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Résumé 

Depuis sa découverte, le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) a causé la 

mort de 33 millions de personnes, et 36,7 millions sont actuellement infectées. Malgré 

l’existence des thérapies antirétrovirales, celles-ci ne conduisent pas à d’éradiquer le virus. 

En outre, il n’existe pas de vaccin. Les lymphocytes B, dont la fonction est de produire les 

anticorps sont dysfonctionnels au cours du VIH-1. Or la majorité des stratégies vaccinales se 

basent sur la production d’anticorps dépendante des cellules T CD4. Ainsi, la première partie 

de mon doctorat a été consacré à la compréhension de l’impact du VIH-1 sur les cellules T 

CD4 folliculaires auxiliaires (Tfh) essentielles à l’activation des lymphocytes B et à la 

production d’anticorps spécifiques, dans la rate l’organe majeur de la réponse des 

lymphocytes B. Dans la deuxième partie, j’ai analysé les cellules T CD4 mémoires, Tfh et 

les lymphocytes B dans les ganglions mésentériques: un site inducteur de la réponse 

immunitaire intestinale, qui alimente la lamina propria (site effecteur) de la muqueuse 

intestinale en cellules mémoires. Étant donné l’impossibilité d’étudier ces organes profonds 

en particulier en phase aiguë chez l’homme, j’ai utilisé le modèle du macaque rhésus infecté 

par le virus de l’immunodéficience simienne (VIS). Les résultats de ces études montrent que 

l’évolution vers le SIDA est associée à une déplétion précoce des cellules Tfh et T CD4 

mémoires dans la rate et les ganglions mésentériques. Concomitant à cela, je rapporte une 

déplétion des lymphocytes B mémoires dans la rate et un faible titre d’IgG anti-VIS dans le 

sérum. En plus, les cellules Tfh commutent leur phénotype d'effecteur mémoire vers celui de 

centrale mémoire associé à l’expriment de CD127 (récepteur de l’IL-7) et de T-bet (marqueur 

de cellules Th1). De plus, je montre que la déstructuration des organes lymphoïdes 

secondaires, ainsi que les cytokines environnementales comme l’IL-7 ou l’IL-27 peuvent 

contribuer au dysfonctionnement des cellules Tfh puisque ces dernières induisant les facteurs 

de transcription inhibiteurs des cellules Tfh tels que T-bet, Foxo1, Stat5 et KLF2. En 

conclusion, mes résultats permettent de mieux comprendre que le dysfonctionnement des 

lymphocytes B et l’immunodéficience dans la muqueuse intestinale sont associés à la 

déplétion soudaine des lymphocytes T CD4 mémoires et Tfh dans la rate et les ganglions 

mésentériques. Par conséquent, prévenir la perte de ces cellules pourrait être une approche 

thérapeutique et vaccinale prometteuse pour la neutralisation du virus et pour une meilleure 

immunité intestinale, afin d’empêcher la translocation bactérienne.  
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Abstract 

Since its discovery, HIV-1 has caused the death of 35 million people, and 36.9 million are 

living infected. Although researches have led to the development of antiretroviral therapies, 

which not only improve life expectation but also life quality of infected individuals, these 

therapies are not capable of eradicating the virus, and unfortunately there is no vaccine. The 

pathogenesis of HIV-1 is linked to a dysfunction of CD4 T cells that favors progression to 

AIDS. Therefore, given that most vaccines are based on T cell-dependent antibody 

production, the first part of my PhD research is devoted to understanding the impact of HIV-

1 on CD4 T Follicular helper (Tfh) cells, which are essential for B cell activation and the 

production of specific antibodies. These cells are particularly crucial in the spleen, which is 

the major organ for B cell response. In the second part, I have analyzed the dynamics of 

memory CD4 T, Tfh and of B cells in mesenteric lymph nodes: an inductive site of the 

immune response that provides memory cells to the lamina propria (effector site) of the 

intestinal mucosa. Given the difficulties to study these deep organs, particularly during the 

acute phase in humans, I have used rhesus macaques infected with the simian 

immunodeficiency virus (SIV) to study the dynamics of Tfh cells. My results show an early 

depletion of splenic Tfh cells during the acute phase; a depletion that persists during the 

chronic phase within macaques in which the infection rapidly progresses to AIDS. 

Concomitantly, we report a depletion of memory B cells and low titers of anti-SIV IgG titers 

in these macaques. Furthermore, I observed a massive depletion of memory CD4 T, Tfh and 

B cells in mesenteric lymph nodes, as well as a phenotypic change of Tfh cells that become 

central memory cells associated with the upregulation of the expression of CD127 (IL-7 

receptor).  My results also show that environmental cytokines such as IL-7 and IL-27 

contribute to their dysfunction as support the expression of transcription factors that inhibit 

Tfh cells such as T-bet, Foxo1 and Stat5. In conclusion, my results provide a better 

understanding of B cell dysfunction related to the early loss of the Tfh cells during HIV/SIV 

infection. Moreover, I hypothesize that the loss of immunity in the intestinal mucosa is due 

to the sudden depletion of memory CD4 T, Tfh and B cells in the mesenteric lymph nodes. 

Therefore, maintaining Tfh and memory CD4 T cells during the early phase of infection 

could be a promising therapeutic and vaccine approach for neutralizing HIV/SIV, as well as 

preventing bacterial translocation. 
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CHAPITRE 1 

1. Introduction 

Partie I 

1.1. Le Virus de l’immunodéficience humaine (VIH) 

Le virus de l'immunodéficience humaine aussi connu comme le VIH est l'agent étiologique 

du syndrome de l'immunodéficience acquise ou SIDA. Initialement, l’infection par le VIH 

fut décrite comme une nouvelle maladie à la suite de l’accumulation de cas de décès parmi 

les jeunes hommes homosexuels, qui souffraient d'infections opportunistes inhabituelles et 

des tumeurs malignes rares [1]. Depuis lors, le VIH est devenu une pandémie qui, selon 

l'Organisation mondiale de la Santé (OMS), a infecté plus de 70 millions de personnes à 

travers le monde, parmi lesquelles 35 millions sont morts, et 36,7 millions vivaient avec le 

virus à la fin de l’année 2015 [2]. En dépit de plus de 30 années de recherches intenses et 

d’innovations en matière de thérapies, cela n’a pas suffi, puisque le VIH demeure un grand 

défi pour l'humanité, en se classant à la sixième place parmi les premières causes mondiales 

de décès, et à la première place des maladies sexuellement transmissibles [3]. 

