from a different HLA-I allele, one that could cause nega-
tive selection of HLA-Eyy 49 reactive TCR. In that respect, when HLA-A*02 is present, deletion
of HLA-Eyy 49-responsive T cells is less likely.

HLA-E*01:01 (HLA-E'7®) and HLA-E*01:03 (HLA-E'”“) alleles only differ in a single
amino acid at position 107 and the frequencies of these two variants are equal in most popula-
tions [20]. It has been shown that the HLA-E*01:03 variant is usually expressed at higher levels
than HLA-E*01:01 [33]. Although located outside the peptide-binding groove, the mutant AA
at position 107 may also possibly affect the conformation of HLA-E or its association with
p2-microglobulin resulting in the presentation of different peptide repertoires [42]. We found
no HLA-E allele preference associated with the establishment of an HLA-Eyy; 49 CD8 T-cell
response. Instead, we report a higher prevalence of HLA-E*01:01/*01:03 heterozygous among
individuals carrying an HLA-Ey; 4o CD8 T-cell response. Interestingly, it has been demon-
strated for HLA-E and for the non-human primate HLA-E ortholog that a large panel of iden-
tified peptides can be presented by all allotypes [43]. Both alleles present a limited set of
peptides derived from class I leader sequences physiologically [42]. In stress conditions (viral
infections, tumors), HLA-E can present peptides from other sources than the signal sequences
of classical HLA-I molecules [38, 44]. Recent studies demonstrated that the HLA-E alternative
peptide repertoire observed in pathophysiological conditions seems not to be shared equally
by the two HLA-E alleles [42, 45]. Comparing the HLA-E*01:03-restricted peptides to those of
HLA-E*01:01, Celik et al. demonstrated that the peptide repertoire of both alleles greatly dif-
fers in the absence of HLA class I molecules leading to functional disparity between both alleles
[45]. Consistent with these observations, it is likely that bearing both *01:01/*01:03 alleles may
improve HLA-E stability and the diversity of peptide presentation and thus increase HLA-
Eurao T-cell responses as suggested by our findings. In transplant recipients, the impact of
donor HLA was investigated in parallel to the impact of recipient of donor HLA. We found no
significant impact neither for HLA-A,-B,-C or HLA-E alleles nor for a mismatch between
donor and recipient for HLA-A,-B,-C or HLA-E.

An elegant study from Wang et al. suggested that HCMV-specific CD8 TCR repertoire
diversity is more important than CD8 T-cell response magnitude for the control of persistent
HCMYV infection [46]. Using a single-cell based approach for the clonotype analysis of human
CD8 TCRup repertoires they demonstrate a high prevalence of both TCRo and TCRP public
motif usage. Our analysis of TCR Vp usage by HLA-Eyy; 49-specific T cells investigated after in
vitro expansion showed no predominating TCR VB usage for HLA-Ey;; 4o-specific T cells,
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indicative of an unbiased T cell response. A donor-specific focus revealed diverse and unique
TCR VB chain repertoire in each host. Analysis of TCR Va repertoire remains to be performed
to fully define T-cell repertoire diversity.

Ex vivo phenotype analysis at distance from the infection revealed that HLA-Ey;; 49 CD8 T
cells belong to effector memory cells, most probably TEMRA, that display CD45RA™¢"/
CD45R0O"". Chronic viral infections result in decreased function of virus-specific cellular and
humoral immunity that occurs via upregulation of specific inhibitory receptors expressed on
the immune cells. Our data showed that HLA-Ey; 49-restricted CD8 T cells express lower level
of PD-1 as compared to HLA-A"02,,,¢5.restricted CD8 T cells. It has been reported that CD8 T
cells expressing high levels of co-inhibitory molecule PD-1 during the chronic infection are
characterized by lower proliferation, cytokine production, and cytotoxic abilities [47]. PD-1
plays a significant role in establishment of virus-specific CD8 T-cell exhaustion and has been
identified as a major regulator of T-cell exhaustion during chronic HIV/SIV infection [47].
Markedly upregulated on the surface of exhausted virus-specific CD8 T cells, PD-1 expression
correlates with impaired virus-specific CD8 T-cell function and with elevated plasma viral
load in chronic viral infections [48]. In our study, low levels of PD-1 expression compared to
conventional HLA-A*02-restricted CD8 T cells appear as a feature of HLA-E-restricted CD8 T
cells. The functional significance of the low PD-1 expression still requires investigations. It
could be speculated that low PD-1 level on HLA-Eyp49 CD8 T cells may reflect low TCR affin-
ity as recently reported for antigen-specific CD8 T cells targeting melanoma peptides [49].
This feature could be important for homeostatic survival and proliferation to ensure long-term
T cell survival [50].

It is interesting to notice that elected tropism of HCMYV for endothelial cells also coincides
with elevated basal level of HLA-E on this cell type as well as on hematopoietic cells as we pre-
viously reported [51]. Basal HLA-E expression can increase upon cellular stress caused by viral
infection or heat shock and in inflammatory and cancer cells [41]. It can be speculated that
HLA-E-expressing infected ECs play a role as both a trigger and a target of HLA-E-restricted
CD8 T cells. We previously demonstrated in vitro the capacity of HLA-Eyy40 CD8 T cells to
efficiently kill primary allogeneic endothelial cell cultures presenting a homologous HLA sig-
nal peptide though HLA-E [30]. Consequently, HLA-Eyy 490 CD8 T cells could be involved in
vascular injury and transplant rejection. The presence of UL40-specific CD8 T cells in the
blood of lung transplant recipients was significantly associated with allograft dysfunction,
which manifested as Bronchiolitis Obliterans Syndrome [31]. Although deciphering the clini-
cal impact of HLA-Eyy; 49 CD8 T cells was not the focus of the present study, clinical data indi-
cated no significant impact on graft function (serum creatinine and proteinuria) at M12 post-
transplantation (Table 1 and S1 Table). This could suggest that although we detected (by tetra-
mer staining or TNF production) a multiplicity of HLA-E;; 49 CD8 T-cell responses induced
by HCMYV and potentially cross-reactive toward a broad set of peptides including self and allo-
geneic HLA, their activation may be either controlled by co-inhibitory receptors or function-
ally impaired. Another important finding in the setting of organ transplantation also emerges
from our work. No HLA-E-restricted CD8 T cells were detected in HCMV' transplant recipi-
ents suggesting that allograft does not induce per se consistent HLA-E-restricted CD8 T-cell
response against allogeneic (i.e. donor) HLA-Eyy s, complexes as speculated in earlier studies
[19].

The function(s) of HLA-Ey; 49 CD8 T cells still remain to be established in regard to the
control of HCMV infection. Efficient lysis of infected cells expressing high levels of HLA-E
(i.e. endothelial cells, monocytes) could be a primary function expected for this effector CD8
T-cell subset. Regulatory functions for some HLA-E/Qa-1-restricted CD8 T-cell populations
have been well established in mice [52] and more recently in humans [53]. Considering the
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high expression of HLA-E on CD4 T and B cells [54], a regulatory role for HLA-Ey; 4 CD8 T
cells in the homoeostasis of anti-HCMYV cellular immune response cannot be excluded beyond
an action on the elimination of infected cells. Moreover, our findings provide evidence for self
and allogeneic HLA peptides as potential targets and triggers (for their maintenance) of
HLA-Ey;49 CD8 T cells supporting effector and regulatory functions for these unconventional
CD8 T cells beyond HCMV infection.

To conclude, HCMV UL40 induces specific HLA-E-restricted CD8 T-cell response with
similar occurrence, magnitude, time course and long term persistence that pp65 viral protein.
HLA-A*02 allele and HLA-E genotype are key determinants positively associated with
HLA-Ey;40 CD8 T cell response. HLA-Eyy 40 CD8 T cells are effector cells induced by HCMV
in a strain-dependent manner that may specifically target and eliminate infected cells. We
demonstrated that HLA-Ey;49 CD8 T cells also display a potential reactivity toward self and
allogeneic HLA peptides that may also contribute to the pathogenicity of HCMV, especially in
immunocompromised patients.

Materials and methods
Ethics statement

Banked biological samples (PBMCs and DNAs) were issued from the DIVAT biocollection
(CNIL agreement n°891735, French Health Minister Project n°02G55). This retrospective
study was performed according to the guidelines of the local and national ethics committees
(CCPRB, CHU de Nantes, France). Blood samples collected from anonymous healthy volun-
teers (n = 25) were obtained from the Etablissement Frangais du Sang (EFS Pays de la Loire,
Nantes) and collected with donor’s specific and written informed consent for research use.

Clinical and demographic characteristics of the cohort

A total of 121 patients who underwent kidney (105/121) or kidney-pancreas (16/121) trans-
plantation in our center (Institut de Transplantation/Urologie/Nephrologie, ITUN, CHU de
Nantes, France) between 2006 and 2013 were retrospectively enrolled in our cohort study. The
cohort includes 4 groups of transplant recipients defined by their HCMV status (Table 1). The
groups were defined according to the HCMV serology of the recipient (HCMV™ or HCMV™)
and for HCMV™ the status of infection (primary, latent, reactivation) at M12 post-transplanta-
tion: HCMYV active infection (AI) was defined by having at least two consecutive PCR with a
viral load (VL) > 3 log10, expressed as number of viral DNA copies (log10cop) per 10° cells. No
statistical difference (p > 0.05) between the groups was found related to the age of the recipients
at the day of transplantation, gender ratio, frequency of HLA-A*02 genotype, and the post-
transplant time for the blood samples. There is also no statistical difference between the groups
concerning the gender ratio of transplant donors, the rank of the transplantation and the dura-
tion of cold ischemia. Mismatches of total HLA-I and/or HLA-II for each donor/recipient pairs
were equal in the groups. Finally, expected statistical differences between the groups only
appeared related to HCMV primary infection status at 12 months post-transplantation. Healthy
HCMV" seropositive blood donors (n = 25) were also recruited in this study. No statistical dif-
ferences were founded between HV and KTR patients related to age or gender ratio.

Blood samples and PBMC isolation

Frozen PBMCs isolated from blood samples issued from kidney transplant recipients were
prospectively stored at the Centre de Ressources Biologiques (CRB, Nantes, France). Cells
were thawed 24 hours before use in RPMI-1640 medium (Gibco, Saint Aubin, France)
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supplemented with 8% human serum, 2 mM L-glutamine (Gibco), 100 U/mL penicillin
(Gibco), 0.1 mg/mL streptomycin (Gibco) and 50 U/mL human recombinant IL-2 (Proleukin,
Novartis Pharma, Rueil-Malmaison, France). Blood samples from HCMV" HV’s were pro-
vided by the Clinical Development and Transfer Facility (DTC Facility, INSERM/SFR Federa-
tive Structure Research Francois Bonamy, Nantes, France). PBMC were isolated by Ficoll
density gradient (Eurobio, Les Ulis, France) and used immediately.

HCMYV monitoring and HCMV UL40 sequencing

For HCMV monitoring, EDTA blood samples were collected for blood donation from healthy
volunteers, patient’s follow up or during the acute phase of HCMV infection. HCMV serology
was performed using the LIAISON CMV IgG; LIAISON CMV IgM and LIAISON CMV IgG
Avidity tests (Diasorin, Saluggia, Italy). Additional evidence of active HCMV replication was
examined using an in-house real time HCMV PCR in whole blood, adapted from [55]. The
combination of positive CMV IgG, positive IgM, and positive PCR was used for confirmation
of primary HCMYV infection. For UL40 sequencing, DNA were extracted using QIAsymphony
system (Qiagen, Courtaboeuf, France) from 200uL of whole blood samples with the QIAamp
DSP DNA Mini Kit (Qiagen). The HCMV UL40 region (858bp) was amplified by PCR using a
protocol adapted from [56]. Briefly, the following specific forward and reverse primers were
used for a long PCR: forward 5’-TCCTCCCTGGTACCCGATAACAG-3’ and reverse 5-CGG
GCCAGGACTTTTTAATGGCC-3’. Standard reaction mixtures were realized using SYBR-
Premix Ex Taq kit (Takara Bio Europe, Saint-Germain-en-Laye, France), with the following
PCR parameters: one cycle of 94°C for 12 min, then 50 cycles of 94°C 30 sec, 63°C 30 sec and
72°C for 1 min 30, and finally one cycle of 72°C 7 min. PCR products were analyzed by electro-
phoresis through a 9% non-denaturing acrylamide-bisacrylamide 37.5-1 gel stained with
ethidium bromide. PCR products were purified using the enzymatic method ExoSAP-IT USB
(Affymetrix, Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). Bidirectional sequence
was performed using the fluorescent BigDye terminator method (Big Dye version 1.1 Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and sequencing reactions were run
on Applied Biosystems ABI Prism 3130 XL. Nucleotide and amino acid sequences analyses
were performed using Segscape software (version 2.5, Applied Biosystems). All sequences
were imported and aligned in MEGAD5 software using the UL40 sequence from Human Her-
pesvirus 5 (Merlin strain) as reference sequence (NCBI Reference Sequence: NC_006273.2).
Sequence LOGO were created using the Los Alamos HIV Database tool Analyse Align (http://
www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ ANALYZEALIGN/analyze_align.html), which was based
on WebLOGO3.

HLA-E and HLA-A, -B, -C genotyping

Banked genomic DNAs (gDNAs) from the transplant donor/recipient pairs (n = 121) analysed
in this study and available in the DIVAT biocollection (62 donors and 106 recipients) were
harvested. Genomic DNA was extracted from blood samples issued from the HCMV* HV

(n = 25) using usual proteinase K/phenol-chloroform method and subsequently used for geno-
typing. For HLA-E*01:01 and HLA-E*01:03 determination, a first PCR product was generated
from gDNA encompassing exon1 to 3 coding for the alpha domains and using the following
primers: forward 5-TCCTGGATACTCATGACGCAGACTC-3’ and reverse 5-CCTCTTAC
CCAGGTGAAGCAGCG-3’. Next, a second run of amplification was performed into two sep-
arated nested PCR targeting exons 1-2 and exon 3, respectively with the primer pairs: 5-"TCC
TGGATACTCATGACGCAGACTC-3’ and 5-ATCTGGGACCCGAAGATTCGA-3, 5-TCG
AATCTTCGGGTCCCAGAT-3’ and 5-CCTCTTACCCAGGTGAAGCAGCG-3". DNA
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sequencing was performed with BigDye Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems) according
to the manufacturer’s instructions on the DNA Sequencing Core Facility (INSERM/SFR Fran-
¢ois Bonamy, Nantes, France), using a 48-capillary Applied Biosystems 3730 automatic system
(Applied Biosystems). Sequences were analyzed using Chromas 2.33 software (Digital River
GmbH, Shannon, Ireland) using a SNP at AA position 107 to discriminate between *01:01 and
*01:03 alleles. HLA-A,-B,-C genotypes of transplant donors/recipients pairs and HV were per-
formed by either the EFS (Nantes, Pays de la Loire) or Histogenetics (Ossining, NY, USA), by
using PCR-SSO (and completed by PCR-SSP if necessary) and based on the IMGT/HLA data-
base nomenclature (www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/).

Production of HLA-E/UL40,5 ,; and HLA-A"02:01/pp6549s5.503 tetramer
complexes

Nine-mers UL40,5_,3 peptides from 11 different HCMV strains (VMAPRTLIL, VMAPRTLLL,
VMAPRTLVL, VMAPRTVLL, VMAPRSLIL, VMAPRSLLL, VMTPRTLVL, VMAPQSLLL,
VTAPRTLLL, VTAPRTVLL, VMAPRALLL) and the UL83 pp65,95.503 peptide (NLVPMV
ATV) were synthesized (purity>95%) and purchased from Proteogenix SAS (Schiltigheim,
France). HLA-E*01:01/UL40; 5 »3 (HLA-Eyy.49) and HLA-A*02:01/pp65,95.503 (HLA-A"02,,,45)
complexes were generated as described previously [57]. Recombinant HLA proteins were pro-
duced in E.coli and refolded with 15ug/mL of each UL40, 5 »; peptide for HLA-E-monomers
or pp65495.503 peptide for HLA-A*02-monomers. Next, HLA-monomers were biotinylated for
4h at 30°C with 6pg/mL BirA (Immunotech, Marseille, France), purified and tetramerized
with BV421- or APC-labelled streptavidin (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). Tetra-
merization was confirmed by gel filtration chromatography (Superdex 200 column, Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

Ex vivo detection and quantification of HLA-Ey 40 and HLA-A"02,,65 T
cells by flow cytometry

To investigate the frequency of the anti-HCMV CD8 T-cell responses in individuals, PBMC
(3x10° per condition) were pre-incubated with a blocking anti-CD94 mAb (clone HP-3D9,
5 ug/mL, BD Biosciences) for 20 min at 4°C to completely abrogate the non-specific stain-
ing of CD94/NKG2" T cells by HLA-E-tetramers (S1 Fig). PBMCs were then incubated
with one of the different BV421-labelled HLA-E- or HLA-A*02-tetramers (10 pg/mL,
30min, 4°C), before costaining (30min, 4°C) with the following antibodies: anti-CD3 (clone
SK7/Leu4, BV786, 2 ug/mL, BD Biosciences), anti-CD8u (clone RPA-T8, BV650, 0.1 pg/
mL, BD Biosciences) and anti-TCR y3 (clone 11F2, APC-Vio770, 3 pg/mL, Miltenyi Biotec,
Paris, France). Dead cells were excluded using NucRed Dead 647 ready probes reagent (Life
technologies). As a control of tetramer staining, a FMO condition (Fluorescence Minus
One; all labelled-markers except one) without tetramers was performed for each sample.
Acquisition was performed on a BD LSR IT and analyses were performed using BD DIVA
Software v6.0 as described below. Compensations were performed by using anti-mouse k
chain Ab-coated beads (anti-mouse Ig, k chain/negative control compensation particles set,
BD Biosciences) incubated with corresponding Ab at the same concentration during 15 min
at room temperature. Data acquisition for the 121 KTR and 25 HV was normalized with
application settings based on the KTR#001 patient. Gating analysis strategy was identical
for all samples (S1 Fig).
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Ex vivo analysis of time course and activation of anti-HCMV CD8 T-cell
responses post-infection

To follow-up the development of HCMV-specific T-cell subpopulations in KTR, banked
PBMCs from 16 KTR prospectively collected at 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10,12 and 13 months post-
transplantation were used. For each time point tested, UL40-specific HLA-E-restricted
(HLA-EyL40) and pp65-specific HLA-A"02:01-restricted (HLA-A"02,,65) T cells were con-
comitantly stained and quantified as described above with the complementary mAbs: anti-
CD69 (clone FN50, BUV395, 2 pug/mL, BD Biosciences) and anti-PD1 (clone EH12 (.1), PE,

2 pug/mL, BD Biosciences). Acquisition and analysis was performed on a BD LSR Fortessa X-20
with BD DIVA Software v8.0. Longitudinal samples for each patient were all stained and
acquired in the same experiment.