Malheureusement, il n'existe toujours pas de vaccin à ce jour. Par conséquent, il faudrait 

fournir plus d'efforts, afin d'aboutir à de meilleures perspectives en matière de traitements 

curatifs ou d’un vaccin contre le VIH. Dans cette thèse, je souligne les défis que présente la 

recherche sur le VIH chez les patients humains, justifiant ainsi notre choix des primates non 

humains comme modèle alternatif d’étude du VIH. Par ailleurs, ce modèle permet l'étude des 

tissus profonds tels que la rate et les ganglions mésentériques. Il est ainsi possible de répondre 

à certaines questions essentielles (mentionnées dans la partie résultat de cette thèse), afin 

d’ouvrir le chemin vers de nouvelles perspectives sur des stratégies d’élaboration de thérapies 

ou d’un vaccin contre le VIH.  
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1.2. La découverte du VIH 

Bien que l’utilisation récente des échantillons archivés du code génétique du VIH ait permis 

de retracer ses origines remontant aux années 1920 à Kinshasa (actuelle République 

Démocratique du Congo) [4], ce n’est qu’en 1981 que la pathologie du VIH attira l'attention 

mondiale. En fait, Micheal Gottlieb, professeur adjoint spécialisé en immunologie à 

l'Université de Californie à Los Angeles (UCLA) observa pour la première fois que certains 

de ses patients, des hommes homosexuels souffraient de candidose, de lymphadénopathie et 

d’infections pulmonaires (Pneumocystis carinii), et que ceux-ci avaient également un déficit 

du nombre et de la fonction des lymphocytes T CD4 [5]. Dans le même temps, plusieurs 

rapports à New York et en Californie mirent en évidence chez ces patients la présence d’un 

cancer agressif rare appelé le Sarcome de Kaposi. Cependant, la présence récurrente du 

cytomégalovirus (CMV) chez certains patients conduisit Gottlieb à émettre l'hypothèse, selon 

laquelle le syndrome de l’immunodéficience observée chez ces patients était provoqué par 

une nouvelle souche émergente de CMV. Cependant, les auteurs considérèrent aussi la 

possibilité que le CMV puisse plutôt être la conséquence et non la cause de 

l’immunodéficience, comme le souligna aussi Durack DT, et al [6]. En 1980, le Dr Robert 

Gallo et son groupe aux États-Unis font la découverte pour la première fois d’un rétrovirus 

humain en isolant le virus T-lymphotropique humain ou HTLV-I chez un patient ayant un 

lymphome cutané à lymphocytes T [7], et en 1981 le HTLV-II [8]. Toutes fois, ce n’est qu’en 

1983, que Jean-Claude Chermann et Françoise Barré-Sinoussi, chercheurs à l’Institut Pasteur 

à Paris, sous la direction du Dr Luc Montagnier isolèrent pour la première fois un rétrovirus 

différent du HTLV-I et du HTLV-II chez un patient homosexuel avec une lymphadénopathie. 

Un virus qu’ils appelèrent LAV (Lymphadenopathy Associated Virus) [9]. Un an plus tard, 

en mai 1984 le groupe du Dr Robert Gallo isola un rétrovirus, qu’ils appelèrent HTLV-III 

chez des patients à risque et en phase de maladie [10]. Trois mois plus tard en août 1984, 

Levy et al [11] publie l’isolation des rétrovirus, qu’il appelle plutôt ARV (AIDS Associated 

Viruses) chez des patients ayant le SIDA à San Francisco. Vu qu’il s’agit du même virus, le 

Comité international de taxonomie des virus, présidé par Harold Varmus recommanda en 

mai 1986 que ce pathogène, à plusieurs noms, soit appelé le virus de l'immunodéficience 

humaine (VIH) [12]. Cette découverte par l’équipe de l’Institut Pasteur a été valorisée par 
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l’attribution du Prix Nobel de médecine au Dr Luc Montagnier et Françoise Barré-Sinoussi 

en 2008. 

1.3. Épidémiologie du VIH 

La pandémie causée par le VIH-1 affecte principalement le continent africain avec la plus 

forte prévalence de l’ordre de 4,4% par rapport aux Amériques 0,5 %, l'Europe 0,4% et l'Asie 

du Sud-Est 0,3% (Figure 1). 

 

Figure 1: Carte de prévalence du VIH-1 en 2015 

D’après [13] 

Parmi les 36,9 millions de personnes vivant avec le VIH dans le monde, trois quarts vivent 

en Afrique subsaharienne (25,8 millions) [13]. Selon l'ONUSIDA, 2 millions de nouvelles 

infections ont été enregistrées en 2014 dans le monde, dont 1,4 million en Afrique 

subsaharienne [14]. Le SIDA est la maladie sexuellement transmissible la plus mortelle dans 

le monde [15], si bien que les cas de décès se comptent par milliers. La voie la plus fréquente 

de transmission du VIH-1 est la voie sexuelle, par la muqueuse génitale avec une fréquence 

de 75% à 85% [16]. Le VIH-1 se transmet par des liquides corporels, tels que le sang, le 

sperme, les sécrétions vaginales, le lait maternel, etc. Les groupes les plus à risque d’infection 
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par le VIH-1 sont composés de personnes pratiquant la prostitution, les hommes ayant des 

rapports sexuels avec des hommes ou des personnes consommant de la drogue par injection. 

Rien qu’en 2014, on estime à 1,2 million de morts dans le monde, dont 790 000 ont été 

enregistrés en Afrique subsaharienne. Les enfants sont les victimes les plus vulnérables, qui 

majoritairement s’infectent lors de l’accouchement à travers une mère séropositive. Même 

s’il y a une claire amélioration dans le traitement des femmes enceintes, ce qui a permis de 

baisser de 58% le taux d’infection chez les enfants entre 2002 et 2013 [17], environ 2,6 

millions d'enfants de moins de 15 ans vivaient encore avec le VIH-1, dont 2,3 millions (88%) 

en Afrique subsaharienne [18]. En dépit de tous les efforts et les progrès dans la mise en place 

de traitements antirétroviraux (ART) contre le VIH-1, seulement 40%, soit 14.9 millions 

parmi 36.9 millions de personnes séropositives ont reçu un traitement ART en 2014 [19].  

Le déséquilibre entre la forte prévalence du VIH-1 et le faible pourcentage de personnes 

recevant un traitement ART en Afrique est lié à de nombreux facteurs. Premiers sur la liste 

sont la pauvreté et le manque d'éducation adéquate. Ceci conduit à une faible prise de 

conscience sur les effets dévastateurs du VIH-1, et les comportements préventifs appropriés 

à adopter. Suite à la pauvreté, un sujet séropositif se retrouve face à un dilemme : financer la 

ART et mourir de famine. Ou inversement, se nourrir et éviter la famine, mais mourir du 

SIDA. C’est la seconde situation qui est la plus fréquemment observée. Ensuite, accéder aux 

installations qui fournissent la ART représente un défi en raison du manque d'infrastructures 

et de transports adéquats [20]. En outre, le manque d’informations entraine non seulement 

un manque de soutien social, mais aussi une stigmatisation de ceux qui dévoilent leur 

séropositivité. Ainsi, les personnes infectées préfèrent mourir plutôt que de chercher de l'aide. 

Et ce manque d'informations sur le VIH-1 apporte aussi un état d'ignorance en ce qui 

concerne les méthodes de préventions et de la transmission. Enfin, le dénie de l’existence du 

SIDA dans certaines cultures à travers l'Afrique contribue fortement au fort taux de 

prévalence et d'incidence comparé aux pays industrialisés comme le Canada. Cependant, 

malgré la bonne éducation et l’accès aux thérapies antivirales, le fléau du SIDA représente 

également un défi sérieux au Canada. Ainsi, on estime que 75.500 personnes vivaient avec 

le VIH-1 en 2014, et cela représente une augmentation de 6700 depuis 2011 [21]. 

Contrairement aux pays pauvres, où la plupart de nouveaux cas d’infection sont hétérosexuels 
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et travailleuses du sexe, la population homosexuelle est la plus touchée au Canada. En outre 

21% des personnes vivant avec le VIH-1 au Canada ne connaissaient pas leur statut [22].  

1.4. La diversité des souches VIH 

Les deux souches du VIH sont le VIH-1 et le VIH-2. Si le VIH-2 cause une pathologie plus 

lente, le VIH-1 par contre est plus virulent et est l’agent étiologique de la pandémie mondiale. 