In vitro expansion of UL40-specific HLA-E-restricted T cells

HLA-Eyp4 T cells were sorted for 5 transplant recipients (#104, #105, #107, #108 and #109)
from PBMCs harvested at 12 months post-transplantation as previously described [58]. Briefly,
streptavidin-coated beads (Dynabeads M-280 Streptavidin, Invitrogen, Villebon sur Yvette,
France) were saturated with HLA-E/UL40,5.,; monomers before incubation with PBMCs
(5x10°) for 4h. The UL40,;5.55 peptide corresponding to the own HCMV infecting strain was
selected for each patient. HLA-Eyy4 T cells were isolated by immunomagnetic sorting and
then expanded for 21-30 days as follows: cells were seeded in 96-well plates (3x10*/well) and
stimulated with phytohemagglutinin (1 ug/mL, PHA-L; Sigma-Aldrich) in the presence of
irradiated EBV-transformed B-cell lines and allogeneic PBMC from healthy donors (EFS,
Nantes) as feeder. Cells were grown in RMPI-1640 medium supplemented with 8% human
serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin and human
recombinant IL-2 (150 U/mL). Purity (>95%) of each T cell population was defined after 14
days of culture by tetramer staining.

In vitro functional analysis of UL40-specific HLA-E-restricted T-cell
activity and peptide-specificity

The use of tetramers to activate T cells has been extensively reviewed by Wooldridge and
colleagues [59]. T-cell activation by soluble peptide-MHC-I tetramers is very sensitive for
inducing a full range of effector functions. In addition to inducing a normal pattern of T-
cell signaling [60] tetramer activation results in lytic granule release, a full profile of cyto-
kine and chemokine release and the production of a wide range of cell surface activation
markers [61]. In the present study, a series of preliminary experiments were performed to
set up the assay measuring T-cell activation in response to HLA-E/UL40 peptide tetra-
mers. Representative results from these preliminary assays are illustrated in the S4 Fig.
To determine the peptide specificity of HLA-Ey 4o-restricted T cells, purified cell lines
(1x10° cells /condition) were stimulated for 5h at 37°C in 96-wells plates with one of the
11 HLA-E/UL40-tetramers at 20 pg/mL in RPMI 1640 medium in the presence of Brefel-
din A (10 pg/mL, Sigma). Next, cells were incubated with an anti-CD8u mAb (clone
RPA-T8, 1 ug/mL, BioLegend) for 30 min at 4°C before fixation with 4% paraformalde-
hyde. After permeabilization with 0.1% (w/v) saponin (Sigma-Aldrich), cells were stained
for 30 min at room temperature with an anti-TNFo mAb (clone cA2, Miltenyi). Cells
were finally washed twice in PBS-0.1% (v/v) BSA and 0.1% (w/v) saponin before sample
acquisition on BD FACS Canto II.
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Phenotype analysis of UL40-specific HLA-E-restricted T cells

Phenotypic analyses were performed on PBMCs from 3 patients. Analysis of T cells before acti-
vation was performed ex vivo using the following mAbs: anti-CD3 (clone UCHT1), anti-TCR
of (clone T10B9.1A-31/T10B9), anti-TCR y3 (clone B1), anti-CD45RA (clone HI100), anti-
CD45RO (clone UCHLL1), anti-CD28 (clone CD28.2), anti-CD27 (clone M-T271), anti-CD57
(clone NK-1) from BD Biosciences; anti-CD8p (clone SIDISBEE) from eBioscience (Thermo-
Fisher); anti-CD4 (clone RPA-T4), anti-CD80. (clone RPA-T8) from Miltenyi and anti-CCR7
(clone 150503) from R&D Systems. For VB TCR repertoire analysis, purified HLA-Ey49 T
cells (2x10°) were incubated 30 min at 4°C in PBS-0.1% (v/v) BSA with the TCR VP Repertoire
Kit (IO Test Beta Mark-TCR VP Repertoire Kit, Beckman Coulter, Villepinte, France). This
kit allows detection of the following VB TCR: 1, 2, 3, 4, 5.1,5.2,5.3,7.1,7.2, 8,9, 11, 12, 13.1,
13.2,13.6, 14, 16, 17, 18, 20, 21.3, 22 and 23. All Abs were used at saturating concentration con-
forming to the manufacturer’s recommendation.

Statistical analyses

Data are expressed as medians + interquartile range between Q1 and Q3, or percentages.
Appropriate non-parametric statistical analysis (Kruskall-Wallis test, Mann-Whitney,
Fischer’s exact test or Pearson’s chi-squared test with adequate post-tests) was performed
using GraphPad Prism(GraphPad, San Diego, CA) and R softwares. The type I error rate o
(probability threshold of rejecting the null hypothesis given that it is true) was set to 0.05. A
p-value <0.05 was considered to represent a statistically significant difference.

Supporting information

S$1 Table. Kidney graft function in HCMV™ recipients with or without HLA-Ey 4o CD8 T
cell responses.
(PDF)

S1 Fig. HLA-Eyy 40 T-cell detection assay. (A-B-C) CD94 blockade using an anti-CD94
monoclonal antibody to avoid HLA-E tetramer binding to CD94/NKG2A and CD94/NKG2C
receptors. (A) CD94/NKG2A (left, upper panel) and CD94/NKG2C (left, lower panel) expres-
sion on lymphocyte-gated PBMCs from an HCMV" HV (representative data from a single
donor are shown) that display both CD94/NKG2A* and high CD94/NKG2C* NK responses
(left panel) but no HLA-E-restricted T-cell response. (B) HLA-Eyyaprron. tetramer staining
was performed either in the absence (left panel) or in the presence (right panel) of anti-CD94
monoclonal antibody on PBMCs from the same HCMV™" HV. CD3" cells-including NK cells-
were represented on top panel and T cells (CD3" cells) on bottom panel. These data show that
incubation with blocking anti-CD94 mADb totally abrogates binding of tetramer to CD3" and
CD3" T cells. Since we used a fluorochrome-labeled blocking anti-CD94, in the absence (-) of
antibody, CD94 is not detected. In this sample no HLA-Ey49 T cells were detected. Similar
results were obtained for each of the eleven different HLA-Ey; 4o tetramers used in this study
and confirmed with PBMCs from two other HV. (C) Detection of HLA-Ey; 4o-specific CD8 T
cells after blocking CD94. Representative examples of HLA-E/peptide tetramer staining before
and after blocking CD94, with specific anti-CD94 mAb, on PBMCs either without (HCMV~
healthy volunteer, upper panel) or with a HLA-Eyy.49 CD8 T-cell response (HCMV™ individu-
als, lower panel) are shown. HLA-E/peptide tetramer staining was analyzed after gating on
CD3’ cells, to investigate NK cells, on y3 T cells and on ap CD8" T cells. In PBMC from
HCMV'" donor, HLA-E/peptide tetramers bind to a fraction of CD3" and Y8 T cells through
interaction with CD94/NKG2A or CD94/NKG2C receptors usually expressed on these subsets.
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HLA-E/peptide tetramers staining on CD3" and y3 T cells was abrogated after blocking CD94
with anti-CD94 mAb. Similar inhibition of HLA-E/peptide tetramers staining on CD3" cells
and y8 T cells was observed for HCM V™" hosts. However, blockade of CD94 preserves the spe-
cific binding of HLA-E/peptide tetramers to o TCR and thus allows the detection of
HLA-Ey4 CD8 T cells. (D) Sensitivity of the detection assay. Two monoclonal T-cell popula-
tions were used: one specific of the HLA-E/VMAPRTLIL (UL40, 5 ,3 viral peptide) and the
other specific of the HLA-A*02/NLVPMVATYV (pp65 495_s03 viral peptide). These T cells were
diluted in PBMCs from healthy donor at different ratios (0, 0.1, 1 and 10%). For detection
assay, cells were preincubated with a blocking anti-CD94 mAb before co-staining with the rel-
evant tetramer/peptide in combination with anti-CD3, -TCRy8; and -CD8 mAbs. Tetramers"
CD8 cells were gated on live CD3"TCRy8& cells. (E) Gating strategy for the ex vivo analysis of
HLA-Eyp40- or HLA-A*02,,,65-specific CD8 T cells on PBMCs. Lymphocytes were gated on
the basis of their morphology in FSC-A/SSC-A (1), and doublets of cells were excluded using
FSC-A/FSC-H (2) and SSC-A/SSC-H (3) dot plots. Dead cells were excluded (4) and after gat-
ing on the CD3" TCR & cells (5), frequency of tetramers” CD80c." T-cell subpopulations was
determined (6).

(PDF)

S$2 Fig. Analysis of HCMV UL40 sequence polymorphism in HCMV" kidney transplant
recipients. Genomic DNAs isolated from HCMV positive blood samples of HCMV™ trans-
plant recipients (n = 25) were sequenced for the identification of UL40 protein (amino acids
1-221) provided by the circulating HCMYV strains. Amino acid variability, expressed as a num-
ber of amino acid variants (A) and in percentages (B), within the HLA-E-binding peptide
(UL40,5.53, shown in red) among the sequence for HCMV UL40 signal peptide (UL40; 37,
shown in grey) and the coding sequence (UL403;_,5;, shown in black). A total of 32 UL40
sequences from 25 hosts were analysed. UL40 protein sequence from the Merlin HCMV strain
(NCBI Reference Sequence: NC_006273.2) was used as reference.

(PDF)

$3 Fig. Longitudinal analysis of PD-1 and CD69. Expression of PD-1 (A) and CD69 (B) ana-
lysed on blood samples from KTR#008, #107 and #108 at different time points post-transplan-
tation. Data represent the % of CD69"/tetramer” and PD-1"/tetramer” cells among CD3"
CD8u" TCRyS tetramers” cells, for HLA-Eyy 49 (in blue) and HLA-A*02,,,,65 (in red) anti-
HCMYV CD8 T-cell responses post-transplantation.

(PDF)

$4 Fig. Representative phenotypes of HLA-Eyy49 CD8 T cells. Inmunostaining for
CD45R0, CD45RA, CD27, CD28, CCR7 and CD57 were performed ex vivo on PBMCs by co-
staining with HLA-Eyy; 49 tetramers and after gating on tetramer” CD3", & T, CD8" T cells.
HLA-Eyr40 CD8 T cells detected in PBMCs, harvested at M12 post-graft, from 2 HCMV™ kid-
ney transplant recipients (KTR #107 and KTR#109) and representative from 3 KTRs are
shown.

(PDF)

S5 Fig. Antigen-specific CD8 T-cell activation using HLA-E/peptide tetramer complexes.
TNF production (% of positive cells) detected by intracellular staining on CD8 T cells gated
from PBMC:s either unstimulated or stimulated with soluble HLA-E monomers, HLA-E
monomers coated on M280 Dynabeads or HLA-E tetramers for 5h. HLA-E molecules were
loaded with either an irrelevant peptide (upper panel) or with the specific peptide target (lower
panel). This figure shows that an irrelevant peptide gives no response indicating the specificity
of the method. When the ability of tetramers versus monomers loaded with specific peptide
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target to stimulate HLA-Ey; 4o CD8 T cells was compared we found a higher percentage of
TNEF-producing CD8 T cells with HLA-E tetramer/peptides (52.4%) compared to HLA-E
monomer/peptides (22.6% and 10.2% for uncoated and bead-coated, respectively).

(PDF)
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S1 Table

HLA-Eyis0 CD8 T-cell

response
- + p-value
(n=57) (n=23)
Serum Creatinine at M12 137 134
0.3371!
[umol/L; median (Q1-Q3)] (118-175) (96-166)
Proteinuria at M12 0.23 0.28
0.71331
[g/24h; median (Q1-Q3)] (0.11-0.46) (0.12-0.44)

1 Mann Whitney test
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Nous avons observé au cours de cette étude que le développement de
lymphocytes T CD8 spécifiques de complexes HLA-E/UL40 est plus fréquent chez
les individus HCMV* HLA-A*02*. Du fait de notre accés aux typages complets
pour les alleles HLA-A et HLA-B, et partiels pour les alleles HLA-C des individus,
nous avons cherché a évaluer si la présence de LT HLA-E/UL40 était associée a
d’autres alleles HLA. Nous n’avons observé aucune autre association statistique
entre la présence de cette population T non conventionnelle et un allele HLA-A,
-B ou -C, excepté en ce qui concerne les alléles HLA-B*51 et HLA-C*15 (Figure
19).
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Figure 19 : Comparaison de la fréquence des alleles HLA-B*51 et HLA-C*15 au sein de la cohorte. (A)
Comparaison des fréquences alléliques (haut) ou génotypiques (bas) de I'allele HLA-B*51 chez les individus
HCMV* ayant développé une réponse T spécifique de complexes HLA-E/UL40 (+, n=31) ou non (-, n=74). (B)
Comparaison des fréquences alléliques (haut) ou génotypiques (bas) de I'allele HLA-C*15 chez les individus
HCMV* ayant développé une réponse T spécifique de complexes HLA-E/UL40 (+, n=29) ou non (-, n=32). Les
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valeurs p ont été calculées en utilisant le test exact de Fisher (fréquence allélique) et le test du Chi? (fréquence
génotypique).

En premier lieu, nous avons vérifié que les individus HCMV- ou HCMV*
possedent une fréquence allélique pour HLA-B*51 similaire (respectivement,
9% et 10%, p=0,9999), en accord avec la fréquence décrite dans une cohorte
francaise composée d’individus caucasiens (7,7%, n=8094) (données libres
d’acces sur http://www.allelefrequencies.net du registre des donneurs de
moelle osseuse). Nous avons observé que lallele HLA-B*51 était
statistiquement plus souvent retrouvé chez les individus HCMV* ayant
développé une réponse T CD8 anti-HCMV restreinte par HLA-E que chez les
autres (23% vs 5%, p=0,0002). Ensuite, tout comme pour la comparaison des
fréguences alléliques, la répartition des différents génotypes HLA-B*51 (aucun
allele, hétéro- ou homozygotes) est similaire entre les individus infectés ou non
(p=0,8286). Cependant, le développement de LT CD8 spécifiques de HLA-
E/UL40 chez les individus HCMV* semble étre lié a la présence d’au moins un
alléle HLA-B*51 (p=0,0004).

Nous n’avons pas pu analyser de fagon compléte les répartitions d’alleles
et génotypes HLA-C entre les individus HCMV- et HCMV* de la cohorte, du fait
de I'absence du génotypage HLA-C intégral pour ces individus. Nous ne pouvons
donc pas conclure formellement a propos de |'association éventuelle d’alleles
HLA-C et le statut HCMV d’un individu. Cependant, nous avons observé que
I'allele HLA-C*15 était statistiquement plus associé aux individus HCMV* ayant
développé une réponse T CD8 anti-HCMV restreinte par HLA-E qu’aux autres
(12,1% vs 1,6%, p=0,0266). De méme, nous pouvons apprécier une tendance
a une différence de répartition entre individus HCMV* avec des LT HLA-E/UL40
et les autres individus HCMV*, au profit d’individus majoritairement
hétérozygotes pour I'allele HLA-C*15, bien que la présence d’un unique individu
homozygote HLA-C*15 et le faible nombre total d’individus porteurs d’allele
HLA-C*15 empéchent une évaluation statistique de cette différence de

répartition.

Toutefois, il convient de souligner que la valeur de ces comparaisons est

limitée par la faible représentativité des alléles HLA-B*51 et HLA-C*15 au sein
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de la cohorte comparée a celle de I'alleéle HLA-A*02 et reste a confirmer dans

une plus grande cohorte.

Nous avons cherché a comprendre en quoi le statut homozygote pour HLA-
A*02 ou hétérozygote pour HLA-B*51 ou HLA-C*15 d’un individu favorise le
développement d’une réponse T anti-HCMV restreinte par HLA-E. Une autre
maniere d’analyser ce résultat est de porter notre regard sur les peptides
signaux fournis par les protéines HLA-Ia (HLA-Is.11), du fait de la moindre
diversité de ces derniers par rapport a lI'immense variété des alleles HLA
(Tableau 10). Etant donné que la protéine HLA-A*02 peut fournir un peptide
nonamérique de séquence VMAPRTLVL issu de sa séquence signal pour stabiliser
la molécule HLA-E a la membrane, nous avons voulu estimer si la présence de
ce dernier est associé avec la capacité a répondre au HCMV par I'amplification
de LT restreints par HLA-E. Nous avons cherché a faire de méme avec le peptide
VTAPRTVLL fourni par la protéine HLA-B*51. Pour cela, nous avons déterminé
la répartition - individuelle ou associée par classe - des peptides issus des
multiples alleles HLA-A - VMAPRTLLL (MLLL) et VMAPRTLVL (MLVL) - et -B -
VTAPRTLLL (TLLL), VTAPRTVLL (TVLL) et VMAPRTVLL (MVLL) - & partir des
génotypes des individus de la cohorte (n=146). L'absence du génotype HLA-C
pour tous les individus de la cohorte ne nous a pas permis d’évaluer
formellement ce point sur les peptides VMAPRTLIL (MLIL), VMAPRALLL (ALLL)
et MLLL dérivés des séquences signal de ces HLA, entre les individus HCMV* et
HCMV-. Cependant, nous avons pu estimer ces différences de répartition entre

les individus HCMV* répondeurs ou non (n=61).
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Tableau 10 : Origine et nature des peptides signaux majoritaires fournis par les protéines HLA-I classiques —

A, -B et —C.