Ainsi, dans cette thèse, je me focalise sur le VIH-1. Le VIH-1 est divisé en quatre groupes : 

M, N, O et P. Le groupe M est le groupe principal et responsable de la pandémie mondiale 

de SIDA, alors que les groupes O, N et P ont été retrouvés chez des personnes en Afrique de 

l'Ouest et du Centre [23-26]. Le VIH est caractérisé par son énorme variabilité génétique et 

son évolution rapide résultante du taux élevé de mutations et de recombinaisons de l'enzyme 

transcriptase inverse du virus, qui ne dispose pas d'un mécanisme de vérification. Les 

insertions et les délétions dans le génome viral sont également fréquentes. Ainsi, la diversité 

est telle que le groupe M est composé de neuf sous-types A-D, F-H, J et K. Dans un sous-

type, la variation au niveau des acides aminés est de l'ordre de 8-17%, alors que la variation 

entre les sous-types est généralement comprise entre 17% et 35% [27]. Des recombinaisons 

sont fréquentes entre les souches de différents groupes (par exemple entre M et O) ou entre 

les sous-types du même groupe (exemple entre les souches A et F du groupe M). Les souches 

hybrides issues de la recombinaison des sous-types du groupe M sont appelées CRFs 

(Circulating Recombinant Forms) [28]. Ces mécanismes aboutissent à des souches virales 

génétiquement différentes au sein de chaque individu infecté, si bien que les séquences 

virales au sein du même individu peuvent différer jusqu'à 10% [28].  

1.5. Le Virus de l’immunodéficience simienne (VIS) 

En mai et décembre 1983, des symptômes de l’immunodéficience similaires à ceux des sujets 

humains tels que la lymphadénopathie, la neutropénie, la déplétion des lymphocytes T CD4 

dans le sang sont décrits chez des macaques d’une colonie du Centre des Recherches de 

Primatologie de la Nouvelle-Angleterre (The New England Regional Primates Research 

Center) aux États-Unis [29,30]. Ces animaux présentent également des infections 

opportunistes comme la pneumocystose (Pneumocystis carinii), CMV, et des lymphomes. 

C’est en juin 1985 que le groupe de recherche mené par le Dr Desrosiers isola et identifia 
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pour la première fois le rétrovirus responsable du SIDA chez ces macaques, et l’appela 

STLV-III (Simian T-lymphotropic virus Type III) apparenté au HTLV-III ou LAV chez 

l’homme [31,32]. Enfin, en mai 1986, suite au changement de nom de HTLV-III, LAV et 

ARV en VIH-1 par le Comité international de taxonomie des virus, le STLV-III fut aussi 

changé en VIS (Simian Immunodeficiency Virus). 

1.6. La théorie de la zoonose comme origine du VIH 

En date il a été reporté chez 36 espèces différentes de primates l’existence du VIS, et chez 

30 de ces espèces, le génome partiel ou complet du virus a été caractérisé [33]. Ces lentivirus 

ont été détectés dans la plupart des singes africains (Figure 2) du genre Cercopithecus, des 

singes verts d’Afrique (Chlorocebus), des mandrills (Mandrillus), des mangabeys 

(Cercocebus), une variété de singes colobus (Colobus, Pilocolbus) et des grands singes, dont 

les chimpanzés (Pan troglodytes) et les gorilles (Gorilla) [34]. Ces singes d’origine africaine 

représentent des hôtes naturels du VIS, et par conséquent ne développent pas de SIDA en 

général, suite à l’infection naturelle. Cette restriction du VIS aux singes africains suggère 

qu'il s'agit d'un virus ancien qui a coévolué avec son hôte primate. Ainsi, suite à la découverte 

du virus de l’immunodéficience simienne chez le chimpanzé (SIVcpz) en 1989 par Peeters 

et al [35], et le séquençage de son génome, par Huet et al [36] que des spéculations sur une 

zoonose éventuelle apparurent. Celle-ci stipule que le SIVcpz provenant du chimpanzé serait 

à l’origine du VIH-1 chez l'homme et que le SIVsmm du Sooty mangabey serait à l’origine 

du VIH-2 (Figure 2). Puis, il a été proposé que les souches M, N et O du VIH-1 viendraient 

du chimpanzé [37,38], alors que la souche O aurait pour origine le gorille [25]. Cette théorie 

de la zoonose renforce encore plus l’utilisation du primate comme modèle de recherche sur 

le VIH-1.  

 



 

7 

 

Figure 2: Phylogénie du VIS et VIH-1 
Adapté de [39] 

1.7. Structure du VIH-1 et VIS 

1.7.1. Le génome 

Le VIH-1 et le VIS sont des virus équivalents appartenant tous deux à la famille des 

Rétrovirus, et possèdent deux copies d’ARN monocaténaires de polarité positive. Cette 

polarité positive rend possible la transcription de l’ARN directement en ADN viral. Ensuite, 

le VIH-1 et le VIS appartiennent au genre des lentivirus. La particule virale a une forme 

sphérique et fait environ 120 nm de diamètre, soit 60 fois plus petite qu’un globule rouge. La 

similarité du VIS et du VIH-1 se voit dans leur structure génomique presque identique 

(Figure 3).  
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Figure 3: Comparaison des génomes du VIH-1 et VIS 
Adapté de [40] 

Le génome fait 9.8 Kilobases (kb) [41]. Les deux extrémités 5’ et 3’ sont flanquées par des 

séquences longues répétitives (LTR). Les exons, c’est-à-dire les régions codantes du génome, 

sont localisés au centre et codent au moins 9 protéines. Le génome est constitué des gènes 

Gag, Pol et Env, ainsi que tat, rev, nef, vpr, vpu/vpx et vif. La différence entre le VIH-1 et le 

VIS est marquée par le fait que le génome du VIH-1 contient le gène vpu, alors que celui du 

VIS contient le gène vpx. 

1.7.2. Les protéines virales  

La protéine Gag aussi connue comme Pr55Gag a une masse moléculaire de 55 Kilodaltons 

(kDa). Elle est issue de la translation de l’ARN non épissé dans le cytosol de la cellule hôte. 

Le clivage enzymatique de Gag produit les protéines de la matrice (p17), la capside (p24) et 

la nucléocapside (p7) (Figure 4), de p6 et des peptides SP1 et SP2. Celles-ci sont essentielles 

à l’architecture de la particule virale [42].  

La protéine Pol quant à elle donne les enzymes nécessaires au fonctionnement du virus, dont 

la protéase (PR), la transcriptase inverse (RT), l’intégrase (IN) et la RNase H. L'activité 

protéase est nécessaire pour le clivage des précurseurs polyprotéiques Gag et Gag-Pol 

pendant la maturation du virion [43]. 

VIH-1 

VIS 

vpu 

vpx 
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Figure 4: Structure protéique du VIH et VIS 
Adapté de [44,45] 

La protéine d’enveloppe Env a une masse moléculaire de 160 kDa et est d'abord synthétisée 

dans le réticulum endoplasmique. Env migre ensuite à travers le complexe de Golgi où il 

subit une glycosylation au niveau des résidus d'asparagine. La glycosylation d'Env est requise 

pour l'infectiosité de la particule virale [46]. Une protéase cellulaire clive le env pour générer 

les protéines gp41 et gp120 [47]. 

Tat (Trans-activator of transcription), est un transactivateur de transcription, qui est essentiel 

à la réplication du VIH-1/VIS. Tat se lie à la structure TAR, l’élément de réponse à la 

transactivation, situé à l'extrémité 5' de l’ARN [48].  