Peptide Frec!l.!ence Fréquence Liaison
Classe R \ allélique o N
HLA signal Alleles (population allélique a
HLA-13.11 pop . (cohorte) HLA-E
Caucasienne)
HLA-B*07, *08, *14, *15, *38, *39, *42, *48, *62, *63,
VMAPRTVLL *64, *65, *67, *73, *75, *81 0,3282 0,3100 +
HLA-B*13, *18, *27, *35:42, *37, *40 (19.6%), *44, *47,
5 VIAPRTLLL o scc kog %59, 560, *61, *82, *83 0,3110 0,3300 +/
HLA-B*05, *07:65, *15, *21, *35, *40 (80.3%), *41,
VTAPRTVLL *44:18, *45, *46, *49, *50, *51, *52, *53, *57, *58, *60, 0,3596 0,3600 +/-
*61, *78
HLA-C*01, *03, *04, *05, *06, *08, *12, *14, *15:43,
c VMAPRTLIL ) "2 0o 0,6043 0,6070 +
VMAPRALLL  HLA-C: *06:17, *07, *18 0,3170 0,2700 +
HLA-C*02, *15 0,0696 (C) 0,1230 (C)
A VMAPRTLLL
&c HLA-A*01, *03, *11, *29, *30, *31, *32, *33, *36, *74 0,5041 (A) 0,4965 (A)
A ¥ * * * * * * * * *
A VMAPRTLVL :'éSA ih69021 10,723,724, 725, 726, 728, 734, 743, 766, 0,4948 0,5035 +

Ainsi, du fait de I'existence de 2 peptides signaux différents pour HLA-A et
de 3 pour HLA-B et pour HLA-C, ainsi que de la présence de 2 alleles par
individu, cela porte a 3 le nombre de combinaisons de peptides issus de HLA-A

contre 6 pour ceux issus de HLA-B ou HLA-C. (Figure 20).

En ce qui concerne la proportion des peptides signaux issus des protéines
HLA-A au sein de la cohorte, la répartition des 3 groupes (MLLL/MLLL,
MLVL/MLVL, MLLL/MLVL) est similaire entre les individus HCMV* et HCMV-
(p=0,9460). Néanmoins, nous avons observé une différence significative de
cette répartition entre les individus HCMV* ayant développé une réponse T
restreinte par HLA-E spécifique de UL40 et les autres (p=0,0096). Tout d'abord,
pres de 95% des individus ayant une réponse T restreinte par HLA-E possede
au moins une copie du peptide VMAPRTLVL. De plus, il semblerait que le fait de
posséder deux copies du peptide VMAPRTLVL est positivement associé a la
présence de ces LT non conventionnels, tandis que celui d’avoir deux copies du
peptide VMAPRTLLL lui y est négativement associé.

Aucune différence statistique de répartition n‘a été observée concernant
les proportions des peptides signaux issus des protéines HLA-B, que ce soit
entre individus infectés ou non (p=0,4063), ou entre individus HCMV* avec ou
sans réponses T restreintes par HLA-E (p=0,2714). Il en est de méme a propos

de la répartition des peptides signaux HLA-C entre les individus HCMV*
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répondeurs ou non (p=0,5733). Ces résultats restent a manier avec précaution,
de part le faible nombre d’individus dans certains sous-groupes.

A 0.9460 p = 0.0096

1004 EE MLVL/MLVL 100+

MLLL/MLVL
] MLLL/MLLL

B MLVL/MLVL
MLLL/MLVL
3 MLLL/MLLL

Répartition (%)
A\

40~
204 20-
0 0
B 0.4063 0.2714
1004 EE TLLL/TLLL 100- 2 @ TLLUTLLL
= s0d{ P % TVLLUTLLL _— % / TVLUTLLL
S // % B3 TVLU/TVLL S 7 = v
S 60- 7 2 @ MVLLTVLL S 604 A 3 MVLLTVLL
£ ] MVLL/MVLL = I MVLL/MVLL
g 40- MVLL/TLLL g 401 MVLL/TLLL
: 204 < S ¢ 20+ S
N \
- -+ - +
Statut HCMV
C 0.5733
1001 = = B MLLL/MLLL
~ 80 iz ALLL/MLLL
S = ALLL/ALLL
5 60 3 MLIL/ALLL
= [ MLUIL/MLIL
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‘D
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I SN

Détection de LT restreint par HLA-E
spécifique de UL40

Figure 20: Comparaison de la répartition des peptides signaux issus des protéines (A) HLA-A, (B) -B et (C) -C
au sein de la cohorte. (A-B) Le panel de gauche compare les individus non infectés (-, n = 39) aux infectés (+,
n=105), tandis que le panel de droite compare les individus HCMV* ayant développé une réponse T spécifique
de complexes HLA-E/UL40 (+, n=31) ou non (-, n=74). (C) L'absence de séquencage complet HLA-C permet
uniquement de comparer les individus HCMV* ayant développé une réponse T spécifique de complexes HLA-
E/UL40 (+, n=29) ou non (-, n=32). La population globale se divise en sous-groupes dans chaque classe de HLA
selon la distribution des différents peptides issus des séquences signal: 3 groupes pour HLA-A, 6 groupes pour
HLA-B et 6 groupes pour HLA-C. Les valeurs p ont été calculées en utilisant le test du Chi%. Abréviations :
VMAPRTLLL : MLLL; VMAPRTLVL: MLVL; VTAPRTLLL: TLLL; VTAPRTVLL: TVLL; VMAPRTVLL: MVLL;
VMAPRALLL : ALLL; VMAPRTLIL : MLIL.
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% de cellules HLA-E+

Plusieurs études ont montré que le niveau d’expression protéique de HLA-
E variait selon l'allele exprimé. En effet, la protéine HLA-E*01:01 est décrite
comme moins stable a la surface cellulaire que la protéine HLA-E*01:03, et en
conséquence moins exprimée (Ulbrecht et al. 1999; Maier et al. 2000; Strong
et al. 2003). Nous avons cherché a évaluer si l'expression protéique
membranaire de HLA-E est influencée par son génotype dans les PBMCs de notre
étude. Pour cela, nous avons examiné la fréguence et le niveau d’expression
membranaire de HLA-E par cytométrie en flux sur des PBMCs en culture issus
des 25 individus sains HCMV* de la cohorte (Figure 21).

B
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100+ e —ley .t . | ° .
80- . : ) 4x10%4 . »
" ., —_— 3 1 PR S
i ., . | 3x 103-
60 ’ . * I ]
_: 3] . ————
40- LE._ 2x10 - . v
20- 1x103- ’
0 T L] T 0 T T L]
01/01 01/03 03/03 01/01 01/03 03/03
Génotype HLA-E Génotype HLA-E

Figure 21 : Expression membranaire (A) et niveau d’expression (B) de la protéine HLA-E en fonction du
génotype HLA-E chez 25 individus sains HCMV*. Les médianes sont représentées. Les individus ayant
développé une réponse T CD8 anti-HCMV sont représentés en bleu (réponse spécifique de HLA-E/UL40),
rouge (réponse spécifique de HLA-A*02/pp65) et violet (2 types de réponses). Abréviation : M.F.I. : Intensité
Moyenne de Fluorescence

Nous pouvons observer que dans chaque groupe génotypique, 2 sous-
groupes de PBMCs (PBMCs'*“/PBMCs"9") se distinguent aussi bien au niveau de
la frégquence (%) de cellules HLA-E* que de l'intensité d’expression (M.F.1.) de
HLA-E. De plus, nous avons remarqué que la fréquence d’expression de HLA-E
parmi des PBMCs était positivement corrélée a son niveau d’intensité
d’expression (donnée non montrée, p<0,0001, r=0,9097). Aucune différence
statistique n’est apparue entre les groupes concernant la fréquence de cellules
exprimant la protéine HLA-E ou son intensité d’expression sur les cellules
positives. Ainsi, le génotype HLA-E ne semble pas avoir d'impact sur son

expression protéique a la membrane plasmique.
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De plus, nous avons observé que chez les individus sains HLA-A*02*
HCMV+, le niveau d’expression de HLA-E est positivement corrélé a celui de HLA-
A*02 (p=0,0093; r=0,6659) (Figure 22). De maniere intéressante, nous
avons également remarqué que les individus développant des réponses T anti-
HCMV restreinte par HLA-E et/ou HLA-A*02 correspondent aux sujets exprimant

respectivement les protéines HLA-E et/ou HLA-A*02 a de forts niveaux

d’intensité d’expression, et ayant une forte fréquence de cellules HLA-E*.

5310 %+
4910 3+
L
<
=S 3%10°4
T
L 2%10 3%+
= n r=0.6659
19810 °4 p=0.0093
0 T T T 1
0 5810 * 1%10° 1.5%10° 2%10°

M.F.l. HLA-A*02

Figure 22 : Niveau d’expression de la protéine HLA-E en fonction du niveau d’expression de la protéine HLA-
A*02 chez 14 individus sains HCMV*HLA-A*02". Les individus ayant développé une réponse T CD8 anti-HCMV
sont représentés en bleu (réponse spécifique de HLA-E/UL40), rouge (réponse spécifique de HLA-A*02/pp65)
et violet (2 types de réponses). Abréviation : M.F.I. : Intensité Moyenne de Fluorescence
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Statut des LT CD8 HLA-E/UL40

Dans le but de mieux caractériser les populations lymphocytaires T CD8
restreintes par HLA-E spécifiques de UL401s-23, nous avons évalué le phénotype
en cytométrie en flux de 5 populations quasiclonales (KTR#105, #107 et #108)
et pauciclonales (KTR#104 et #109), contenant de 2 a 6 VB différents, et de 2
populations monoclonales (Mart.22, exprimant un TCR V@22, et Biol.14,
exprimant un TCR VB14) isolées a partir de PBMCs de KTR HCMV* (Tableau
11).

Nous avons confirmé le phénotype CD3* TCRaB* TCRyd CD8* CD4 de
I'ensemble de ces populations. Toutes ces cellules expriment de maniére
homogéene et équivalente le co-récepteur CD8 sous forme hétérodimérique ap,
a I'exception de la population polyclonale KTR#105 exprimant majoritairement
la forme homodimérique aa du CD8 (70% contre 30%). Elles se caractérisent
également par un ensemble commun de marqueurs de surface suggérant leur
appartenance au compartiment effecteur-mémoire : CD45RA!°"Y CD45RQMd"
CD27-CD28 CCR7 - CD62L".
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Tableau 11 : Caractéristiques phénotypiques des cellules T CD8 spécifiques de HLA-E/UL40.

Clonalité Quasiclonales Pauciclonales Monoclonales
Populations #105 #107 #108 #104 #109 Mart.22 Biol.14
MARQUEURS T

CcD3 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
CDS8 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
CD4 - - - - - - -
TCRafB +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
TCRyd - - - - - - -
MARQUEURS EFFECTEUR/MEMOIRE

CD45RA Low Low Low Low Low Low Low
CD45R0O High  High  High  High  High High High
Cb27 - - - - - - -
CD28 - - - - - - -
CCR7 - - - - - - -
CD62L - - - - ++ - -
CD57 + - + - + - +++
MARQUEURS NK

CD16 - - ++ - ++ - +++
CD56 ++ + + ++ + +++ +++
RECEPTEURS CD94

CD94 seul - + - - - ++ +++
CD94/NKG2A +++ - - +++ ++ - -
CD94/NKG2C - - +4++ - + - -
RECEPTEURS ACTIVATEURS/INHIBITEURS

NKG2D +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
KIR2DS1/KIR2DL1+ - - +++ - + - -
KIR2DS2/2DL2/2DL3+ - +++ ++ + +4+ +++ -
KIR3DS1/3DL1+ - - +++ - ++ - -
ILT-2 +++ + + ++ +++ +++ +++
PD-1 + - + + - - -
MARQUEURS DE CYTOTOXICITE

Perforine +++ +++ +++ +++ +++ +++
Granzyme A +++ +++ +++ +++ +++ +++
Granzyme B +++ +++ +++ +++ +++ +++

-: <10%; +: entre 10 et 25%; ++: entre 26 et 50%; +++: >50%

Expression de récepteurs co-activateurs et inhibiteurs

Ces populations T se démarquent par |'expression de marqueurs associés
classiquement aux populations NK. En effet, elles expriment toutes le marqueur
CD56 et la moitié d’entre elles le récepteur activateur au fragment Fc, CD16.

Elles peuvent en outre exprimer un ensemble de récepteurs membranaires co-
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activateurs (NKG2D) ou inhibiteurs (ILT-2, KIR2/3DL). Etonnamment ces
cellules expriment toutes le récepteur CD94, sous forme libre (populations
monoclonales) ou associée (populations quasi/pauciclonales) avec NKG2A
(inhibiteur) ou NKG2C (activateur).

Durant cette étude, nous avons remarqué que les populations T HLA-
E/UL40 semblent exprimer moins de PD-1 ex vivo que les cellules T CD8 HLA-
A*02/pp65 (p=0,0424). De plus, nous avons constaté que cette différence était
maintenue au cours du temps (Figure 23).

KTR#008 KTR#107 KTR#108

100+ —a—a
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SERRERN RIS
Mois post-transplantation
Figure 23: Profil cinétigue d’expression membranaire de PD-1 ex vivo par les populations T CD8 anti-HCMV
dirigées contre HLA-A*02/pp65 (Ligne rouge) ou HLA-E/UL40 (Ligne bleue) durant les 12 mois post-

transplantation. La fréquence de cellules positives pour PD-1 est calculée parmi les populations T CD8*
tétrameres*.
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Nous avons voulu vérifier in vitro quel était le potentiel d’expression de PD-
1 par ces populations T non conventionnelles au repos et aprés stimulation non

spécifique (Figure 24).
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Figure 24 : Expression du récepteur inhibiteur PD-1 par les LT HLA-E/UL40 (n=5) avant (non stimulée, NS) et
apres stimulation non spécifique par OKT3 (stimulée, S). La fréquence de cellules PD-1* est calculée parmi les
LT CD8".

Nos résultats montrent que les LT CD8 HLA-E/UL40 expriment
partiellement au repos le marqueur PD-1 (<20% des LT CD8"). De plus, la
stimulation non spécifique de ces populations T n’enclenche qu’une
surexpression minime de PD-1 a la surface cellulaire. Ces données semblent
exclure la voie PD-1 des processus d’inhibition des LT HLA-E/UL40.

Potentiel cytotoxique

Ces populations possédent un potentiel cytotoxique, comme en témoigne
leur capacité a produire de la perforine, des granzymes A et B (Tableau 11),
ainsi qu’a exprimer a la membrane la molécule CD107a - un marqueur de

dégranulation - apres stimulation non spécifique de la voie CD3 (Figure 25).
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Figure 25 : Expression du marqueur de dégranulation CD107a par les populations amplifiées de LT HLA-

E/UL40 issus de 5 KTR (#104, 105, 107, 108 et 109) aprés stimulation non spécifique de la voie CD3. Les

résultats sont exprimés sous forme d’histogramme montrant le niveau d’expression de CD107a sur les LT non
stimulés (Gris clair) versus stimulés (Gris foncé). La fréquence de cellules CD107a* parmi les LT CD8* est

indiquée.

Production de cytokines

Suite a une stimulation non spécifique de ces populations polyclonales et

monoclonales, nous avons analysé par cytométrie en flux le profil de production

et de sécrétion de cytokines par les LT restreints par HLA-E spécifiques de
UL40;15-23 (Figure 26).
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Figure 26 : Capacité cytokinique des LT HLA-E/UL40 apreés stimulation non spécifique (OKT3) de populations

T quasi/pauciclonales (A) ou monoclonales (B). La production (A, marquage intracellulaire) ou sécrétion (B,

technologie Flowcytomix) de cytokines ont été évaluées en cytométrie en flux, et sont évaluées par un delta
entre les cellules stimulées versus non stimulées.

-159 -



Les populations T restreintes par HLA-E ont toutes un profil cytokinique de
type Th1l, comme en atteste leur forte capacité de production de TNF-a, d'IFN-
y, et dans une moindre mesure, de GM-CSF et d’IL-2 aprés stimulation. Nous
avons également pu détecter que les populations T activées sont capables de
produire des cytokines de type Th2 comme I'IL-4 et I'IL-13. Néanmoins, les
productions de cytokine de type Thl demeurent beaucoup plus élevées que

celles de type Th2.

Un objectif secondaire autour de ce projet était de définir si la présence de
populations T CD8 restreintes par HLA-E dirigées contre le peptide signal de la
protéine virale UL40 chez des individus transplantés pourrait avoir un impact
sur la fonction du greffon. En effet, leur potentiel fonctionnel contre des peptides
allogéniques in vitro pose question sur leur éventuelle cytotoxicité envers des
cellules endothéliales exprimant HLA-E complexée avec des peptides HLA-I5.14
allogéniques in vivo. Nous avons donc évalué si l'infection a HCMV du patient
ou la présence de LT HLA-E/UL40 étaient associées a un risque accru de rejet a
meédiation cellulaire chez les patients transplantés rénaux a 1 an post-

transplantation (Figure 27).
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Figure 27: Comparaison de la proportion a 12 mois post-transplantation de rejet cellulaire (1) prouvé par
analyse de biopsie entre les patients HCMV™ (n=35) et HCMV* (n=71), et au sein de ces derniers, entre les
patients ayant développé une réponse T anti-HCMV restreinte par HLA-A*02 (n=16), HLA-E (n=12) ou les deux
(n=8), ou aucune réponse (n=35).
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Nos résultats ne montrent aucune différence statistique concernant la
survenue de rejets a médiation cellulaire prouvés par biopsie a 1 an post-post-
transplantation entre patients transplantés rénaux en fonction de leur statut
d’infection a HCMV (p=0,5426). En revanche, nous pouvons observer au sein
des patients HCMV* que seuls les individus sans réponse immune anti-HCMV
(restreinte par HLA-A*02 ou HLA-E), ainsi que ceux ayant développé une
réponse T anti-HCMV restreinte par HLA-E, ont eu un rejet aigu cellulaire durant
les 12 mois post-transplantation, contre aucun parmi les individus avec une
réponse restreinte par HLA-A*02. Cependant, le faible nombre de patients dans

chaque groupe ne nous permet pas de conclure formellement.
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MISE EN PLACE DE LA REPONSE T CD8 HLA-E/UL40

Dans cette étude, nous avons déterminé que pres d’un individu HCMV* sur
trois (31/105, 29,5%) développe une réponse immune T CD8 restreinte par
HLA-E détectable contre au moins un épitope parmi 8 issu de UL40, et jusqu’a
1 individu sur 5 contre un épitope donné (VMAPRTLIL, 23/105, 21,9%). Ces
résultats demeurent identiques entre les patients transplantés et les individus
sains HCMV*. L'emploi de traitements immunosuppresseurs ou antiviraux ne
semble pas avoir de répercussions sur la présence (fréquence de développement
et amplitude de réponse) de cette population non conventionnelle chez les

patients transplantés rénaux par rapport aux individus sains.