Rev est une protéine qui se lie spécifiquement à l'ARN viral [49]. Une fois dans le noyau, 

Rev qui contient aussi un signal d’exportation, se lie spécifiquement à la séquence RRE (Rev 

Responsive Element) exprimée sur l’ARN viral et permet son transport vers le cytoplasme 

pour la translation des protéines virales [50,51].  

Nef agit pour diminuer l'expression de la molécule CD4, récepteur primaire du VIH-1 et du 

VIS à la surface de la cellule infectée [52]. Nef augmente la vitesse d'endocytose de la 

molécule CD4 et sa dégradation lysosomale [53]. La régulation négative de CD4 semble 

Protéines de la cellule hôte 

Membrane lipidique 

Protéase 

Transcriptase 

Inverse 
Intégrase 

ARN viral 

Tat 

Nucléocapside 

(p7) 

Capside  

(p24) 

Protéine de la matrix 

(p17) 
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avantageuse pour la production virale, car un excès de CD4 à la surface de la cellule empêche 

l’incorporation de Env dans le nouveau virion et le bourgeonnement de celui-ci [54,55]. Nef 

diminue également l'expression du CMH-I à la surface cellulaire [56].  

Vpr joue un rôle dans la capacité du VIH-1 à infecter des cellules quiescentes en facilitant la 

localisation nucléaire du complexe de préintégration (PIC). Vpr est présent dans le complexe 

PIC et agit comme un facteur de transport nucléocytoplasmique en attachant directement le 

génome viral au pore nucléaire de la cellule hôte [57]. 

Vif est une protéine, qui permet de maintenir l’infectiosité du virion nouvellement assemblé. 

En effet, APOBEC3G est une protéine de la cellule hôte qui, en l'absence de Vif, est 

incorporée dans le virion, et qui a pour fonction de perturber la transcription inverse ultérieure 

du virus, en générant des mutations létales pour le virus, et rendant ainsi le virus non 

infectieux. Vif cible APOBEC3G pour la polyubiquitination et la dégradation protéasomale. 

Ceci empêche l’incorporation de APOBEC3G dans les virions et ceci maintient le caractère 

infectieux virion [58]. 

Vpu (du VIH-1) est une protéine accessoire exprimée par le VIH-1, mais non par le VIS. 

Elle joue un rôle dans la libération du précurseur Env dans le réticulum endoplasmique (RE). 

En effet, lors de l’expression des protéines virales, les molécules CD4 et Env forment un 

complexe dans le RE, et provoquent ainsi le piégeage des deux protéines à l'intérieur de ce 

compartiment [59]. Cette formation de complexes Env-CD4 intracellulaires interfère ainsi 

avec l'assemblage de virions. Le rôle de vpu est de libérer l'enveloppe Env en déclenchant la 

dégradation de CD4. En l'absence de vpu, un grand nombre de virions demeure attaché à la 

surface des cellules infectées [60]. 

Vpx (du VIS) est une protéine accessoire synthétisée par le VIS, mais pas par le VIH-1. Il a 

été mis en évidence que vpx cible SAMHD1, un facteur de restriction des lentivirus, pour 

l’ubiquitiner et le dégrader [61]. En outre, vpx est également impliqué dans l'importation 

nucléaire du génome du VIS et des protéines associées [62]. 
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1.8. Le récepteur et les corécepteurs du VIH-1 et VIS  

La molécule CD4 fut identifiée comme récepteur principal du VIH-1 en 1984 [63]. Une 

dizaine d’années après, il fut rapporté que l’utilisation d’un corécepteur notamment CCR5 et 

CXCR4 serait primordiale pour faciliter l’entrée du VIH-1 dans la cellule cible [64,65]. Ainsi 

in vivo, le VIH et VIS infectent principalement les cellules hématopoïétiques qui expriment 

la molécule CD4 et les corécepteurs CCR5 et CXCR4. Ceux-ci comprennent principalement 

les lymphocytes T auxiliaires, les macrophages, les cellules de Langerhans, les cellules 

dendritiques et les microglies [66-68]. Certaines souches du VIH-1 peuvent infecter 

préférentiellement un type cellulaire par rapport à l’autre. Ainsi, les souches M-tropiques 

(R5) infectent aussi bien les macrophages que les lymphocytes T mémoires exprimant CCR5 

à leur surface, tandis que les souches T-tropiques (X4) n’infectent pas les macrophages, mais 

les lymphocytes T mémoires et naïves [69-73]. 

1.8.1. Le corécepteur CCR5 

CCR5, aussi connu comme CD195 est un récepteur de type 5 des chimiokines de la catégorie 

C-C. Il est formé de sept hélices-α transmembranaires, d’une extrémité amino-terminale 

extracellulaire, et d’une extrémité carboxy-terminale intracellulaire couplée à la protéine G 

et fait donc partie de la famille des GPCR (G Protein Coupled Receptor) [74]. Les 

chimiokines sont des petites cytokines chimiotactiques sécrétées dans l’organisme par les 

cellules du système immunitaire. Elles jouent un rôle clé dans la défense immunitaire en 

contrôlant la migration, l'activation, la différenciation et la survie des cellules immunitaires 

[75]. Les ligands du récepteur CCR5 sont les chimiokines CCL3 et CCL4 (aussi connu 

comme MIP-1α et MIP-1β) et CCL3L1 [76,77]. En plus CCR5 interagie avec CCL5 aussi 

connu comme RANTES [78], exprimé sur les lymphocytes mémoires T CD4 et T CD8, les 

NK, macrophages, éosinophiles et microglie, et est nécessaire pour la migration de ces 

cellules [79]. Ce corécepteur est utilisé par le VIH-1 et le VIS. 
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1.8.2. Le corécepteur CXCR4 

CXCR4 est un récepteur de type 4 des chimiokines de la catégorie C-X-C, qui appartient à 

la grande famille des GPCR et est composé de sept hélices α. Il est directement impliqué dans 

l'organogenèse, l'hématopoïèse et la réponse immunitaire [80]. Son ligand est SDF1 (Cell-

Derived Factor 1) aussi connu comme CXCL12 [81,82]. Dans le contexte du VIH-1, 

l’utilisation de CXCR4 est associée à une progression rapide et plus agressive vers le SIDA 

[83]. En outre, il est connu que les virus isolés chez des individus nouvellement infectés 

utilisent principalement le CCR5 (virus R5) comme corécepteur. Mais au cours de l'infection, 

le tropisme passe de R5 à X4 chez ~50% des individus infectés [84]. Ce corécepteur est 

principalement utilisé par le VIH-1 et non par le VIS.  

1.8.3. Les autres corécepteurs 

Outre ces corécepteurs, de nombreuses autres molécules ont été identifiées qui pourraient 

jouer le rôle de corécepteurs du VIH-1, VIH-2, ainsi que du VIS [85-90] (Table 1). Parmi 

ceux-ci, GPR15 a été proposé comme plus efficacement utilisé par le VIS comme 

corécepteur, comparé au VIH-1 qui l’utilise rarement et de manière inefficace [91]. 