Si notre étude est la premiere a évaluer la fréquence de développement de
cette population non conventionnelle au sein d’une cohorte d’individus
séropositifs pour le HCMV, la mise en place de réponses T restreintes par HLA-
E spécifiques d'un épitope donné concerne 40% des individus dans le contexte
d’infection par le VHC (n=31/77) (Schulte et al. 2009) ou d’exposition au Mtb
(n=4/10) (Joosten et al. 2010). En outre, la totalité (n=10/10) des adultes
positifs au test PPD (test de dépistage de la tuberculose) ainsi que la moitié des
enfants vaccinés par le BCG (n=6/12) répondent contre au moins 1 des 69
épitopes testés, avec une hétérogénéité significative de la spécificité de
reconnaissance du répertoire T restreint par HLA-E anti-Mtb inter-individuel
(Joosten et al. 2010). Cependant, il est important de noter que ces 2 équipes
ont déterminé la proportion d’individus avec des LT restreints par HLA-E par
l'usage d’ELISPOT, alors que nous avons utilisé la cytométrie en flux avec le
marquage tétramere ex vivo. L'emploi d'outils tétramériques introduit un double
biais d’estimation a travers la non-exhaustivité des peptides viraux détectés
ainsi que la définition d’un seuil de détection relativement élevé des populations
T restreintes par HLA-E (0,1% parmi les LT CD8+ aB circulants). Plus
récemment, I'analyse de la réponse T anti-Mtb restreinte par HLA-E a l'aide
d’outils tétramériques a permis de déterminer qu’entre 20% et 70% des
patients atteints de tuberculose (n=10) possédent des LT CD8* circulants contre

un épitope donné (5 épitopes différents testés) (Caccamo et al. 2015).

Au vu de la conservation de la structure protéique de la protéine HLA-E
entre les 2 variants, il est lIégitime de supposer que tout individu infecté par le

HCMV posséde le potentiel théorique de générer cette réponse T restreinte par
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HLA-E contre un épitope donné. Ainsi, I'ensemble de ces observations semblent
indiquer que d’autres facteurs interviennent dans la mise en place et le

développement de réponses T restreintes par HLA-E.

Les mécanismes de tolérance centrale et/ou périphérique permettent en
théorie la conservation d'un répertoire T CD8 cytotoxique de haute avidité
fonctionnelle contre un épitope exogene et d’avidité faible voire nulle contre un
épitope du Soi. Aucune étude ne s’est intéressée aux mécanismes permettant
la sélection thymique du répertoire T restreint par HLA-E chez I'Homme.
L'expression de la protéine HLA-E est inconnue dans le thymus humain.
Néanmoins, I'expression d’ARNm codant pour la protéine HLA-E est détectée
dans des tissus thymiques foetaux, bien qu’a un niveau moindre par rapport a
celui dans des cellules d’origine lymphoide (Wei et Orr 1990), ainsi que dans
des cellules épithéliales isolées a partir de thymus d’enfants dgés de 1 a 12 ans
(Crisa et al. 1997). Chez les souris, la sélection du répertoire T restreint par Qa-
1b (orthologue murin de HLA-E) se déroule dans le thymus et peut étre médiée
par les cellules d'origine épithéliale et/ou hématopoiétique (Sullivan et al.
2002). De plus, elle dépend de TAP, laissant supposer que le répertoire

peptidique physiologique présenté par Qa-1b est nécessaire.

La faible envergure du répertoire peptidique physiologique naturellement
présenté dans HLA-E - composé de 3 a 6 peptides différant par 1 a 3 acides
aminés parmi les 7 fournis majoritairement par les multiples alleles HLA-A, -B
ou -C - ainsi que I'absence d’impact du dimorphisme protéique de HLA-E sur sa
capacité a présenter ce répertoire laissent supposer que la nature des complexes
HLA-E/peptide du Soi exprimés au thymus est peu diverse. Il est donc Iégitime
de supposer que la tolérance centrale dans le thymus reposant sur les
mécanismes de sélections positive et négative favorise la conservation du
répertoire T restreint par HLA-E de faible avidité fonctionnelle face aux
complexes HLA-E/peptide du Soi et la délétion de celui de forte avidité
fonctionnelle. En ce sens, la présence d'un répertoire T restreint par HLA-E
spécifique du peptide viral et exogene VMAPRTLIL n’a été documenté a présent

gue chez des individus dont les protéines HLA-C autologues ne fournissaient pas
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le-dit peptide (n=19) (n=4 ; Pietra et al. 2003; Mazzarino et al. 2005 ; n=15;
Sullivan et al. 2015), démontrant une forme de sélection de ce répertoire T. Il
en est de méme pour les réponses dirigées contre les peptides issus de HLA-A :
VMAPRTLLL, (n=1 individu) (Allard et al. 2012) et VMAPRTLVL (n=2 individus)
(Pietra et al. 2003; Mazzarino et al. 2005). Cependant, il est également a noter
qu’il n’a pas été vérifié jusqu’ici qu’un individu ayant un allele HLA fournissant
un de ces peptides ne va pas posséder de répertoire T restreint par HLA-E
spécifique du-dit peptide, a I’'exception du peptide VMAPRTLVL, dont la présence
chez 2 individus HCMV* ne permet pas la mise en place d'une réponse anti-
HCMV dirigée contre lui, tandis que son absence chez 2 autres individus HCMV*

le permet (Mazzarino et al. 2005).

Il a été montré que tous les peptides issus des protéines HLA-Ia et HLA-G
(n=8) permettaient la liaison et la stabilisation de la protéine HLA-E a la surface
cellulaire in vitro indépendamment de I'alléle HLA-E, a I'exception de 2 peptides
issus de HLA-B ayant une Thr en P2 (VTAPRTLLL et VTAPRTVLL (Braud et al.
1997 ; Heatley et al. 2013). Ainsi, le peptide VMAPRTLVL issu de la séquence
signal HLA-Is.11 de la protéine HLA-A*02 appartient au répertoire peptidique
physiologique présenté par HLA-E (Braud et al. 1998). Nos résultats apportent
I'existence d’une corrélation positive entre le niveau d’expression des protéines
HLA-A*02 et HLA-E chez les individus HLA-A*02 (p=0,0093 ; r=0,6659). Si
aucune différence n'a été observée concernant la distribution des peptides
signaux issus de HLA-A ou -B entre les individus HCMV- et HCMV™* (valeurs p
respectives de 0,9460 et 0,4063), nous avons clairement observé que les
individus développant une réponse non conventionnelle restreinte par HLA-E
avaient une distribution des peptides signaux HLA-A autologues statistiquement
différente par rapport aux individus sans réponse (p=0,0096). Plus précisément,
ils semblent posséder une aptitude préférentielle a coder 2 copies du peptide
VMAPRTLVL par leurs alleles HLA-A, et de ce fait, aucune du peptide VMAPRTLLL.
A Iinverse, aucune différence n’a été observée entre les individus avec ou sans
réponse LT HLA-E/UL40 concernant la distribution des peptides issus de HLA-B
(p=0,2714) ou HLA-C (p=0,5733). Toutefois, ces résultats sont a prendre avec
précaution du fait I'absence de séquencage complet de HLA-C dans notre
cohorte, ainsi que du faible nombre d’individus dans certains groupes d’analyse
concernant les différentes répartitions des peptides HLA-B ou HLA-C au sein des

individus.
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Une hypothése quant au role favorable du peptide VMAPRTLVL dans le
développement de réponses T restreintes par HLA-E et spécifiques de UL40 est
gue ce peptide pourrait tout particulierement étre impliqué dans la sélection
thymique de ce répertoire T. Bien qu’aucune différence n’ait été observée entre
les peptides HLA-Is.11 pour leur capacité a stabiliser HLA-E, des différences
alléliques entre les HLA-A, -B ou -C dans leur capacité a fournir le peptide signal
(impact du protéasome, niveau de transcription et/ou traduction des HLA)
pourraient avoir un impact sur la nature du répertoire présenté par HLA-E in
vivo. En ce sens, le niveau d’expression des protéines HLA est variable dans une
cellule. En effet, a I'appui du role du peptide VMAPRTLVL et de facon plus
générale des protéines HLA-A, celles-ci sont retrouvées surexprimées par
rapport aux protéines HLA-C sur des cellules d’origine lymphoide chez des
individus sains, que ce soit a la membrane cellulaire ou dans le cytoplasme des
cellules (Apps et al. 2015). Ainsi, le répertoire physiologique présenté par HLA-
E in vivo pourrait essentiellement étre constitué des peptides issus des protéines
HLA-A propres a chaque individu (VMAPRTLLL et/ou VMAPRTLVL) ainsi que du
peptide VMAPRTVLL issu de certaines protéines HLA-B. De plus, il a été montré
gue le chargement exogene in vitro du peptide VMAPRTLVL sur des cellules
homozygotes HLA-E*01:01 ou homozygotes HLA-E*01:03 favorisait une
expression de la protéine HLA-E membranaire de 2 a 3 fois plus élevée que le
peptide VMAPRTLLL (Lauterbach et al. 2015). Ceci suggere que le peptide
VMAPRTLVL est majoritairement présenté par HLA-E in vivo chez les individus
ayant au moins une protéine HLA-A codant ce peptide. L'expression de
complexes HLA-E/VMAPRTLVL sur les cellules thymiques d’origine épithéliale
et/ou hématopoiétique permettrait alors la sélection positive du répertoire T

restreint par HLA-E au thymus.

Le développement préférentiel de LT restreints HLA-E/peptide HLA-I3-1;
chez les individus ayant deux copies de VMAPRTLVL impliquerait ensuite une
sélection négative peu drastique. Celle-ci pourrait résulter d’une affinité
d’interaction faible entre les TCR et les complexes HLA-E/VMAPRTLVL. Une
étude cristallographique de I'interaction entre le TCR d’un clone T isolé chez un
individu séropositif pour le HCMV et un complexe HLA-E/peptide issu de UL40
est en faveur de cette hypothese (Hoare et al. 2006). En effet, ces travaux ont
montré que I'absence d’un groupement méthyl de la chaine latérale de la valine
en position 8 du peptide VMAPRTLVL (autologue chez cet individu HLA-A*02*/*)
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diminuait trés fortement sa reconnaissance par le TCR comparé aux peptides
exogenes VMAPRTLIL et VMAPRTLLL (Kd~100uM versus ~30uM) (Figure 28).
Ainsi, les individus possédant 2 copies du peptide VMAPRTLVL sélectionneraient
un répertoire de LT restreints HLA-E plus diversifié, de faible affinité pour le
peptide VMAPRTLVL et potentiellement de plus forte affinité pour les autres
peptides HLA-I signal. Cette hypothése sous-entend que le peptide VMAPRTLVL
ne correspondrait jamais au peptide nominal chez les individus possédant ce
peptide, ce que nos résultats et la littérature semblent confirmer (Mazzarino et
al. 2005). A l'inverse, les deux seules populations restreintes HLA-E de notre
étude, pour lesquelles le peptide nominal reconnu est VMAPRTLVL, proviennent

d’individus ne possédant pas ce peptide signal.

Figure 28 : Cas d’étude de I'interaction entre un TCR (KK50.4) spécifique de la protéine HLA-E complexée avec
le peptide VMAPRTLIL. Les 3 boucles CDR 3 du TCR convergent vers la chaine latérale du P8, assurant 11
contacts du TCR avec le complexe sur 77 (14,3%). En outre, 64% (7/11) de ces contacts sont assurés par les
interactions VAW entre certains atomes du TCR et le groupe méthyl CD1 présent sur I'lsoleucine (en orange).
L’absence de ce groupement méthyl sur la Valine dans le peptide VMAPRTLVL augmente la Kp de plus de trois
fois, passant de 30uM a 100uM. D’apres Hoare et al. 2006.

Plusieurs études ont déja mis en évidence une association préférentielle

d’un contexte pathologique avec un génotype HLA-E particulier. L'incidence de
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GVHD sévere et de mortalité liée a la greffe est diminuée chez les patients
receveurs de CSH homozygotes pour HLA-E*01:03 et recevant une greffe de
donneur homozygote pour HLA-E*01:03 (Tamouza et al. 2006; Danzer et al.
2009). L'allele HLA-E*01:01 quant a lui a été associé a la protection contre le
lymphome d’Hodgkin associé a I'EBV dans 2 cohortes distinctes (p=0,001)
(Martin et al. 2015). Bien que nous n’ayons observé aucune différence entre
individus HCMV- et HCMV™ concernant les distributions alléliques (p=0,5748) ou
génotypiques (p=0,1661) de HLA-E, nous avons observé que la présence de LT
CD8 HLA-E/UL40 était préférentiellement associée au statut hétérozygote pour
le géne HLA-E de l'individu HCMV* (p=0,0323), sans toutefois observer de
différence concernant les fréquences alléliques entre les genes HLA-E*01:01 et
01:03 (p=0,7541) entre individus HCMV* répondeurs ou non. Les seules
données de la littérature concernant le développement de LT resteints par HLA-
E rapportent dans le contexte VHC une association positive avec le génotype
homozygote HLA-E*01:01 des individus infectés (p=0,005, n=67 individus)
(Schulte et al. 2009). Ainsi, la conservation équivalente des 2 alléles HLA-E dans
la population ainsi que I'association préférentielle d’un alléle sur un autre dans
certains contextes pathologiques semblent mettre en avant des différences

fonctionnelles entre les protéines HLA-E*01:01 et *01:03.

De maniere générale, les différences entre les alleles HLA (niveau
d’expression membranaire, stabilité en surface, répertoire peptidique présenté)
ont un impact sur leur capacité a induire un répertoire T spécifique d'un antigene
donné. Il a été montré que le micropolymorphisme observé entre deux variants
de l'alleéle HLA-B*35, qui se différencient par un unique acide aminé en position
156 (Leucine pour HLA-B*35:01 contre Arginine pour HLA-B*35:08) avait une
incidence sur la hiérarchie d‘immunodominance de 4 épitopes différents issus
de la protéine virale pp65 présenté dans le contexte HLA-B*35, et donc en
conséquence, sur la mise en place d’'une réponse T anti-HCMV restreinte a ces
variants protéiques (Burrows et al. 2007). En outre, cette étude démontre qu’un
seul acide aminé situé en dehors des poches primaires d’ancrage du peptide
peut malgré tout avoir un impact sur le répertoire peptidique présenté in vivo
entre 2 variants protéiques d'un géne HLA donné. En ce sens, la distinction entre
les 2 protéines HLA-E retrouvées mondialement réparties de facon équivalente
dans la population concerne également un unique acide aminé (position 107).

Localisé en dehors du sillon peptidique et situé sur la face externe du domaine
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a2, celui-ci a été décrit comme n’ayant aucune conséquence sur la conformation
spatiale de la protéine, sa capacité a lier la B2m ou la structure du sillon
peptidique (Strong et al. 2003), ainsi que sur ses capacités d’interactions avec
le TCR de LT restreints par HLA-E (Hoare et al. 2006) ou les récepteurs
CD94/NKG2 (Petrie et al. 2008). Cependant, ce micropolymorphisme impacte
la stabilité et en conséquence la durée d’interaction avec le récepteur
CD94/NKG2 des protéines HLA-E (Strong et al. 2003). A ce jour, le répertoire
peptidique présenté par HLA-E reste largement inexploré. Ainsi, bien qu’il ait
été déterminé in vitro que les 2 variants protéiques partageaient le méme
répertoire peptidique physiologique (peptides signaux HLA-Is.11), des rapports
récents montrent qu‘en cas d’absence des peptides canoniques, deux
répertoires peptidiques non partagés sont présentés in vitro par les protéines
HLA-E*01:01 (36 peptides) et HLA-E*01:03 (56 peptides) (Kraemer et al. 2015;
Celik et al. 2016).

En cas d’infection a HCMV, les protéines virales US6 et UL18 provoquent
I'inhibition des protéines TAP in vitro (Ahn et al. 1997; Kim et al. 2008), et les
orthologues des immunoévasines US2, 3, 6 et 11 dans le RhCMV promeuvent
in vivo I'’évasion du virus aux LT CD8*, en étant indispensable a la réplication et
la dissémination virale durant les sur-infections (Hansen et al. 2010). La
présentation des peptides signaux classiques étant dépendante du systeme TAP,
au contraire de celle des peptides issus d’UL40, l'infection a HCMV pourrait
favoriser in vivo la présentation d'un répertoire peptidique HLA-E quasiment
intégralement constitué du peptide UL401s.,3. Etant donné que les protéines
HLA-E*01:01 et 01:03 pourraient avoir des propriétés différentes en terme de
présentation de répertorie peptidique alternatif, et que nous avons montré que
pres de 1/3 des souches virales HCMV codent pour un peptide viral non
canonique, étre hétérozygote HLA-E*01:01/01:03 serait un avantage pour la

mise en place d’un large répertoire T restreint par HLA-E.

Nous avons caractérisé le polymorphisme du géne viral UL40 dans cette
étude. En accord avec des études précédentes, nous avons identifié que le géne
UL40 possede un fort polymorphisme au niveau de sa séquence signal, et tout
particulierement au niveau du peptide liant HLA-E. Nous avons ainsi pu
apprécier une variabilité importante du peptide UL40is.23, menant a

I'identification de 14 nonameéres, issus de 32 séquencages uniques du gene UL40
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a partir d’échantillons d’ADN prélevés chez 25 patients transplantés rénaux
HCMV*. Nous avons en parallele détecté une réponse T restreinte par HLA-E
anti-HCMV chez 6 individus sur 23 testés, permettant de tirer quelques
observations quant a I'impact des peptides viraux sur l'activation des LT HLA-
E/UL40 en cas d’infection a HCMV. La moitié des séquences codent pour les
peptides VMAPRTLIL et VMAPRTLLL et sont retrouvés chez 13 KTR sur 23. Ils
correspondent aux homologues parfaits de peptides signaux HLA-I3.11 codés par
certains alleles HLA-A et -C. La surreprésentation de ces 2 peptides au sein des
variants de UL401s-23 laisse supposer qu’ils favorisent la mise en place d'une
réponse immunitaire anti-HCMV et restreinte par HLA-E chez les individus
infectés par une souche virale codant I'un d’entre eux. A I'appui, les 2 protéines
HLA-E lient et présentent efficacement les peptides VMAPRTLIL et VMAPRTLLL a
la surface cellulaire (Braud et al. 1998 (b); Strong et al. 2003). En outre, les
complexes formés HLA-E/HLA-Is.;; sont reconnus par les récepteurs
CD94/NKG2, au profit de l'isoforme inhibitrice (CD94/NKG2A), qui posséde une
affinité de 5 a 7 fois supérieure avec ces complexes par rapport a l'isoforme
activatrice (CD94/NKG2C) (Heatley et al. 2013). Ainsi, la présentation de ces 2
peptides par HLA-E permet I'échappement a la lyse médiée par les cellules NK
CD94/NKG2A* contre les cellules infectées par le HCMV in vitro (Heatley et al.
2013). Enfin, le développement de réponses T CD8 spécifiques de HLA-
E/VMAPRTLIL ou HLA-E/VMAPRTLLL a été décrit chez des individus HCMV™ ne
codant pas les peptides homonymes avec leurs HLA autologues, conséquence
probable de la tolérance centrale impactant ce répertoire T. Ainsi,
I'échappement du virus codant soit UL40ymaprriiL SOit UL40ymaprTLLL @UX Féponses
NK CD94/NKG2A* chez lintégralité des individus HCMV* constituerait un
avantage sélectif, par rapport a I'échappement aux réponses T chez uniquement
les individus infectés ayant des HLA autologues codant I'un et/ou l'autre de ces

peptides.

Nous avons également décrit qu’une souche HCMV infectante codait pour
un peptide UL401s.23 tronqué constitutivement de 5 acides aminés consécutifs
(P4 a P8), sans perturbation du cadre de lecture en aval (Tableau 2 de l'article
en page 119). Ceci peut étre le reflet de la pression de sélection exercée par le
systeme immun de I'hdéte sur le HCMV in vivo. Chez 2 KTR, les souches HCMV
infectantes codaient respectivement pour les peptides VMAPRILIL et
VMAPRTLAL, 2 variants quasi-parfaits des peptides VMAPRTLIL et VMAPRTLLL.
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Ces peptides viraux ont été précédemment décrits comme capable de lier et
stabiliser a la membrane HLA-E, et ainsi de permettre l'interaction avec le
récepteur CD94/NKG2A, mais pas son homonyme activateur CD94/NKG2C
(Heatley et al. 2013). Ainsi, la présentation a la surface de cellules infectées de
I'un ou l'autre de ces peptides par HLA-E pourrait protéger la cellule infectée de
la lyse médiée par les cellules NK CD94/NKG2A* et/ou CD94/NKG2C*. Nous
avons aussi identifié des peptides issus de UL4015.23 non caractérisés a ce jour
(VMAPWSLIL et LMAPRTLFL). Du fait que nous n’ayons pas détecté de réponses
T restreintes par HLA-E chez ces deux individus, il est possible que ces peptides
ne soient pas présentés in vivo, bien qu’ils aient tous deux conservés les acides
aminés nécessaires a l'ancrage et a la présentation dans HLA-E (P2, P7 et P9).
Dans un modéle de vaccination contre le SIV chez les macaques rhésus, un
rapport récent a permis de montrer que la protéine HLA-E*01:03 pouvait lier et
présenter efficacement 12 peptides différents issus de la protéine virale Gag,
sans toutefois qu’ils ne possedent de résidus d’ancrage majeurs ou mineurs
favorables a la stabilisation de la protéine HLA-Ib (Hansen et al. 2016). L'étude
in silico de la structure tridimensionnelle de ces complexes HLA-E/peptide de
Gag a démontré que la structure spatiale et conformationelle adoptée par ces
12 épitopes dans le sillon peptidique de HLA-E était superposable et similaire.
Ainsi, des variations spatiales divergentes de peptides viraux par rapport aux
peptides canoniques pourraient empécher la présentation de ces derniers dans
HLA-E.

Nous avons également étudié si le polymorphisme en amont et en aval du
peptide signal UL401s.23 pouvait avoir un impact indirect sur la capacité du
nonamere a étre présenté dans HLA-E. Nous avons étendu l'analyse de la
variabilité des séquences UL40 a I'ensemble de la protéine (AA 1-221), a la
recherche d’éventuels variants qui pourraient influencer I'expression ou la
disponibilité du peptide UL401s.3 se liant a HLA-E. En partant du principe que
les KTR HCMV* répondeurs ont vu le peptide signal UL401s-23 de leur souche
infectante étre clivé et présenté efficacement dans HLA-E, nous avons comparé
dans une analyse préliminaire leurs séquences UL40i.221 a celles issues des
individus HCMV™* non répondeurs. Notre étude met particulierement en évidence
2 résidus hautement variables en position 25 et 37 (jusqu’a 3 acides aminés
différents par position ; 48,3 et 36,7% de variabilité par rapport a la séqguence

consensus respectivement). L'acide aminé 25 appartient a la région h (AA 21-
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30), une portion de la séquence signal UL40 exclusivement constituée d’acides
aminés hydrophobes et favorisant linsertion de cette derniere dans la
membrane du RE, tandis que le résidu 37 correspond a I'acide aminé terminal
de la séquence signal UL40:.3; et constitue le site de clivage de UL40 par
I'enzyme SPase (Prod’homme et al. 2012). Ainsi, les mutations détectées sur
ces 2 résidus pourraient avoir un impact sur la prise en charge de la séquence
signal UL401-3; par les éléments du RE responsables du relargage du peptide
UL4015-23. Cependant, I'analyse position par position n‘a pu mettre en avant de
différences entre ces multiples variants UL40 (p>0,5) et la présence de LT

restreints par HLA-E chez ces individus.

Nous avons montré que la présence de LT restreints par HLA-E est
statistiquement associée a la présence de l'allele HLA-A*02 chez les répondeurs
HCMV* (p=0,0026). Une hypothése possible est que les LT spécifiques de HLA-
E/UL40 soient capables de réaction croisée envers les protéines HLA-A*02
compléxées avec des peptides signaux UL40is3, bien qu‘aucune étude n’ait
décrit un phénomeéne semblable a ce jour. Bien que les protéines HLA-E et HLA-
A*02 ne partagent que 76% d’identité dans les domaines extracellulaires, la
superposition des structures spatiales de HLA-A*02/peptide et HLA-E/peptide
déterminées par cristallographie ne montre pas de différence entre les deux ;
de méme la taille, la largeur et la profondeur du sillon peptidique demeurent
similaires (O’Callaghan et al. 1998)(Figure 29).

Figure 29 : Vue du dessus d’une superposition des sillons peptidiques des molécules HLA-E (en rouge) et HLA-
A*02 (en bleu), stabilisées par de multiples nonapeptides propres a chaque protéine (multiples couleurs).
D’aprés O’Callaghan et al. 1998.

D’autre part, la protéine HLA-A*02 peut lier et présenter des peptides

signaux HLAs.11 in vitro, du fait que les résidus d’ancrage pour les protéines HLA-

174 -



A*02 et -E sont similaires pour P2 et P9 (Lampen et al. 2013). En ce sens, nous
avons observé une augmentation de I'expression membranaire de la protéine
HLA-A*02 sur une lignée cellulaire déficiente pour TAP aprés chargement
exogene de plusieurs peptides signaux HLAs.1;. Dans un contexte d’infection a
HCMV, I'absence d’un systéeme TAP fonctionnel couplé a la présence de peptide
UL401523 délivré indépendamment de TAP conduiraient a la présentation
membranaire de complexes HLA-E/UL40 et HLA-A*02/UL40.

L'absence de développement de réponses T anti-HCMV restreinte par HLA-
E chez tous les individus HCMV* peut étre due aux propriétés de tropisme
cellulaire des souches infectantes. En effet, Hansen et collaborateurs ont
récemment décrit que la vaccination de macaque rhésus contre le SIV par un
vecteur recombinant RhCMV codant la protéine virale Gag et ayant un tropisme
préférentiel pour les fibroblastes induisait des réponses T CD8 restreintes par le
CMH-E élevées et fréquentes de type TEM, dirigées contre plus de 20 épitopes
Gag chez l'intégralité des macaques rhésus vaccinés (n=42) (Hansen et al.
2016). De maniere plus étonnante, chez ces macaques, aucune réponse T CD8
n’était restreinte par des CMH-I conventionnels, tandis que la vaccination par le
vecteur recombinant codant Gag mais non modifié pour son tropisme induisait

une réponse T CD8 classique.

CARACTERISTIQUES ET ROLE DE LA REPONSE T CD8 HLA-E/UL40

Les propriétés physiologiques globalement similaires des 2 formes
protéiques HLA-E au sein de la population mondiale (séquence, conformation,
liaison a la B2m et répertoire physiologique identiques), ainsi que la relative
conservation doublée d'un mimétisme parfait des divers peptides UL401s.23
décrits par rapport aux peptides physiologiques HLA-I5.11, soulévent la question
d’un répertoire de LT HLA-E/UL40 a TCR public.

Des études précédentes ont identifié que les lymphocytes T restreints par
HLA-E spécifiques du HCMV se caractérisaient par I'amplification monoclonale
de cellules exprimant les chaines VB3, 5.1, 9, 16 ou 22 chez 6 individus HCMV+
différents (Pietra et al. 2001; Romagnani et al. 2002; Pietra et al. 2003). Notre
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étude du répertoire T VB quasi/pauciclonal chez 5 KTR HCMV* a permis d’élargir
cette liste a de nouvelles chaines non décrites a ce jour : VB1, 2, 7.1, 8, 12,
13.1, 13.2, 13.6, 14, 17 et 23. En conséquence, |'existence d’'un répertoire T a
TCR public avec une chaine VB partagée semble compromise. Cependant, a
I'instar des iINKT qui partagent l'expression d’un TCR public semi-invariant,
I'existence chez les individus d’un répertoire T restreint par HLA-E partageant
une chaine commune Va demeure possible. La caractérisation de l'interaction
entre complexes HLA-E/UL40;5.25 et TCR a permis l'identification de la chaine
Va26 a partir d'une population monoclonale isolée chez un individu HCMV*
(Hoare et al. 2006). De plus, il est apparu que cette chaine Va était responsable
de 46% de l'interaction du TCR avec la protéine HLA-E compléxée, en contactant
notamment les domaines al et a2 de HLA-E et les résidus P4, P5, et dans une
moindre mesure P6, du peptide UL401s5-,3/HLA-I5.11 présenté. Les acides aminés
P4, P5 et P6 sont extrémement conservés au sein des peptides signaux HLA-Ia
et ne présentent aucune variabilité entre les 7 peptides HLA-Isp physiologiques
(a I'exception de la variation de Thr vers Ala en P6 sur 1 peptide parmi les 7).
Ainsi le partage d’'une chaine commune Va au sein de ce répertoire T pourrait
constituer les bases de la reconnaissance de la protéine HLA-E par les TCR de
LT HLA-E/UL40.

Quelques rares études se sont focalisées sur la caractérisation du
phénotype et de la fonction des LT restreints par HLA-E chez I'Homme (voir
Partie 4 de I'introduction). De maniere globale, les populations T restreintes par
HLA-E sont des LT aB simple positive CD8, dont on connait uniqguement leur
capacité a produire de I'IFN-y suite a la stimulation spécifique ou non de la voie
TCR-CD3. Nous avons montré que ces populations arborent dans un contexte
d’infection a HCMV un phénotype typique de cellules T CD8* effectrice-mémaoires
(CD3* CD8* CD4" TCRaB* CD45R0OMe" CD45RAPw CD27- CD28 CCR7  CD62L"),
similaire en ce sens au profil décrit par notre équipe pour une population
monoclonale Mart.22 issue de PBMCs d'un patient transplanté rénal HCMV*
(Allard et al. 2012).
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D’un point de vue fonctionnel, ces populations T se caractérisent
majoritairement par un profil cytokinique Th1l aprés stimulation non spécifique
de la voie TCR-CD3, en produisant notamment du TNF-a, de I'IFN-y et de I'IL-
2, confirmant nos résultats préliminaires sur le clone Mart.22 (Allard et al.
2012). Nous avons également observé que la population dérivée de KTR#104
et les deux populations clonales (Mart.22 et Biol.14) produisaient de I'IL-4 et
de I'IL-13 suite a une stimulation OKT3, bien qu’en de moindre mesure par
rapport aux cytokines Th1, montrant néanmoins que ces populations T peuvent
potentiellement avoir des propriétés conjointes de type Th2. Auparavant, les LT
spécifiques de complexes HLA-E/UL40 ont été décrits chez 4 individus HCMV+
comme des LT CD8* TEMRA, a savoir CD45R0O" CD45RA*, capables de sécréter
de I'IFN-y mais pas d’IL-2 (Mazzarino et al. 2005), laissant supposer que ces
lymphocytes T étaient dans un stade de maturation plus différencié. Dans le
contexte de l'infection a Mtb, les LT HLA-E/Mtb arborent un phénotype TEM et
se distinguent ex vivo des LT HLA-E/UL40 en ayant essentiellement un profil
cytokinique de type Th2 (TNF-a*/- IFN-y IL-4* IL-5*/-IL-10*/-IL-13*) (Caccamo
et al. 2015; van Meijgaarden et al. 2015). Ils peuvent ainsi enclencher in vitro
I'activation de LB induisant les sécrétions d'IL-6 (van Meijgaarden et al. 2015),
d’'IgM et d'IgG (Caccamo et al. 2015).

Nous avons observé que les populations T spécifiques de complexes HLA-
E/UL40 isolées de 5 individus HCMV* présentent un phénotype cytotoxique
caractérisé par la production de granzymes A et B, de perforine et par
I'exposition de molécules CD107a a leur surface suite a une stimulation non
spécifique. Ces résultats sont en accord avec la capacité in vitro de ces cellules
a lyser des cellules infectées par le HCMV par reconnaissance spécifique du
peptide signal fourni par UL40 (Pietra et al. 2003; Mazzarino et al. 2005). Cette
fonction cytotoxique des LT restreints par HLA-E, médiée par la sécrétion de
perforine et de granzymes, a également été décrite dans de multiples
contextes : l'infection a Mtb (Lewinsohn et al. 1998; Lewinsohn et al. 2000;
Heinzel et al. 2002; Joosten et al. 2010), l'infection a Set (Salerno-Gongcalves
et al. 2004), ainsi que la reconnaissance autologue du Soi stressé (Li et al. 2001;
Jiang et al. 2010) ou autoréactif (Sep) (Correale et Villa 2008).

De fagon intéressante, nous avons observé dans cette étude que le

marqueur PD-1 était plus exprimé ex vivo par les LT CD8 HLA-A*02/pp65 que
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par les LT HLA-E/UL40 (p=0,0424). En outre, cette différence d’expression est
maintenue durant les mois post-infection. Le récepteur PD-1 est généralement
associé a un état d’exhaustion des populations T, notamment dans les contextes
de stimulation chronique des réponses immunes (infection virale et réponse
anti-tumorale) (Simon et Labarriere 2017). L'absence d’expression
membranaire de PD-1 ex vivo par les LT HLA-E/UL40 pourrait étre le reflet d’'une
incapacité de ces cellules a exprimer le géne codant PD-1 par rapport a la
réponse T HLA-A*02/pp65. Dans le contexte du mélanome, une portion des
lymphocytes T spécifiques de HLA-A*02/Melan-A (un épitope du Soi exprimé
par les melanocytes et surexprimé dans les mélanomes) s’avere incapable
d’exprimer le récepteur PD-1 que ce soit au repos ou apres stimulation
spécifique, du fait d’'un état de méthylation constitutif du promoteur du gene
codant PD-1. De plus, il a été observé que I'expression de PD-1 par les HLA-
A*02/Melan-A est corrélée a l'avidité fonctionnelle des LT ; ainsi, le répertoire
PD-1"%9 correspond a des LT de faible avidité fonctionnelle (Simon et al. 2016).
Les LT HLA-E/UL40 étant essentiellement PD-1"°9 posséderaient donc des TCR
de faible affinité. A I'appui de cette hypothése, le TCR d’un clone LT spécifique
d’'un complexe HLA-E/UL40 présente une affinité basse contre son épitope viral
nominal exogéne (Kd=30uM) et trés faible (Kd=100uM) contre un peptide
autologue (Hoare et al. 2006). Les capacités de reconnaissance nominale de ces
populations T sont probablement limitées au thymus par la conservation d’un
répertoire de faible affinité envers des épitopes du Soi du fait du risque de
réactivité croisée de ces populations envers le peptidome physiologique de HLA-
E. L'incapacité de ces LT a exprimer le récepteur inhibiteur apres stimulation
pourrait étre lié a la sélection thymique d'un répertoire de faible avidité envers

des épitopes du Soi.

IMPACT CLINIQUE DE LA REPONSE T CD8 HLA-E/UL40

Les TCR des LT CD8 HLA-E/UL40 possédent un potentiel de reconnaissance
de multiples épitopes, a la fois partagés par UL40 et HLA-I, qui différent les uns

des autres par 1 ou 2 acides aminés, soulevant une fonction cytolytique
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potentielle envers des cellules non infectées autologues ou allogéniques dans

un contexte de transplantation.

De maniere surprenante, nous avons observé que les populations T
restreintes par HLA-E de 4 individus sur les 5 testés sont capables de reconnaitre
spécifiquement des complexes HLA-E/HLA-I5.11 autologues. Chez deux KTR, le
peptide viral UL40;s-23 nominal (fourni par la souche infectante) correspond a un
peptide HLA-I autologue (VMAPRTLIL pour KTR #108 et VMAPRTLLL pour
KTR#109 respectivement fournis par HLA-C et HLA-A). Cependant la détection
de production de TNF-a suite a une stimulation spécifique in vitro ne signifie pas
pour autant que ces LT ont nécessairement un potentiel cytolytique, a I'instar
de certains clones T restreints par HLA-E de type Th2 dans I'infection a Mtb (van
Meijgaarden et al. 2015). De méme, I'équipe de MINGARI et MORETTA a montré
que les LT CD8 HLA-E/UL40 ne sont pas capables in vitro de lyser spontanément
des cellules autologues (Pietra et al. 2001) et le peuvent uniguement apres
chargement du peptide viral (Pietra et al. 2003). Nous n’avons pas non plus
observé de potentiel de reconnaissance autologue spontanée parmi les
populations T triées, malgré lI'expression de HLA-E a leur membrane. Notre
équipe a précédemment décrit que le clone Mart.22 est capable de
reconnaissance croisée envers un épitope du Soi (VMAPRTLIL), mais que cette
capacité autolytique est finement contr6lée par l'engagement du récepteur
inhibiteur KIR2DL2 avec les HLA-C autologues (Allard et al. 2012). En ce sens,
seul I'ajout d’'un Ac bloquant anti-KIR2DL2 enclenche la lyse fratricide de cette

population monoclonale in vitro (Allard et al. 2012).