Corécepteurs Virus 

CCR1 VIH-2 

CCR2b VIH-1, VIH-2, VIS 

CCR3 VIH-1, VIH-2 

CCR4 VIH-2 

CCR8 VIH-1, VIH-2, VIS 

CCR9 VIH-1 

CCR6 VIH-2 

CXCR5 VIH-2 

CX3CR1 VIH-1, VIH-2 

ChemR23 VIH-1, VIH-2 

RDC1 VIH-1, VIH-2, VIS 

Tableau 1: Les corécepteurs du VIH-1 et VIS 

Adapté de [89] 
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1.9. Le cycle viral du VIH-1 

Suite à l’adhésion de la particule virale à la cellule hôte par la liaison de la gp120 au récepteur 

CD4 (Figure 5), cela permet un changement de conformation de la gp120 favorisant 

l’interaction avec le corécepteur, et une fusion de la gp41 avec la membrane de la cellule 

cible. La décapsidation qui s’ensuit permet la libération du matériel génétique (ARN) viral, 

ainsi que les enzymes comme la transcriptase inverse et l’intégrase dans le cytoplasme de la 

cellule hôte. 

 

Figure 5: Cycle viral du VIH-1 

Adapté de [92] 

Ensuite, la transcription de l’ARN viral en ADN est accomplie par la transcriptase inverse 

(RT), qui génère un duplex d'ADN linéaire. La transcription inverse crée des duplications 

des régions U5 et U3 de l’ARN de sorte que le produit d'ADN résultant soit plus long que 

l'ARN aux deux extrémités. C'est l'origine des régions LTR (long terminal repeats), chacune 

Corécepteur 

CCR5 /CXCR4 
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constituée de régions U3 / R / U5 qui sont caractéristiques de la forme d'ADN du génome 

viral [93].  

Suite à la rétrotranscription de l’ARN viral, l’ADN viral double-brin nouvellement synthétisé 

doit s’intégrer dans le génome de la cellule hôte, afin de pouvoir passer à l’étape de la 

réplication. Ce processus d’intégration du matériel génétique viral est assuré par l’enzyme 

appelée intégrase (IN). Cette enzyme comprend deux sites de liaisons : l’un pour lier l’ADN 

viral et l’autre pour lier l’ADN de la cellule hôte. Après la migration du complexe de 

préintégration ou PIC (Pre-integration complex) dans le noyau, l’intégrase catalyse 

l'insertion des deux extrémités d'ADN viral dans un chromosome de la cellule hôte. Une fois 

l'ADN viral intégré, sa transcription peut avoir lieu en utilisant la machinerie de transcription 

de la cellule hôte (Figure 5). Pour cette transcription, un promoteur est nécessaire. Et celui-

ci est localisé dans la région 5’ du LTR de l’ADN viral. L’ARN polymérase II de la cellule 

hôte se lie à ce promoteur, et se sert de cet ADN viral comme matrice pour synthétiser des 

ARN messager. Ce processus est contrôlé par la protéine virale régulatrice Tat [94,95].  

Enfin, l'assemblage des virions nouvellement synthétisés se produit au niveau de la 

membrane plasmique de la cellule hôte (Figure 5), avec le concours de la polyprotéine Gag 

du VIH-1 qui sert de médiation à tous les événements essentiels de l'assemblage du virion, y 

compris la liaison à la membrane plasmique [96]. 

1.10. La pathogenèse du VIH 

La pathogenèse du VIH-1 se caractérise par trois phases, dont la phase aiguë la phase 

asymptomatique et la phase SIDA (Figure 6B). Selon les estimations, chez les adultes une 

période moyenne de 10 à 11 ans s’écoule à partir de l’infection jusqu’à l’apparition du stade 

SIDA [97]. Il est à noter qu’il existe des progresseurs rapides (environ 20%), qui développent 

le SIDA en seulement 5 ans d’infection [98]. 

1.10.1. La phase aiguë 

Cette phase aiguë survient 1 à 2 semaines post exposition au VIH-1 et dure 2 à 4 semaines 

[99]. Elle ne se manifeste pas par des symptômes particuliers, mais plutôt par des symptômes 

similaires à ceux d’une forte grippe. Parmi lesquels on note la fièvre, les sueurs nocturnes, 
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maux de gorge, ganglions lymphatiques fortement enflés, éruption cutanée, nausée, 

vomissement, etc. (Figure 6A). Ces symptômes disparaissent ensuite d’eux-mêmes. Il a été 

estimé que 40 à 90% d’individus infectés manifestent ces symptômes [100].  

 

Figure 6: Phases de l’infection du VIH-1 

D’après [101,102] 
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Ainsi, une infection aiguë par le VIH-1 est difficile à diagnostiquer parce que les symptômes 

sont transitoires et non spécifiques, et surtout n’apparaissent pas chez tous les sujets. 

Pourtant, il est essentiel de faire le diagnostic correct le plus tôt possible, car non seulement 

un traitement précoce peut apporter des bénéfices, mais aussi parce que les patients en 

infection aiguë présentent un risque accru de transmission plus élevé que lors d'une infection 

chronique [103], en raison des charges virales plasmatiques élevées, souvent supérieures à 

un million de copies d'ARN par ml [104] (Figure 6B, courbe rouge). Durant cette phase, les 

niveaux d'antigène p24 plasmatique et d'ARN du VIH-1 sont détectables, mais pas les 

anticorps anti-VIH [99]. Ce qui rend encore plus difficile le diagnostic du VIH-1 au cours de 

cette phase. Le système immunitaire de l’hôte est pris par surprise, et donc ne peut s’imposer 

à ce stade contre la réplication virale. Ceci est associé à une dissémination rapide du virus 

dans l’organisme accompagné de l’établissement des réservoirs viraux, par exemple dans les 

ganglions, la rate, les testicules, le cerveau, etc. La forte réplication virale contribue au fort 

taux de mort cellulaire des lymphocytes auxiliaires T CD4, dont le nombre dans le sang baisse 

brusquement (Figure 6B, courbe bleue). De ce fait, le nombre de lymphocytes T CD4 dans 

le sang et la charge virale plasmatique sont deux marqueurs de pronostic de l’évolution de la 

pathogenèse du VIH-1 [105,106]. La phase aiguë est aussi marquée par une forte déplétion 

des lymphocytes T CD4 dans le tractus gastro-intestinal [107-109] et surtout dans les sites 

effecteurs de la muqueuse intestinale, c’est-à-dire la lamina propria [110-112].  

1.10.2. La phase asymptomatique et SIDA 

Suite à cette phase de primo-infection, le système immunitaire de l’hôte établit une réponse 

immune antivirale. Cette réponse immune est temporairement associée à une diminution de 

la charge virale plasmatique du VIH-1 [113]. Ce qui conduit à la phase chronique 

asymptomatique, qui peut durer plusieurs années. Cette phase au cours de laquelle le patient 

ne présente pas de symptômes est aussi qualifiée de latence clinique. Cependant, une 

déplétion progressive des lymphocytes T CD4 dans le sang périphérique est observée. Et 

lorsque la quantité de ces cellules atteint la valeur seuil de 300-200 cellules/mm3 de sang, il 

y a une augmentation de la charge virale plasmatique associée à l’apparition des maladies 

opportunistes. C’est la phase SIDA. Parmi les maladies opportunistes les plus fréquentes, on 

compte la tuberculose et la candidose, qui apparaissent très souvent comme premières 
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infections opportunistes. La tuberculose à elle seule a causé la mort de plus de 320 000 

personnes séropositives en 2012. De plus, on peut observer l’apparition des lymphomes 

comme le sarcome de Kaposi. À un stade plus avancé, on peut observer la pneumocystose 

pulmonaire, la toxoplasmose et des infections à CMV. Ce sont ces infections opportunistes 

qui sont à l’origine du décès des personnes infectées par le VIH-1 en phase SIDA. 

1.11. Préventions et traitements contre le VIH-1 

1.11.1. Préventions  

Le combat contre le VIH-1 commence par la prévention. Ainsi, il existe plusieurs moyens 

permettant d’éviter les comportements à risque d’exposition au VIH.  

- L’éducation. L’une des méthodes de prévention contre le VIH est l’éducation des 

personnes. Il s’agit d’un éclairage sur les différentes voies de transmission, les 

comportements à risque et les méthodes de protection.  

- L’abstinence. Cette pratique est le seul moyen qui procure une protection plus sûre d’une 

transmission du VIH par la voie sexuelle et d’autres maladies sexuellement transmissibles.  

- Utilisation des préservatifs. Il est recommandé de se protéger lors de chaque rapport 

sexuel. 

- Test de dépistage du VIH. Connaître son statut VIH permet en cas d’infection de se faire 

traiter très tôt, et de prendre des mesures évitant de propager le virus. En outre, il est 

nécessaire que les partenaires soient aussi testés et traités. 

- PrEP. La prophylaxie préexposition peut aider à prévenir l'infection par le VIH chez les 

personnes qui n'ont pas de VIH, mais qui courent un risque élevé de le contracter. PrEP 

implique de prendre un médicament spécifique comme le Truvada contre le VIH tous les 

jours. Si une personne est exposée au VIH, la présence du médicament PrEP dans le sang 

peut aider à empêcher l’infection [114]. 

- Éviter l’usage de drogue par injection. Si un individu le fait, alors n’utiliser que du 

matériel stérile d'injection et ne pas partager le matériel avec d’autres personnes. 
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- PEP. La prophylaxie post-exposition est un moyen de prévenir l'infection à VIH après une 

éventuelle exposition récente. Il s'agit de prendre les médicaments contre le VIH dès que 

possible dans les 3 jours après un seul événement à haut risque [115]. 

1.11.2. Traitements  

Depuis le début de l'épidémie, des recherches significatives ont abouti au développement de 

plus de 40 médicaments antirétroviraux qui peuvent aider à contrôler l'infection lorsqu'ils 

sont utilisés dans diverses combinaisons [116]. L’utilisation des thérapies antirétrovirales 

(ART) améliore non seulement la qualité, mais aussi l’espérance de vie des sujets infectés. 

En effet, les bénéfices de la ART sont tels qu’il y a une réduction considérable de la morbidité 

et la mortalité, si bien que l’espérance de vie des sujets séropositifs est seulement de peu 

inférieure à celle des personnes non infectées par le VIH-1 [117,118]. Les médicaments qui 

composent la ART sont regroupés en six classes selon leur fonction anti-VIH (Tableau 2). 

Classes Niveau d’action Exemples 

Inhibiteurs d’entrée Bloque le CCR5  Maraviroc 

Inhibiteurs de Fusion Bloque la gp41 Enfuvirtide (T-20) 

(NNRTI) Inhibiteurs non nucléosidiques de 

la RT 

Rétrotranscription Efavirenz, Etravirine 

(NRTI) Inhibiteurs nucléosidiques de la RT Rétrotranscription Zidovudine, 

Tenofovir 

(PIs) Inhibiteurs de la protéase Protéase du VIH Indinavir, 

Tipranavir 

(INSTIs) Inhibiteur de l'intégrase Intégration de 

l’ADN viral 

Dolutegravir, 

Raltegravir 

Tableau 2: Les différentes classes des antirétroviraux 

Cependant, en dépit d'une augmentation importante des personnes ayant accès à la ART, il y 

avait en 2015, 54% de sujets adultes séropositifs, 51% d’enfants et 23% de femmes enceintes 

qui n'avaient pas accès à ces traitements [14]. En outre, l’accès reste limité pour les pays 

pauvres et en voie de développement, qui sont en même temps les plus touchés par la 

pandémie du VIH-1 tels que les pays de l'Afrique subsaharienne et australe. Enfin, la ART 
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ne permet pas d’éradiquer le virus, vu l’établissement très précoce du réservoir viral [119-

121], et la réplication résiduelle du virus même durant la ART [122,123], même si ce concept 

demeure controversé, vu qu’il manque à ce jour des méthodes et procédures robustes qui 

permettraient de déterminer clairement un réservoir actif durant la ART. Par conséquent, il 

reste à élaborer de nouvelles stratégies thérapeutiques et vaccinales en ciblant des molécules 

ou cellules immunitaires capables d’induire à la fois des anticorps par les lymphocytes B et 

des cellules T CD8 efficaces pour espérer, non seulement empêcher de nouvelles infections, 

mais aussi éventuellement éliminer le réservoir viral.  

1.12. Les modèles expérimentaux pour l’étude de la pathogenèse du Sida 

1.12.1. Le modèle du chimpanzé 

Le chimpanzé étant le primate le plus proche de l’homme, notamment avec ~96% de gènes 

identiques à ceux de l’homme [124], fut utilisé comme premier modèle animal d’infection in 

vivo du VIH-1 dès les années 1990. Cela a été renforcé par le fait que le SIVcpz, 

contrairement aux autres souches du VIS, a une structure génomique identique à celle du 

VIH-1 [36]. Malheureusement, les expériences avec ce modèle n’ont pas permis de 

développer un vaccin ni d’avancer dans la compréhension du virus, puisque ce modèle, bien 

que sensible à l’infection par le VIH-1, ne développe que très rarement le SIDA [125,126]. 

On note en particulier l’absence de déplétion des lymphocytes T CD4 chez les chimpanzés 

infectés par le VIH-1, ainsi qu’une réponse cellulaire des lymphocytes T CD8 

considérablement basse, comparativement aux personnes infectées par le VIH [127]. En 

dehors de ces différences majeures, des questions d’éthiques rendent ce modèle inaccessible 

à la recherche biomédicale du fait de la protection de cette espèce [40].  

1.12.2. Le modèle du macaque  

Les primates comme les macaques rhésus (Macaca mulata) d’origine d’Asie, qui sont 

naturellement indemnes de VIS, développent le SIDA suite à une transmission interespèce 

[128]. Ainsi, contrairement aux macaques d’autres espèces de primates, comme les singes 

verts d’Afrique (AGM) et les Sooty mangabey, ne développent pas de maladie bien que ceux-

ci répliquent le virus (Figure 7).  
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Figure 7: Les espèces simiennes et le Sida 

Intéressant est le fait que parmi les macaques, il existe une différence de sensibilité au virus. 

C’est ainsi que les macaques rhésus d’origine chinoise présentent une sensibilité réduite, 

traduite par une évolution plus lente vers le SIDA, comparés aux macaques rhésus d’origine 

indienne [129,130] (Figure 8). 

Figure 8: La survie de différents modèles du macaque infectés par le VIS.  
Pourcentage de survie par rapport au temps (mois) de 3 types de primates infectés par le VIS. Les 

macaques chinois et indiens ont été infectés par le SIVmac251 et les AGM par le SIVagm.sab92018. 

 

Adapté de [131] 
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Partie II 

1.13. Le système lymphatique 

 

Figure 9: Le système lymphatique 

Adapté de [132] 

Le système lymphatique comprend les vaisseaux et les organes lymphatiques. Il a pour 

fonction le drainage des liquides tissulaires et des substances issues des espaces 

extracellulaires qui ne peuvent pas être résorbées par la circulation sanguine. Puis, il forme 

un réseau de transport des cellules immunitaires d’un organe lymphatique vers un autre, et 

vers le sang. On distingue les organes lymphatiques primaires qui sont le thymus et la moelle 

osseuse (Figure 9), et les organes lymphatiques secondaires, dont la rate, les ganglions 

périphériques (axillaires inguinaux), les ganglions mésentériques (colon et iléon), les plaques 

de Peyer etc [133].  
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La moelle osseuse abrite le processus d’hématopoïèse et est le site de la maturation des 

lymphocytes B à partir des cellules souches hématopoïétiques [134,135]. Ces cellules quittent 

ensuite la moelle osseuse par le sang et migrent vers les organes lymphoïdes secondaires.  