L'expression de récepteurs inhibiteurs de type iNKR (KIR2/3DL, ILT-2,
CD94/NKG2A) est un marqueur spécifique de ces LT CD8 HLA-E/UL40 (Pietra et
al. 2001; Romagnani et al. 2002, 2004; Allard et al. 2012) bien que les
récepteurs ILT-2 et CD94/NKG2A ne diminuent que peu ou pas |'activation des
LT au contraire des KIR inhibiteurs (Romagnani et al. 2002; Mazzarino et al.
2005; Allard et al. 2012). L'expression de récepteurs inhibiteurs de type
KIR2/3DL participent a I'’éducation du répertoire NK et a la tolérance au Soi
physiologique des cellules NK envers des cellules autologues (pour revue Nash
et al. 2014). De facon similaire, I'expression native de récepteurs inhibiteurs
KIR2/3DL ainsi que la délétion du répertoire de haute avidité envers des

peptides HLA-Is.;; autologues pourraient conduire a la conservation d’un
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répertoire T restreint HLA-E de moyenne a faible avidité fonctionnelle envers
des peptides du Soi. En ce sens, nous avons observé que sur les 7 populations
testées, les trois populations de LT HLA-E/UL40 ne reconnaissant pas un peptide
a la fois viral et a la fois autologue, n‘expriment peu voire pas de récepteurs
membranaires KIR, au contraire des quatre autres. Ceci permettrait une
absence de réactivité de ces populations contre des cellules autologues saines
tout en favorisant I’élimination des cellules infectées par le HCMV du fait de la

diminution de leur expression membranaire de HLA-Ia.

Dans un contexte de transplantation d’organe, l'interface entre les tissus
du receveur et ceux du donneur est essentiellement constituée de cellules
endothéliales allogéniques. Les cellules endothéliales sont les principales
sources d’expression de HLA-E in vivo en dehors du compartiment lymphoide
dans un greffon (Coupel et al. 2007). Nous supposons que les lymphocytes T
restreints par HLA-E spécifiques de UL40:s.23 peuvent potentiellement
reconnaitre et lyser des cellules endothéliales allogéniques dans un contexte de
transplantation d’organe allogénique, pouvant engendrer des lésions vasculaires
et participer ainsi aux mécanismes de rejet. En effet, nous avons observé une
production de TNF-a par les populations T polyclonales HLA-E/UL40 suite a la
reconnaissance de peptides issus de HLA-I allogéniques se différenciant du
peptide nominal par 1 a 2 acides aminés, préférentiellement en positions P6, P7
et P8. Nous avons montré in vitro que la population monoclonale Mart.22 était
capable spontanément de reconnaitre et lyser des cellules endothéliales
allogéniques non infectées par le HCMV. Cependant, la présence d‘alléles HLA,
ligands de KIR inhibiteurs, couplée a celle des peptides signaux reconnus par le
TCR, limitent la réactivité des LT restreints par HLA-E envers les cellules

allogéniques in vitro (Allard et al. 2012).

Une légere corrélation négative a été observée entre I'évolution de la
créatinine (M12-M3) et le nombre de désappariements des peptides signaux
HLA-Ia dans une cohorte de KTR (n=139) (p<0,05) (Battle et al. 2013). Dans
une petite cohorte de 15 patients transplantés pulmonaires HCMV*, la présence
de LT spécifiques de HLA-E/UL40 est associé au développement de syndrome
de bronchiolite obliterans a 5 ans post-greffe (p=0,007), mais pas au rejet aigu
cellulaire (p=0,11) (Sullivan et al. 2015). Il est important de noter que ces 15

patients analysés ont été pré-sectionnés sur la base de leur incapacité a fournir
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le peptide VMAPRTLIL - un des peptides viraux UL40is-235 des plus fréguents -
par leurs propres protéines HLA-C, et sur la capacité du greffon a présenter des
complexes natifs HLA-EvmaprTiiL, @U contraire de notre étude. A l'issue de notre
analyse préliminaire, nous n‘avons pas observé de dégradation de la fonction
rénale liée a la présence de LT HLA-E/UL40 chez les individus HCMV* suite a
I'’étude de I’évolution des rapports de créatinine et protéinurie au cours du
temps. Cependant, nous avons observé que 4 patients HCMV* sur 12 ayant
développé uniquement une réponse T restreinte par HLA-E ont subis une crise
de rejet cellulaire prouvée par biopsie durant leur premiere année post-
transplantation contre aucun des patients HCMV* ayant développé une réponse
T restreinte par HLA-A*02.

La capacité de reconnaissance croisée de ces populations T peut laisser
suspecter de multiples réles in vivo. En effet, les LT restreints par HLA-E
spécifique de UL40:s-23 sont également capables de reconnaissance croisée
envers des peptides issus de I'EBV (SQAPLPCVL) et du virus Influenza
(ILGKVFTLT) (Garcia et al. 2002; Romagnani et al. 2002), et pourraient

participer dans la lutte contre ces 2 infections virales.

En outre, ces populations T peuvent également lyser des cellules de
mélanome par reconnaissance spécifique méme si avec une faible avidité des
complexes HLA-E/AMAPIKTHL ou HLA-E/AMAPIKVRL, 2 peptides issus de
I'épissage alternatif de I’ARNm codant Prdx5 (Sensi et al. 2009). Les LT CD8
HLA-E/UL40 peuvent éliminer in vitro des cellules tumorales d’origine
allogénique (Romagnani et al. 2002). De maniere générale, |'expression de
protéines HLA-Ia par les cellules tumorales joue un réle primordial dans la
capacité des effecteurs immuns cytotoxiques a reconnaitre des cellules
tumorales. La pression exercée par le systeme immunitaire couplée a l'instabilité
génétique des cancers ménent a la sélection de cellules tumorales résistantes
ayant une expression diminuée des protéines du CMH, constituant ainsi un des
mécanismes majeurs d’échappement tumoral (Campoli et Ferrone 2008). Du
fait que I'expression de la protéine HLA-E est induite ou augmentée dans de

nombreux cancers, la présence des populations T restreintes par HLA-E
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pourraient participer positivement in vivo a la surveillance immunitaire
antitumorale des variants tumoraux déficients pour I'expression des HLA-Ia,
tout comme le répertoire T restreint par Qa-1 participe a la surveillance des

tumeurs déficientes pour TAP in vivo chez la souris (Oliveira et al. 2010).

CONCLUSION & PERSPECTIVES

A travers cette étude, nous avons déterminé que le développement de
lymphocytes T restreints par HLA-E spécifiques de UL40:s-23 est déclenché par
I'infection @ HCMV chez au moins 30% des individus. L’évaluation de cette
fréquence est potentiellement sous-estimée, et en conséquence, il serait
intéressant de réévaluer la proportion de développement de LT HLA-E/UL40
parmi la population HCMV* obtenue dans notre étude par ELISPOT.

La génération de cette population non conventionnelle dépend de multiples
facteurs propres au virus (séquence UL40:s5.3 infectante) et a I’'hdte (allele HLA-
A*02, hétérozygotie pour HLA-E). Nous avons également observé une tendance
a l'association des alleles HLA-B*51 et HLA-C*15 avec le développement de
cette réponse T. L'inclusion de plus de patients dans notre cohorte pourra

permettre d’éclaircir ce point.

Ces populations T possedent in vitro un profil de LT de type TEM/TEMRA
ainsi qu’un potentiel cytolytique et cytokinique de type Tcl. L'emploi de
technologies de séquencage devrait nous permettre de caractériser plus
finement le phénotype de ces populations, en comparaison de la réponse T anti-
HCMV conventionnelle. Nous avons pour projet actuellement de déterminer le
role de ces populations T dans le contexte de l'infection a HCMV, en étudiant
notamment leurs capacités fonctionnelles envers des cellules infectées par le
HCMV (fonction cytotoxique), mais également envers des cellules du systeme
immunitaire (LT ap CD4*, LT aB CD8*, LT yd, DC) suite a leur activation

(fonction suppressive).

Ces LT HLA-E/UL40 posseédent la capacité in vitro de reconnaitre de
maniere croisée des peptides allogéniques présentés in vivo par les cellules du
greffon dans un contexte de transplantation, et tout particulierement par les

cellules endothéliales. Nous avons fait |'observation que les patients
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développant uniquement la réponse T restreinte par HLA-E anti-HCMV ont
tendance a développer plus de rejets cellulaires précoces (< 1 an). Nous avons
pour objectif d’étudier ce potentiel délétere dans le contexte de la
transplantation rénale a I'aide d’une cohorte constituée sur la base de l'infection
a HCMV du patient et le statut de rejet du greffon, par analyses d’échantillons

sanguins et de biopsies.

De maniére plus générale, nos résultats soulignent I'importance d’étudier
ces populations T CD8 restreintes par HLA-E dans de multiples contextes
pathologiques. En effet, le polymorphisme mineur de la protéine HLA-E au sein
de la population mondiale permettrait le développement d’outils universels de
détection de réponse immune et de vaccination applicables a tous dans les
contextes d’infections a Mtb, VIH et HCMV.
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ABSTRACT

Although CD4*CD8" double positive (DP) T cells represent a small fraction of peripheral T lymphocytes in
healthy human donors, their frequency is often increased under pathological conditions (in blood and
targeted tissues). In solid cancers such as melanoma, we previously demonstrated an enrichment of tumor
reactive CD4°CD8"9"wp DP T cells among tumor-infiltrating lymphocytes of unknown function. Similarly
to their single positive (SP) CD8" counterparts, intra-melanoma DP T cells recognized melanoma cell lines
in an HLA-class-| restricted context. However, they presented a poor cytotoxic activity but a strong
production of diverse Th1 and Th2 cytokines. The aim of this study was to clearly define the role of intra-
melanoma CD4°*“CD8""wg DP T cells in the antitumor immune response. Based on a comparative
transcriptome analysis between intra-melanoma SP CD4%, SP CD8" and DP autologous melanoma-
infiltrating T-cell compartments, we evidenced an overexpression of the CD40L co-stimulatory molecule
on activated DP T cells. We showed that, like SP CD4™ T cells, and through CD40L involvement, DP T cells
are able to induce both proliferation and differentiation of B lymphocytes and maturation of functional
DCs able to efficiently prime cytotoxic melanoma-specific CD8 T-cell responses. Taken together, these
results highlight the helper potential of atypical DP T cells and their role in potentiating antitumor
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Introduction

It has long been admitted that the distribution of CD4*CD8"
double positive (DP) T cells was not limited to the thymus, and
that mature DP T cells were also present in the peripheral blood
of healthy humans as a distinct T lymphocyte population.’?
This rare population, accounting for 1-2% of total peripheral T
lymphocytes in healthy recipients,™* regroups at least three dif-
ferent subsets according to the surface expression level of the
CD4" and CD8" co-receptors (CD4Me"Cpgv, CD4Me"CDs-
high and CD4'°VCD8"#") and on the nature of the CD8" dimer
expressed (CD8aa or CD8«f).>® Although not clearly estab-
lished, these diverse phenotypes may reflect different lineage
origins according to their thymic or peripheral differentia-
tion.”*® DP T cells were largely described in diverse pathologi-
cal contexts such as infectious diseases,”!''* autoimmune
syndromes,">"” inflammatory disorders'®> and cancer.>' > In
most cases, a peculiar DP T-cell subset was generally found
enriched in the blood and/or in the target organ, suggesting
their involvement in the pathological process. Functional analy-
ses in a given context attributed at least three different

functions for DP T cells from regulatory propetties to helper or
cytotoxic activity (for review, see Overgaard et al.*®). In human
cancer, DP T-cell subsets were found enriched at the tumor site
in lymphomas (cutaneous T-cell lymphoma and nodular lym-
phocyte predominant Hodgkin lymphoma)*** and solid
tumors (melanoma, colorectal cancer and breast cancer)?>*>%
and were described as a tumor-reactive population suggesting
their role in the antitumor immune response. From one cancer
setting to another, opposite results were obtained regarding DP
T-cell function and phenotype; therefore, their study should be
dealt on a case-by-case basis. An efficient cytolytic activity was
attributed to the CD4™#"CD8"" DP T-cell subset found in lym-
phoma.”' Conversely, in solid tumors, we reported at least two
different phenotypic DP T-cell subsets, the CD4'°*CD8"¢" Dp
T-cell subpopulation in melanoma and breast cancer*>** and
the CD4"8"CD8"&" DP T-cell subpopulation in colorectal can-
cer,” both sharing the CD8«g dimer.

Because the frequency of these DP T cells was positively cor-
related with advanced cancer stage, we initially thought that
intra-tumor DP T cells could exert regulatory functions.
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However, we excluded this hypothesis as DP T cells (i) did not
expressed any regulatory markers nor secreted immunoregula-
tory cytokines and (ii) did not suppress proliferation and cyto-
kine production by various T-cell subsets (personal
unupublished results). In addition, even these DP T cells shared
class-I restriction with single positive (SP) CD8" T cells, they
did not exhibit high cytotoxic activity ruling out the hypothesis
that cytotoxicity may represent their main function. Interest-
ingly, we previously showed that melanoma infiltrating DP T
cells were able to secrete high level of diverse Thl and Th2
cytokines mostly IL-13 and TNF-.>* In addition, we demon-
strated that DP T cells expressed high levels of TL-9R and that
IL-9 both promotes their survival and their activation.”’

In this study, we soughed out to clearly delineate the function
of the melanoma-infiltrating CD4'**CD8"" 8 DP T-cell subset
(referred to as DP T cells for the rest of this manuscript) in order
to define their role in the global antitumor immune response.

Starting from a comparative transcriptome analysis between
autologous DP, SP CD4" and SP CD8" T-cell subsets sorted
from melanoma-invaded lymph nodes, we identified a similar
overexpression of the co-stimulatory molecule CD40L on acti-
vated DP and SP CD4" T cells compared to SP CD8" T cells.
The expression of this key helper T-cell molecule by DP T cells
led us to explore the potential helper function of these class-I
restricted population. Results showed that CD40L allowed DP
T cells to exert in vitro efficient helper activities on B cells and
dendritic cells (DCs).

Results

CD40L overexpression is induced after activation of
melanoma-infiltrating DP T cells

To decipher the role of the intra-melanoma DP T-cell popula-
tion in melanoma, we initiated a comparative transcriptome
analysis between autologous melanoma-infiltrating DP, SP
CD4%" and SP CD8" T lymphocytes at rest and upon anti-CD3
Ab activation. The three subpopulations were sorted from eight
tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) lines previously estab-
lished from melanoma-invaded lymph nodes.”” This analysis
showed that DP T cells shared with SP CD4™ T cells the ability
to significantly induce the expression of CD40L mRNA upon
activation (p < 0.01) (Fig. 1A), a key feature in CD4" helper
functions.”® This expression was similar between SP CD4" and
DP T cells and significantly elevated compared to SP CD8* T
cells (p < 0.01). These results were further confirmed by qPCR
analysis (Fig. 1B). However, the expression profile of CD40L by
activated DP T cells appeared more heterogeneous compared
to SP CD4™ T cells. Flow cytometry identified at least three
CD40L surface expression patterns on activated DP T cells: (i)
some DP T-cell populations (3/8) expressed CD40L at a similar
level than SP CD4™ T cells (>90 %), (ii) others (4/8) presented
an intermediate expression level (50-80%) and (iii) one DP T-
cell population displayed a poor expression (<10 %) (Fig. 1C).
Although not significant, a non-negligible proportion (from 5%
to 50%) of SP CD8™ T cells expressed CD40L. We also assessed
the induction of CD40L expression by DP T cells in a more
physiological context by using a tumor-reactive DP T-cell clone
M314.13.2 that we have previously isolated from one

melanoma TIL population.”® Following 6 h of co-culture with
the autologous melanoma cell line M314, we observed a strong
expression of the CD40L by the DP T-cell clone at a similar
level to the one obtained upon non-specific anti-CD3 activation
(Fig. S1). It is noteworthy that patients presenting the highest
CD40L level on DP T cells were not necessarily the same as the
ones expressing highest CD40L levels on CD4" T cells. Since
CD40L, through its interaction with its cognate receptor CD40,
is a key element in T-cell help delivery, these data suggested
that intra-tumor DP T cells could exert a helper function. To
evaluate this hypothesis, we selected three representative DP
T-cell populations for functional assays: two with a high
CD40L expression (M125 and M265) and one with an interme-
diary expression level (M305) (Fig. 1D). As positive and nega-
tive controls, DP T cells were systematically compared to
autologous SP CD4" and SP CD8" T cells. Since it was clearly
demonstrated in the literature that CD40L-expressing CD8"
T cells can exert helper properties,>' and as a fraction of
autologous SP CD8" TILs expressed a non-negligible amount
of CD40L, their use as a negative control was unsuitable. There-
fore, sorted CD40L-negative (CD40L™) CD8™ T cells were used
as a proper negative control (Fig. 1D).