Le thymus est l’organe de la maturation des lymphocytes T, après que ceux-ci aient quitté 

la moelle osseuse. Dans le Thymus ces cellules subissent une sélection positive, puis 

négative, si bien que seuls survivent les lymphocytes T ayant une bonne affinité aux 

molécules du CMH du soi, mais qui ne reconnaissent pas les antigènes du soi [136]. 

Les ganglions lymphatiques sont connectés au circuit lymphatique par des vaisseaux 

lymphatiques afférents, qui importent la lymphe contenant des antigènes des muqueuses, et 

des cellules immunitaires. Des vaisseaux efférents qui exportent entre autres des cellules 

mémoires. Le cortex contient la zone des lymphocytes B, pendant que celle des lymphocytes 

T est localisée dans le paracortex (Figure 10). 

 

Figure 10: Structure d'un ganglion 

Adapté de [133]  
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Dans cette zone les cellules présentatrices d’antigènes (APC) activent les lymphocytes T, 

afin d’initier la réponse adaptative [137]. Au cours de l’infection par le VIH-1 et du VIS, il a 

été proposé que les ganglions périphériques et mésentériques soient des sites de la réplication 

virale privilégiés [138,139]. 

La rate est l'organe lymphoïde le plus volumineux et est directement connectée au circuit 

sanguin par une artère et une veine splénique (Figure 11). Elle est constituée de la pulpe 

rouge contenant les érythrocytes et les macrophages. Et la pulpe blanche contenant les 

lymphocytes T CD4, T CD8, les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes 

B, ainsi que les follicules lymphoïdes. La rate est importante pour l’élimination 

d’érythrocytes vieillissants et malformés [140]. Contrairement à d’autres organes lymphoïdes 

secondaires, la rate n’est pas connectée au système lymphatique. Par conséquent, elle est 

spécialisée dans la lutte contre les antigènes provenant du sang [141]. La majorité des cellules 

B matures quittant la moelle osseuse migrent vers la rate, où elles subissent la sélection, 

l’activation et la tolérance [142], faisant ainsi de cet organe un site essentiel de la réponse 

humorale. Chez des patients humains infectés par le VIH-1, la rate a été proposée comme 

réservoir viral [143,144]. 

 

Figure 11: Structure de la rate 

Adapté de [145]  
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1.14. Le tractus gastro-intestinal durant l’infection par le VIH-1/VIS 

Le tractus gastro-intestinal (TGI) est un organe crucial non seulement dans son rôle central 

dans la digestion, mais aussi dans la réponse immunitaire contre les antigènes externes et 

internes. Il a été estimé que le TGI contient environ 60% de tous les lymphocytes du corps, 

incluant les lymphocytes T CD4, comparativement à seulement 2% dans le sang périphérique 

[146,147]. 

 

Figure 12: Anatomie du tractus gastro-intestinal 

Adapté de [148,149]  

Le gros intestin et l'intestin grêle, font partie du TGI et sont drainés par les ganglions 

mésentériques (Gmes) (Figure 12). Ces Gmes sont des sites inducteurs de la réponse 

immunitaire, dans lesquels a lieu l’activation et la différenciation des cellules immunitaires. 

Les cellules mémoires issues de cette activation migrent ensuite vers la lamina propria de la 

muqueuse intestinale, qui représente ainsi le site effecteur dans lequel les cellules effectrices 
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accomplissent leur fonction contre les pathogènes. Par conséquent, une réponse immunitaire 

insuffisante dans ce compartiment peut favoriser une translocation bactérienne de la 

muqueuse intestinale vers la circulation systémique. Ceci entraine une activation généralisée, 

qui à son tour provoque la division cellulaire propice à la réplication virale et l’expression 

des corécepteurs facilitant ainsi de nouvelles infections [150,151].  

1.15. Les lymphocytes T CD4 dans la réponse immunitaire 

Les lymphocytes T CD4 fournissent de l’aide nécessaire aux lymphocytes B, afin que ces 

dernières produisent des anticorps. Ils aident également la réponse cellulaire et innée 

orchestrée par les lymphocytes T CD8 et les macrophages respectivement. Ainsi, lorsque leur 

nombre est diminué ou leurs fonctions sont perdues, l'individu devient susceptible à une 

grande variété d’agents infectieux comme le VIH. Pour pouvoir exercer ces multiples 

fonctions, les lymphocytes T CD4 se différentient en plusieurs sous-groupes jouant des 

fonctions distinctes (Figure 13). 

 

Figure 13: Différenciation et profils des lymphocytes T CD4 
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En effet, suite à une présentation antigénique par une APC, la cellule T CD4 naïve 

caractérisée par l’expression des molécules CD45RA, CCR7 et CD62L est activée et se 

différencie en cellule centrale mémoire (CD45RA-, CD62L+, CCR7+). Celle-ci devient une 

cellule effectrice mémoire (CD45RA-, CD62L-, CCR7-), et enfin, une cellule sénescente 

désignée comme terminale différenciée de phénotype CD45RA+, CD62L-, CCR7- [152]. 

Pendant que les cellules centrales mémoires constituent la mémoire du système immunitaire, 

en prévision à une réinfection ultérieure, et donc ayant une plus longue durée de vie, les 

cellules effectrices mémoires quant à elles, sont celles qui vont majoritairement sortir des 

organes lymphoïdes secondaires pour se rendre dans les tissus, afin d’exercer leur fonction 

effectrice. Selon les cytokines dans le milieu et aussi en fonction de l’agent pathogène, 

l’activation antigénique d’une cellule naïve peut aboutir à différentes catégories de cellules 

effectrices mémoires, telles que les cellules Th1, Th2, Th17, T-reg (régulatrice) ou Tfh 

(folliculaire auxiliaire) (Figure 13), dont chacune se caractérise par un profil différent 

d’expression de cytokines et de fonctions distinctes.  

Th1: Les Th1 sont des cellules caractérisées par l’expression de T-bet, le facteur de 

transcription qui contrôle leur différenciation. Elles produisent l'IFN-γ et IL-2. La réponse 

des cellules Th1 est caractérisée par l’activation de la capacité bactéricide des macrophages. 

Ceci implique une augmentation de la phagocytose de macrophages, ainsi que leur capacité 

à dégrader les antigènes phagocytés. [153]. Au cours de l’infection par le VIH-1, il a été 

démontré une diminution progressive des cellules Th1 ou perte [154-157]. 

Th2: Les cellules Th2 se différentient sous le contrôle de GATA-3. Elles produisent les 

cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 [158]. IL-4 est responsable de la commutation isotopique 

induisant la production des immunoglobulines de type IgE par les lymphocytes B, nécessaires 

pour neutraliser des allergènes [153]. L’IL-5 par contre, incite les cellules éosinophiles à se 

débarrasser des parasites [159]. Ainsi, les Th2 sont plus efficaces contre les bactéries 

extracellulaires, les parasites, y compris les helminthes et les toxines. Or au cours de 

l’infection au VIH-1, une augmentation des Th2 et des IgE a été démontrée [154,155]. 