Intra-tumor DP T cells induce memory B-cell proliferation
and differentiation through the CD40L engagement

We started investigating CD40L functionality by looking at the
ability of DP T cells to mediate B-cell help. Allogeneic CD19" B
cells were co-cultured with activated DP, SP CD4" or SP
CD40L~ CD8™ T cells; B-cell proliferation was monitored 4 d
later by CFSE dilution assay. Pre-activated SP CD4™" T cells and,
to a lower extent, DP T cells induced B-cell proliferation
(Fig. 2A and B). This induction was not achieved with resting SP
CD4" and DP T cells (data not shown). As expected,” SP CD§*
CD40L™ largely failed to induce B-cell proliferation (Fig. 2A and
B). According to the DP T-cell population tested, the B-cell pro-
liferation ranged from 50% to 80%, a result consistent with the
CD40L expression levels on each DP T-cell subset. We further
investigated whether the B-cell proliferation induced in our co-
culture conditions was the result of naive or memory B-cell pro-
liferation. These two B-cell subsets were isolated from CD19" B
cells on the basis of CD27 expression®* and individually co-cul-
tured with each activated T-cell subset. SP CD4" T cells and, to
a lower extent, DP T cells led to a modest proliferation of naive
B cells (Fig. 2A and C). Memory B-cell proliferation was induced
by both DP T cells and SP CD4* T cells with a comparable effi-
ciency, whereas SP CD8" CD40L ™ T cells were still inefficient.
With the three DP T-cell populations tested, we obtained an
average proliferation rate of naive and memory B cells up to
20% and 60%, respectively (Fig. 2C). To investigate the role of
CD40-CD40L interaction in this process, the same experiments
were performed in the presence of soluble CD40. Addition of a
soluble CD40, added at the beginning of the co-culture, induced
a clear decrease in memory B-cell proliferation up to 30%
(Fig. 2D). This partial inhibition suggested the involvement of
other co-stimulation pathways.

We then studied if, in addition to allow memory B-cell
proliferation, DP T cells could support their differentiation
into terminally differentiated B cells. Plasma cells
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Figure 1. CDA40L overexpression is induced on intra-melanoma DP T cells upon activation. CD40L expression of intra-melanoma SP CD4™ (black diamonds), DP (white
circles) and SP CD8™ (black triangles) T-cell lines isolated from TILs, stimulated (S) or not (NS) with anti-CD3 mAb for 6 h was determined by (A) microarray analysis, (B)
quantitative RT-PCR analysis and (C) flow cytometry (n = 8 melanoma patients). Results are expressed as mean + SEM. Statistical analysis was performed using the one-
way ANOVA analysis, followed by a Tukey multiple comparison test. ‘p < 0.05, *"p < 0.01, ***p < 0.001, “"*p < 0.0001. (D) Representative flow cytometry staining of
CD40L following anti-CD3 activation on the 3 autologous intra-melanoma SP CD4™, DP, SP CD8* and SP CD8™ CD40L™ TIL sub-populations (M125, M265 and M305)
selected for further experiments. Cells were co-stained with CD4", CD8« mAbs and with either the isotype control (filled histogram) or CD40L mAb (open histogram).

Numbers indicated represent the percentages of CD40L" cells.

(CD19*CD277CD38Me"CD20'°¥CD138~) and  terminally
differentiated plasma cells (CD19*CD27"CD38"¢"CD20""
CD138") were counted 7 d after the initiation of the co-culture
(Fig. 3A). Activated DP T cells induced the development of
plasma cells from memory B cells at a level similar to SP CD4"
T cells (Fig. 3B). In addition, SP CD4™ cells and DP T cells were
able to generate terminally differentiated plasma cells, more effi-
ciently than SP CD8' CD40L™ T cells. Moreover, B-cell differ-
entiation induced by DP and SP CD4™ T cells was associated
with the production of IgG (Fig. 3B). Taken together, these
results showed that intra-tumor DP T cells share a similar helper
potential with intra-tumor SP CD4™ T cells to promote B-cell
proliferation and differentiation and that this function was par-
tially dependent on CD40L.

Intra-tumor DP T cells allow the maturation of functional
DCs able to prime antitumor CD8" T-cell responses

We then evaluated the ability of DP T cells to induce DC acti-
vation and efficient cross-priming of antitumor CD8" T cells.
Immature DCs differentiated from healthy blood monocytes
(Mo-DCs) were co-cultured with activated DP, SP CD4% or SP
CD$" T cells for 36 h before analyzing the expression of

maturation markers by flow cytometry. Activated DP T cells
strongly induced DC maturation from immature Mo-DCs as
illustrated by an increased expression of CD83, CD80, CD86
and HLA-DR compared to immature Mo-DCs alone, whereas
SP CD8*' CD40L™ T cells were poorly effective (Fig. 4A and B).
For all DP T-cell populations tested, CD80, CD86 and HLA-
DR expression levels were comparable to those of activated SP
CD4" T cells. CD83 expression was controversial between the
three DP T-cell populations tested with two of them failing in
inducing its expression, suggesting that DP T cells induced a
less matured DC phenotype than SP CD4™" T cells.

We next asked whether direct contact between DP T cells
and immature DCs was required to induce DC maturation.
Using Transwell plates, we did not observe any phenotypic
maturation of the DCs as assessed by the lack of CD83 expres-
sion and the low increase of CD80, CD86 and HLA-DR expres-
sions, when immature DCs and activated DP T cells were
cultured in separate chambers (Fig. 4C). These data demon-
strated that the maturation of DC induced by DP T-cells was
dependent on cell-cell contacts, in support of the role of CD40/
CDA40L interaction.

To determine whether DP T-cell-matured DCs were func-
tional, we investigated their ability to prime Melan-A-specific
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Figure 2. Intra-melanoma DP T cells mediate memory B-cell proliferation through CD40L engagement. Intra-melanoma SP CD4*, DP and SP CD8" CD40L™ T-cell lines
were co-cultured with CFSE-labeled B cells for 4 d at a 1:1 ratio on anti-CD3-coated microwells, and B-cell proliferation was evaluated by flow cytometry gated on CD19"
cells, (A) Representative CFSE dilution profiles of total (CD19*), naive (CD197CD27 ) and memory (CD197CD27") B-cell fractions after co-cultured with CD3-activated SP
CD4", DP and SP CD8" CD40L™ T cells. B cell proliferation was expressed as the percentage of CFSE dilution. Results of total (B), naive or memory (C) B-cell proliferation
stimulated with each T-cell subpopulations derived from the three patients M125, M265 and M305 are gathered on a single graph (n = 3 independent experiments with
three different B-cell donors). (D) Memory B-cell proliferation stimulated with DP T cells derived from M125, M265 and M305 patients in the presence of either recombi-
nant human CD40 Fcy1 (black bars), control IgG1 Fc (gray bars) or without treatment (white bars). Results are normalized to the non-treated control condition (n = 3

independent experiments with three different B-cell donors).

CD8" T cells. Peripheral blood T lymphocytes from HLA-A2
donors were stimulated with autologous Melan-A16-40L-
pulsed-DCs matured with either activated intra-tumor DP or
SP CD4" T cells. Melan-A-specific CD8" T cells were

monitored 15 d after the stimulation by Melan-A/A2 tetramer
staining. DCs matured in the presence of DP T cells were able
to generate Melan-A-specific CD8™ T cells with a fraction of
positive microcultures ranging from 2% to 19% according to
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Figure 3. Intra-melanoma DP T cells mediate B-cell differentiation. The differentiation status of B cells was determined by flow cytometry after 7 d of co-culture of sorted
memory B cells at a 1:1 ratio with anti-CD3 activated DP, SP CD4™ or SP CD8™ CD40L™. (A) Gating strategy performed on viable cells to discriminate plasma cells
(CD19*CD27+CD38M"CD20'°*CD1387) from highly differentiated plasma cells (CD19*CD27+CD38""CD20°*CD138). (B) The relative number of plasma cells and
highly differentiated plasma cells was determined using counting beads at the end of the 7 d of memory B cells co-cultured with SP CD4™ (white bars), DP (gray bars) or
SP CD8™ CD40L™ (black bars) T-cell subpopulations derived from M125, M265 and M305 melanoma patients (n = 7 independent experiments with seven B-cell donors).
Supernatants from the same co-cultures were analyzed at day 7 by ELISA for secretion of IgG. Results are expressed as mean 4= SEM. Statistical analysis was performed
using the non-parametric Friedman test, followed by Dunn’s multiple comparison test. “p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.

TIL populations (Table 1). However, and in agreement with a
less mature phenotype, the priming by DP-matured DCs was
less efficient than the one induced by SP CD4™" T cells (fraction
of positive microcultures ranging from 5% to 32%). Nonethe-
less, among the positive microcultures, the mean percentage of
specific T cells obtained in CD4" and DP conditions was quite
similar (1.01% and 0.8%, respectively). Both DP and SP CD4"
T cells from M305 population generated fewer positive micro-
cultures, a result consistent with a weaker CD40L expression
(Fig. 1D). Finally, we evaluated the in vitro tumor reactivity of
sorted Melan-A-specific CD8" T cells generated with SP
CD4"-matured-DCs or DP T cell-matured-DCs. In response
to Melan-A/HLA-A2-positive melanoma cell line, Melan-A-
specific CD8" T cells induced with DP-matured DCs were able

to secrete TNF-o, IFNy and IL-2 (Fig. 5A) and exhibited an
efficient cytotoxic activity as measured by *'Cr release assay
(Fig. 5C). These responses were not observed against Melan-
A-negative tumor cell lines (data not shown). Similar cytokine
profile (Fig. 5B) and cytotoxic activity (Fig. 5D) were observed
with Melan-A-specific CD8" T cells induced with SP CD4 -
matured DCs. These results demonstrate the efficient helper
activity of the DP T cells in priming an antitumor CD8" T-cell
response.

Discussion

According to the traditional dichotomy, the CD8" and CD4*
co-receptors expression delineates respectively the MHC class-
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determined by flow cytometry. (A) Representative flow cytometry analysis of cell surface expression of different maturation markers. DCs were stained with either the iso-
type control mADb (filled histrogram) or with the indicated maturation marker mAb (open histograms). Results are expressed as the relative fluorescence intensity (RFI). (B)
RFI of CD83, CD80, CD86 and HLA-DR expression on DCs after maturation with either SP CD4™ (black diamonds), DP (white circles) and SP CD8™ CD40L™ (black triangles)
T-cell subpopulations derived from TIL of M125, M265 and M305 melanoma patients (7 = 3 independent experiments with three different DC donors). Results are
expressed as mean =+ SEM. (C) Representative flow cytometry analysis of DCs maturation profile after co-culture of intra-melanoma DP T cells with iDCs respectively
seeded in the upper chamber and in the lower chamber of a Transwell plate at a 1:2 ratio for 36 h. DCs were stained with either the isotype control (filled histograms) or
with CD80, CD83, HLA-DR or CD86 mAbs (open histograms). Data are expressed as the RFI. Control experiments included the standard co-culture of Mo-DCs with or with-

out DP T cells.
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Figure 5. DCs matured with intra-melanoma DP T cells prime antitumor CD8" T-cell responses as efficiently as conventional SP CD4™ T cells. CD3 T cells from healthy
donors PBMCs were stimulated with Melan-A16-40 A27L peptide loaded HLA-A2" DCs matured with intra-melanoma SP CD4* (A, C) or DP (B, D) T cells derived from
M125, M265 and M305 melanoma patients. After two weeks, Melan-A-specific CD8" T cells were sorted and evaluated for their tumor reactivity. (A, B) Production of
TNF-et, IFN-y and IL-2 was determined by flow cytometry on Melan-A-specific CD8™ T cells at rest (filled histograms) or stimulated against a Melan-A-negative HLA-A2-
positive melanoma cell line (dashed histogram) or a Melan-A/HLA-A2-positive melanoma cell line (solid line histogram). Results are expressed as the percentages of cyto-
kine-positive T cells. (C, D) Cytolytic activity of Melan-A specific CD8" T cells was measured by a *'Cr release assay at various effector/target ratios against a Melan-A/HLA-
A2-positive melanoma-cell line. Results are expressed as the mean percentage of specific lysis £ SEM in triplicate cultures.

I-restricted cytotoxic and the MHC class-II-restricted helper
T-cell lineages. This scheme became outdated with the inclu-
sion of CD4" Treg cells, CD4™~/CD8"~ NKT cells and
non-conventional CD8" innate T cells as independent line-
ages™ as well as the description in the periphery of CD4™ cyto-
toxic T cells® and CD8™ helper T cells.** With this study, we
add an additional degree of complexity by ascribing a helper
potential  to  class-I  restricted  melanoma-infiltrating
CD4""CD8""wf DP T cells involving the CD40L co-stimula-
tory molecule.

The CD40L co-stimulatory molecule through its interaction
with its cognate receptor CD40 plays a key role in governing

both the humoral and the adaptive immune responses. CD40 is
constitutively expressed on all antigen-presenting cells and is
also found on T cells as well as non-hematopoietic cells.”***
Overall, CD40 signaling of B cells promotes their activation,
proliferation, isotype switching and differentiation into anti-
body-secreting plasma cells.”® In addition, CD40 ligation trig-
gers DC licensing by promoting their maturation and secretion
of the pro-inflammatory cytokine IL-12p70 and thus, allowing
an efficient CTL priming. In this context, CD40L is also
required to generate memory CTL responses by a direct
engagement of CD40 on CD8" T cells.”® Thus, CD40L is a
characteristic feature of helper T-cell function and as such, its
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Table 1. Distribution of Melan-A-specific T lymphocytes in microcultures of healthy
donor T cells stimulated with SP CD4*- or DP-matured HLA-A2* DCs.

CD4* DP

M125

Fraction of positive
microcultures (%)

Mean percentage of specific
T cells (% max)

M265

Fraction of positive
microcultures (%)

28/96" (29.2%) 15/96 (15.6%)

1.37%" (9.3%) 1.08% (3.7%)

36/96 (32.3%) 18/96 (18.7%)

Mean percentage of specific 0.87% (7%) 0.87% (6.4%)
T cells (% max)

M305

Fraction of positive 5/96 (5.2%) 2/96 (2.1%)
microcultures (%)

Mean percentage of specific 0.80% (1.3%) 0.50% (0.5%)

T cells (% max)

CD3 T cells from healthy donors PBMCs were stimulated with Melan-A16-40 A27L
peptide loaded on SP CD4*- or DP-matured autologous HLA-A2* Mo-DCs. Intra-
melanoma SP CD4" or DP T-cell subpopulations isolated from TIL of M125, M265
and M305 melanoma patients. Microcultures positive from Melan-A specific
CD8" T cells were identified by flow cytometry after staining with Melan-A/A2
tetramer.

“Ratio of positive to total microcultures.

bMean percentage of specific CD8* T lymphocytes stained by tetramer among the

positive microcultures.

expression was initially thought to be restricted to T cells from
the class-II-restricted helper CD4" lineage. Since then, CD40L
expression was described on a larger cell panel following activa-
tion or under inflammatory conditions and includes, among
others, CD8% T cells, NKT cells, mast cells, activated B cells
and DCs.*

Using an in vitro allogeneic co-culture model dedicated to the
evaluation of DP T-cell-mediated B-cell help, we described the
ability of activated DP T cells to stimulate the proliferation and
differentiation of memory B cells at a level comparable to SP
CD4™ T cells. Unlike memory B cells that have a reduced thresh-
old of activation and can be activated without BCR signaling,
naive B cells require additional signals including BCR and TLR
stimulation for their complete activation.”” Therefore, consis-
tently with our co-culture model, we did not observed a major
proliferation of naive B cells upon DP T-cell stimulation, which
does not exclude this possibility in vivo in the presence of ade-
quate additional signals. The use of a CD40 antagonist demon-
strated that memory B-cell proliferation was dependent on
CD40L engagement. This inhibition was however partial, sug-
gesting that other mechanisms related to the activation status of
DP T cells might be involved. Among others molecules, the cyto-
kines IL-2,°*%” IL-4,*" IL-10,*** TL-13* or IL-21**® were
shown to be required for B-cell proliferation and/or differentia-
tion. We previously showed that melanoma-infiltrating acti-
vated DP T cells produced, upon activation, IL-2, TNF-a, [FNy
and GM-CSF and were distinguishable from SP CD4" and
CD8" T cells by a cytokine expression profile biased toward IL-
13, IL-4 and IL-5 expression.23 Therefore, IL-2, IL-13 and IL-4
could probably be involved in B-cell proliferation in addition to
CD40L engagement as well as an allogeneic BCR recognition.
DP T cells also induced B-cell differentiation into IgG-secreting
plasma cells with a fraction of them expressing CD138, a marker
of terminally differentiated plasma cells.*”

In the tumor microenvironment, B cells are versatile and can
exert both antitumor and regulatory functions.*® In melanoma,
an immunosuppressive activity was recently attributed to
IgG4-positive B cells since 1gG4 serum level is associated to a
negative prognosis factor.*** Since DP T cells distinguished
themselves from SP T cells by their production of IL-4 and IL-
13, and since these cytokines are described to promote IgG4
class switching in B cells,”"* one can argue that DP T cells
could promote the expression of IgG4 by B cells and therefore
could negatively impact the antitumor immune response. In
our co-culture system of naive B cells and activated DP T cells,
we neither detect any IgG4 membrane expression (flow cytom-
etry) nor soluble IgG4 production (ELISA), therefore, excluding
this hypothesis (data not shown). Regulatory B cells (Bregs)
constitute another immunosuppressive B cell subtype found in
the infiltrate of several solid tumors and generally associated
with an increase tumor progression.> As the CD40/CD40L
interaction is one of the mechanisms described in the induction
of B-cell regulatory functions,™ we addressed this point
through co-culture of naive B cells with activated DP cells. The
results did not reveal any B cells expressing a regulatory pheno-
type (CD19*CD24"e"CD38"") (flow cytometry) no more
than the secretion of the immunosuppressive cytokine IL-10
(ELISA) (data not shown). Overall, our results did not support
the ability of DP T cells to induce a pro-tumor B-cell phenotype
and are in favor of an antitumor function for DP T cells. The
activation, proliferation and differentiation of B cells are a spe-
cific feature of follicular helper CD4" T cells (Tth) found in
germinal center.>> Although DP T cells did not share some Tth
characteristics, such as CXCR5 expression and IL-21 produc-
tion (data not shown), and are probably less efficient in activat-
ing B cells than Ttfh, they still present a significant helper
activity that can be valuable in situ to mediate an antitumor
immune response.

In addition, we reported that melanoma-infiltrating DP T cells
induced the maturation of DCs able to efficiently prime CD8"
anti-melanoma specific responses. Although the phenotypic mat-
uration of DCs was clearly observed (as evidenced by an increased
expression of CD83, CD80, CD86 and HLA-DR increased
expression), we did not detect any IL-12p70 secretion by DCs
matured in the presence of DP T cells and either with our SP
CD4* T cells. However, both populations produced IFN-y that
in combination with CD40L/CD40 engagement was described as
necessary for IL-12p70 synthesis.”® This could be explained by
the lack of additional signal(s), such as TLR signaling that has
been reported to contribute to IL-12p70 production.’”® Further-
more, we demonstrated, using a Transwell assay, that the matura-
tion of DC by DP T cells was dependent on cell-contact, in
support of the role of CD40/CD40L interaction.

Although CD40L expression is mainly associated to helper
CD4™ T cells, early in vitro studies described that a subset of
CD8* T cells can also induce, upon activation, the expression
of CD40L able both to induce the differentiation of B cells into
IgG-secreting plasma cells® and to induce DC maturation.™
Recent in vivo studies confirmed the existence of such CD4"
helper-independent CTL>* that are characterized in human
as a memory T-cell population displaying a cytokine expression
profile similar to conventional helper CD4% T cells.*” It has
been hypothesized that CD40L expression by CD8* T cells
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might result from a strong TCR avidity for its peptide-MHC
complex in combination with the presence of pro-inflamma-
tory cytokines, such as IL-12.°' It was recently described in
vitro and in vivo that some highly immunogenic CD8" T-cell
peptides could act as helper epitopes.®® Whether CD40L
expression by DP T cells is an original feature or results from
DP T-cell activation with such epitopes in the periphery
remains to be established.

In conclusion, intra-melanoma DP T-cell population could
supplement the conventional CD4 ™" helper T-cell function and
actively participate in shaping antitumor immunity. First, it
will contribute to the maturation of DCs directly in the tumor
microenvironment, which would lead to the promotion of anti-
tumor immune T-cell responses. Second, it will enhance B-cell
infiltration and activation, which by antibody secretion, antigen
presentation, tertiary lymphoid structure formation or direct
killing of tumor cells could potentiate the antitumor immune
response.*® This scheme is consistent with the view that tumor
infiltration by activated B cells has been reported to be associ-
ated with a better prognosis, especially when combined with
CD4" or CD8™" tumor infiltration.**> Moreover, as we previ-
ously reported that IL-9 promotes the function of intra-mela-
noma DP T cells,”’ this cytokine may also foster DP helper
functions. In support, we observed that IL-9 enhances CD40L
expression level on DP T cells (data not shown). Finally, it
should be pointed out that due to their HLA class I restriction,
CD4°"CD8"shy 8 DP T cells could fulfill their helper function
even in HLA class II-negative tumors.

Materials and methods
PBMCs and cell lines

PBMCs were isolated from HLA-A2-positive healthy donors
(Etablissement Frangais du Sang (EFS), Nantes, France), and
PBL and monocytes fractions were isolated by elutriation
(DTC facility, Nantes).

All melanoma cell lines were cultured in RPMI-1640
medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf
serum (FSC) (Gibco, 31870-025), 2 nM L-glutamine (Gibco,
25030-024), 100 U/mL penicillin and 0.1 mg/mL streptomycin
(Gibco, 15140-122). They have been established in the GMP
Unit of Cellular Therapy (PCU892-NL biocollection, CHU
Nantes). This biocollection was approved by the local ethic
committee of Nantes hospital (GNDES) and registered under
the CNIL number “1278197”.

Generation of tumor-infiltrating DP, SP CD4" and SP CD8"
T-cell lines and culture

TILs were previously obtained from tumor-invaded lymph
nodes of eight melanoma patients (M125, M256, M261, M265,
M288, M291, M298, M305, M314 and M329). TILs were
expanded by stimulation with PHA-L (Sigma-Aldrich, L4144)
and 150 U/mL human rIL-2 (Proleukin, Novartis) in the pres-
ence of allogeneic irradiated feeder cells (PBMCs and B-EBV B
cells) in RPMI-1640 medium supplemented with 8% human
serum (local production), 2 mM L-glutamine, 100 U/mL peni-
cillin and 0.1 mg/mL streptomycin, as previously described.*

ONCOIMMUNOLOGY (&) 12509919

Pure DP, SP CD4™ and SP CD8* T-cell polyclonal populations
were generated by cell sorting using a BD FACSAria III cell
sorter (BD Biosciences). TILs were stained with APC-conju-
gated anti-CD4" MAB (Clone SK3, BD Biosciences, 340672)
and BV421-conjugated anti-CD8* mAb (Clone RPA-TS, BD
Biosciences, 562428) for 30 min at 4°C in PBS 0.1% BSA and
then washed two times in PBS 0.1% BSA (Sigma-Aldrich,
A9576) before cell sorting. To ensure that DP T-cell phenotype
does not result from doublets of SP T cells, doublets were
excluded using FSC-A/FSC-H and SSC-A/SSC-H dot plots.
The purity of each sorted T-cell population was checked right
after cell-sorting and routinely by flow cytometry. After 24 h,
sorted cell populations were amplified in culture as described
above. In order to isolate SP CD8* CD40L™ T cells, SP CD8™
T cells were stimulated for 6 h by anti-CD3 stimulation
(1 pg/mL, local production) in the presence of anti-CD40L-
mADb (Clone 24-31, BioLegend, BLE310802), and FACS-sorted.

Microarray analysis

Total RNA was extracted from 5 x 10° sorted DP, SP CD4™
and SP CD8" TIL populations from eight melanoma patients.
After cell lysis with Trizol reagent (Life Technologies,
15596026), total RNA was extracted using the RNeasy Micro
kit (Qiagen, 74004) and quantified using a Nanodrop ND-1000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Inc.) according
to manufacturer’s recommendations. Integrity of the extracted
RNAs was assessed with a Bioanalyzer 2100 using the
RNA6000 Nano kit (Agilent Technologies, Inc.). An RNA
integrity number (RIN) greater or equal to 7.00 was achieved
for all samples. No sign of DNA contamination was detected.
The starting amount of total RNA used for the reactions was
400 ng per sample. The Illumina Total Prep RNA Amplifica-
tion kit (Ambion, Life Technologies, AMIL1791) was used to
generate biotinylated, amplified cRNA according to the manu-
facturer’s recommendations. Hybridization on Illumina
HumanHT-12 v3 Expression BeadChips, staining and detection
of cRNAs with the I-Scan system were performed according to
manufacturer’s protocol (Illumina, Inc.). The HumanHT-12 v3
Expression BeadChip assesses a total of 48,803 marker probes,
of which 27,455 are NM coding transcripts; and 7,870 are XM
coding transcripts (RefSeq Content, Build 36.2, Release 22). It
also contains 12,837 experimentally confirmed mRNA sequen-
ces that align to EST clusters (UniGene, Build 199). This entire
process was performed in duplicate. GenomeStudio 2011 v1
and its Expression Analysis Module (version 1.9.0) were used
for signal extraction and quantile normalization (Illumina,
Inc.). Omics Explorer 3.2 software (Qlucore AB) was used on
log-transformed data for hierarchical clustering analysis, and
paired t-test comparisons with adjusted p-values (or g-values).

Analysis of transcript expression

Total RNA from different TIL sub-populations, prepared as
described above, was reverse transcribed using the Superscript
IT reverse transcriptase (Life Technologies, 18064014). The
expression of CD40L mRNA was analyzed by quantitative RT-
PCR. Amplification was done by using iQ SYBR Green Super-
mix (Bio-Rad, 1708880). Relative gene expression was
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calculated using the EACt method with ACt values calculated
from the sample with the largest Ct (fewest gene copies) and
then normalized against the GAPDH (determined as the most
stably expressed housekeeping gene using the geNorm
method). Primer sequences are available upon request.

CD40L membrane expression

Intra-melanoma DP, SP CD4" and SP CD8" TILs were stimu-
lated for 6 h with coated anti-CD3 mAb (1 pg/mL, OKT3)
before being stained with anti-CD40L mAb or isotype control
mAb (Clone MOPC-21, BioLegend, 400101) for 20 min at 4°C
in PBS 0.1% BSA. CD40L membrane expression was analyzed
on BD FACSCanto II (BD Biosciences). Relative fluorescence
intensity (RFI) was calculated as sample mean fluorescence
intensity divided by isotype control mean fluorescence intensity.

B-cell helper assay

CD19" B cells were isolated from healthy donors PBMCs by
negative immunomagnetic selection (STEMCELL Technologies,
19054) and cultured in RPMI supplemented with 10% SVF.
After 24 h, naive (CD27 ") and memory B (CD277") cell fractions
were then separated with anti-human-CD27 microbeads
(Miltenyi Biotec, 130-051-601). For proliferation assay, B cells
were labeled with 1 uM CFSE (Invitrogen, C34554) for 10 min
at 37°C and incubated in RPMI 10% FBS at a 1:1 ratio with
intra-melanoma SP CD4", DP and SP CD8" CD40L™~ T-cell
subpopulations pre-irradiated at 35 Gy. The co-cultures were
performed in microwells, pre-coated or not with anti-CD3 mAb
(1 pg/mL, OKT3) to induce T-cell activation. At day 4, cells
were recovered and stained with anti-CD19-APC mAb and
Zombie NIR™ viability dye (BioLegend, 423105) before analy-
sis on a BD FACS Canto II cytometer (BD Biosciences).

For the blockade of CD40L/CD40 interactions, 10 j.g/mL of
recombinant human CD40 Fc chimera protein (R&D Systems,
1493-CD-050) was added at the beginning of T-cell-B-cell co-
culture. The recombinant human IgGl Fc chimera protein
(R&D Systems, 110-HG-100) was used as a negative control.
For differentiation assay, unlabeled memory B cells were cul-
tured as described above for 7 d and stained with anti-CD19-
APC (Clone §J25C1, 363029), anti-CD20-BV421 (Clone 2H7,
302329), anti-CD38-PE-Cy7 (Cone HIT2, BioLegend, 303516),
anti-CD27-FITC (Clone M-T271, 555440) and anti-CD138-PE
(BD Biosciences, Clone MI15, 347215) mAbs. At day 7, super-
natants were collected and the level of IgG was quantified with
the human IgG ELISA kit (eBioscience, 88-50550-22) according
to the manufacturer’s instructions.

DC maturation assay

Monocytes were obtained by elutriation (DTC Facility, Federa-
tive Structure Research Frang¢ois Bonamy, Nantes) and differ-
entiated into immature monocyte-derived DCs (Mo-DCs) in
RPMI containing 2% human albumin, GM-CSF (1,000 U/mL,
CellGenix, 1412-050) and IL-4 (200 U/mL, CellGenix, 1003-
050) for 5 d. Then, immature Mo-DCs (iDCs) were cultured at
a 1:2 ratio in a 24-well plate for 36 h with intra-melanoma SP
CD4" or DP T-cell subpopulations pre-activated for 6 h with

anti-CD3 mAb (1 pg/mL, OKT3). DC maturation was ana-
lyzed by flow cytometry after staining with anti-CD80-PE
(Clone 2D10, 305207), anti-CD83-FITC (Clone HBI15e,
305305), anti-CD86-PE anti-HLA-DR-PE (Clone LN3,
327007) mAbs and their respective isotype controls
(BioLegend). To evaluate the cell contact dependency of DC
maturation, iDCs were seeded at a 1:2 ratio into the bottom
chamber of a 24-well Transwell (0.4 xm pores) plate (Costar,
3413), whereas pre-activated intra-melanoma DP T cells were
seeded into the upper chamber. After 36 h, DC maturation pro-
file was evaluated by flow cytometry as described above.

Priming of Melan-A specific CD8" T-cell responses

For CD8" T-cell priming, HLA-A2" DCs were pulsed with the
modified Melan-A16-40 A27L peptide for 24 h before matura-
tion with activated T-cell subsets. This modified long peptide
was chosen for its ability to generate the highly immunogenic
class-I-restricted Melan-A26-35 ELAGIGILTV epitope (carry-
ing the substitution of Ala for Leu at position 2 from the NH,
terminus hereafter A27L) that forms stable complexes with
HLA-A"0201, conferring it a more immunogenic potential
than the natural Melan-A peptide. The superior efficiency of
cross-priming with this long peptide loaded on DC has already
been documented in comparison with the non-modified pep-
tide.’” DCs were then separated from the remaining allogeneic
T cells with anti-CD3-positive immunomagnetic selection
(eBioscience, 8802-6830-74) and cultured at a 1:10 ratio with
autologous CD3" T cells enriched by anti-CD3-negative selec-
tion (STEMCELL Technologies, 19051) in RPMI 8% human
serum and 50 U/mL IL-2. At day 15, Melan-A-specific CD8" T
cells were detected using tetramer (Recombinant Protein Facil-
ity, Federative Structure Research Frangois Bonamy, Nantes)
labeling. Microcultures were considered positive when the per-
centage of Melan-A-specific CD8" T cells was > 0.2%.

Melan-A-specific CD8" T-cell sorting and
functional evaluation

Sorting and amplification of Melan-A-specific CD8™ T cells
were performed as previously described.®® Melan-A-specific
CD8" T cells were stimulated against HLA-A2" Melan-A™
M113 and HLA-A2" Melan-A~ M25 melanoma cell lines at a
1:2 ratio for 6 h in the presence of 10 pg/mL Brefeldin A
(Sigma, B7651). After fixation with PBS 4% paraformaldehyde
(VWR, 100504-858) for 10 min, cells were stained with anti-
TNF-a-APC (Clone cA2, 130-098-882), anti-IFN-y-APC
(Clone 45-15, 130-097-944) (Miltenyi Biotec) or anti-IL-2-PE
(Clone 5344.111, BD Biosciences, 340450) mAbs for 30 min in
PBS 0.1% BSA and 0.1% saponin (Sigma-Aldrich).

Cytolytic activity of Melan-A-specific CD8" T cells was
tested against the *'Cr-labeled M113 melanoma cell line.
Briefly, 1 x 10° M113 cells were labeled with 100 uCi of
Na,CrO, (2,77MBq) (NEZ030, PerkinElmer) for 1 h at 37°C.
After five washes in RPMI 1640 10% FCS, *'Cr-labeled M113
cells were plated at 1 x 10% cells/well. 5 x 10*-0.7 x 10°
Melan-A-specific CD8™ T cells were added (50:1-0.78:1 effec-
tor/target ratios). After 4 h at 37°C, 25 uL of supernatants was
mixed with 100 xL of scintillation liquid (Optiphase Supermix,
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Wallack) for measurement of radioactive content on a beta
plate counter (Microbeta Jet 1450, PerkinElmer). Percentage of
target cell lysis was calculated according to the following for-
mula: [(experimental release — spontaneous release)/
(maximum release — spontaneous release)] x 100. Maximum
and spontaneous releases were respectively determined by add-
ing 0.1% Triton X-100 or RPMI 1640 10% FCS on >'Cr-labeled
M113 cells.
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Etude de la réponse lymphocytaire T non conventionnelle
restreinte par HLA-E lors de I'infection par le cytomégalovirus
chez les patients transplantés rénaux

Study of the unconventional cytomegalovirus-specific HLA-E-restricted T cells in

kidney transplanted patients

Résumeé

L’infection a Cytomégalovirus Humain (HCMV)
demeure une cause majeure de morbidité chez les
individus immunodéficients. L'immunité antivirale étant
primordiale dans la gestion du virus chez I'héte, la
compréhension du rdle de chacun des effecteurs
immuns dans la lutte contre le HCMV est cruciale pour
améliorer & I'avenir la prise en charge de ces patients.

Dans cette étude, nous avons caractérisé ex vivo
par une approche qualitative et quantitative les
lymphocytes T CD8 non conventionnels restreints par
HLA-E et spécifiques du peptide signal d’UL40 (LT HLA-
EuL40) chez des patients transplantés rénaux (n=119) et
des individus sains (n=25). Nous montrons que leur
développement est lié a 'infection a HCMV du receveur
et est spécifique de la souche virale infectante. Présents
chez un individu HCMV+* sur trois, les LT HLA-EuL4o
s’'amplifient de maniére quasi-clonale pouvant
représenter jusqu'a 40% des LT CD8 circulants. De
plus, il apparait que l'allele HLA-A*02 et le génotype
HLA-E*01:01/01:03 sont des facteurs associés a la
génération de ces populations.

De phénotype effecteur-mémoire, les LT HLA-
Euao sont doués de capacités cytotoxique et
cytokinique (TNF-a, IFN-y, IL-2). lls reconnaissent, outre
le peptide nominal, des nonaméres relativement
proches, dont certains correspondent a des peptides
signaux issus des protéines HLA-l présentés
physiologiquement par HLA-E, posant ainsi la question
d’une réactivité autologue et/ou allogénique potentielle.

En conclusion, nos résultats soulignent
limportance d'etudier le role des LT HLA-EuL4o dans la
protection contre le HCMV et leur possible impact dans
un contexte de transplantation.

Mots clés

Immunologie antivirale, HCMV, lymphocytes T aff
CD8, HLA-E, UL40, transplantation

Abstract

Human  Cytomegalovirus (HCMV) infection
remains a major cause of morbidity in immunodeficient
individuals. Antiviral immunity being essential in the
management of the virus in the host, understanding the
role of each of the immune effectors in the anti-HCMV
immune response is crucial to improve the upcoming
management of these patients.

In this study, we characterized ex vivo, by a
qualitative and quantitative approach, the
unconventional UL40-specific HLA-E-restricted CD8 T
lymphocytes (LT HLA-Euws0) in kidney transplant
patients (n = 119) and healthy volonteers (n = 25). We
show that their development is related to HCMV
infection of the recipient and is specific for the infectious
viral strain. LT HLA-Euws cells are quasiclonal
populations present in approximately 30% of the HCMV+
individuals and can account for up to 40% of circulating
CD8 T cells. In addition, it appears that the HLA-A"02
allele and the HLA-E*01:01/01:03 genotype are factors
associated with the generation of these populations.

LT HLA-Euwwo are effector-memory CD8 T cells
capable of cytotoxicity and cytokine production (TNF-a,
IFN-y, IL-2). In addition to the nominal peptide, these
cells recognize a set of relatively close nonamers,
including signal peptides derived from HLA-I proteins
presented physiologically by HLA-E, thus raising the
qguestion of potential autologous and/or allogeneic
reactivity.

In conclusion, our results highlight the importance
of studying the role of LT HLA-EuL4o in the protection
against HCMV and their possible impact in a transplant
context.

Key Words

Antiviral immunology, HCMV, CD8 af T cells, HLA-
E, UL40, transplantation