Th17: Les Th17 quant à elles secrètent l’IL-17, IL-22 et IL-23 et sont générées sous 

l’influence du facteur de transcription RORγT. La production de l’IL-17 favorise la 
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production des chimiokines et des cytokines pro-inflammatoires, qui par conséquent 

recrutent les neutrophiles et les macrophages [160]. Au niveau de l’intestin, les Th17 sont 

essentiels au maintien de la muqueuse intestinale en favorisant la prolifération des cellules 

épithéliales [161] et la sécrétion de défensine qui joue un rôle antibactérien. Au cours de 

l’infection au VIH-1, il y a une déplétion préférentielle des Th17 [162-164]. 

T-regs: Les lymphocytes T régulateurs sont une sous-population de cellules T qui modulent 

le système immunitaire, maintiennent la tolérance aux auto-antigènes et empêchent les 

maladies auto-immunes. Les T-regs répriment ou diminuent l’induction et la prolifération 

des cellules T effectrices. Les Tregs sont caractérisées par leur facteur de transcription 

FOXP3, ainsi que par la molécule CD25 à leur surface. Elles secrètent du TGF-ß. Au cours 

de l’infection au VIH-1, une déplétion des T-regs a été observée, et pourrait favoriser le 

développement de l’activation chronique du système immunitaire [165]. 

1.16. Les cellules Tfh 

1.16.1. Caractéristiques des cellules Tfh  

Les cellules T folliculaires auxiliaires (Tfh), une sous-population parmi les lymphocytes T 

CD4, ont été décrites pour la première fois en 2000 par Schaerli et al [166]. Les Tfh 

expriment la molécule CXCR5, qui est le récepteur de la chimiokine CXCL13 [167] (Figure 

14). Cette chimiokine est produite chez la souris majoritairement par les cellules dendritiques 

folliculaires (FDC) qui résident dans les follicules [168]. Chez l’homme, les Tfh produisent 

également CXCL13 [169,170]. Ces cellules expriment les marqueurs comme PD1, ICOS et 

CD40L [171]. La genèse des cellules Tfh est sous le contrôle de facteurs de transcription 

comme Bcl-6, c-MAF [171] et TCF1 [172,173]. Elles sont caractérisées par la production 

d’IL-21 [171], et peuvent également produire de l’IL-4 [174,175]. Il a été proposé que les 

cellules dendritiques classiques sont à la fois nécessaires et suffisantes pour amorcer la 

différenciation d’une cellule naïve T CD4 en cellule Tfh [176]. Cette différenciation est 

favorisée par les interleukines IL-6 et IL-21 [171,177]. Cependant la différenciation et la 

fonction des Tfh peuvent être entravées par des cytokines qui induisent le développement des 

cellules Th1 telles que l’IL-2 et IL-7 [178,179]. Ces cytokines augmentent l’expression des 

facteurs de transcription inhibiteurs des Tfh parmi lesquels Stat5 et Blimp1, qui inhibent Bcl-
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6 [179,180]. D’autres facteurs de transcriptions tels que Foxo1, KLF2 peuvent également 

inhiber les Tfh en réprimant l’expression de CXCR5 et de Bcl-6 [181,182]. En plus, KLF2 

Foxo1 régulent l'expression de CD62L [183,184]. 

 

Figure 14: Caractéristiques de la cellule Tfh 

Adapté de [185] 

 

D’autres travaux ont montré un rôle différent de l’IL-7 sur la genèse des cellules Tfh. Ainsi, 

McDonald et al [179], propose que l’IL-7 inhibe les Tfh via Stat5 alors que Seo YB et al 

[186] rapporte un rôle de l’IL-7 dans leur développement, puisque des souris immunisées 

avec un antigène trivalent du virus influenza en présence d’IL-7 présentent une expansion 

des Tfh et une meilleure immunité humorale. De plus, une surexpression d’IL-7 conduit à la 

formation de centres germinatifs, une amplification de la réponse Tfh, et une meilleure 

immunité humorale [187]. D’autre part, T-bet, un facteur de transcription inducteur des Th1 

[188,189] inhibe les Tfh via la répression de Bcl-6 [190]. Outre, l’IL-2, l’IL-27 qui induit la 

différenciation des cellules T en Th1 via T-bet [191,192], conduit également la 

différenciation des cellules Tfh [193]. Batten et al [194] rapporte également que des souris 

IL-27ra+/+ présentent une meilleure induction des cellules Tfh comparées à des souris 

déficientes pour IL-27ra−/−. Hennerici et al [195] propose une corrélation entre 

l’augmentation de l’IL-27 et le nombre des cellules Tfh chez des sujets humains atteints de 

pemphigus, une maladie auto-immune qui touche l’épiderme. 
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Les Tfh sont des cellules mémoires majoritairement localisées dans les organes lymphoïdes 

secondaires, mais elles sont plus rares dans le sang. Une population de cellules Tfh 

périphériques (pTfh ou cTfh), semblable à celle des Tfh des GC (GCTfh) a été proposée 

[196-198]. Contrairement aux GCTfh, les pTfh expriment plus faiblement les marqueurs 

CXCR5, PD1, Bcl-6 et ICOS, et sont caractérisées par l’expression de CXCR3 et CCR6. 

C’est ainsi que trois sous-populations distinctes ont été identifiées : les cellules Tfh1 

(CXCR3+CCR6-), les Tfh2 (CXCR3-CCR6-) et les Tfh17 (CXCR3-CCR6+) [199,200]. Les 

pTfh expriment des cytokines caractéristiques des lymphocytes Th1, Th2 et Th17. Par 

conséquent, les Tfh1 sont analogues aux Th1 et secrètent IFN-γ, mais ne produisent pas de 

l’IL-21. Elles expriment T-bet comme facteur de Transcription. Les Tfh2 analogues aux Th2 

produisent de l’IL-21, l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13. Elles expriment GATA-3 comme facteur de 

transcription. Les Tfh17 analogues aux Th17 expriment de l’IL-21, l’IL-17A et l’IL-22. Elles 

ont RORγT comme facteur de transcription [199]. 

1.16.2. La fonction des cellules Tfh et la réaction des GCs 

Après leur différenciation dans la zone des T suite à une activation antigénique, les 

précurseurs des cellules Tfh (pré-Tfh) ou Tfh immatures guidées par la chimiokine CXCL13 

se dirigent vers la zone des lymphocytes B et interagissent avec celles-ci (1) (Figure 15). 

 

Figure 15: Activation des lymphocytes B par les Tfh 

Adapté de [201] 

Interaction entre lymphocyte Tfh et B 
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Cette interaction (2) favorise la prolifération des lymphocytes B à l’extérieur du GC et a pour 

conséquence (3) la génération de cellules plasmatiques (PC) (à courte durée de vie) sécrétant 

des anticorps de faible affinité [202] et (4) l’expansion de lymphocytes B mémoires de courte 

durée de vie. Cependant, (5) cette interaction entre Tfh immatures et lymphocytes B peut 

conduire à la formation des GC dans lesquels au niveau de la zone sombre (DZ, Dark Zone) 

il y a (6) l’expansion clonale des lymphocytes B, qui subissent une hypermutation somatique 

(HMS) et la commutation isotypique (CI) pour une meilleure affinité et spécificité [203]. Par 

la suite, dans la zone claire (LZ) (7) les lymphocytes B, dont les anticorps ont une faible 

affinité à l’antigène, meurent par apoptose, tandis que ceux ayant une plus forte affinité (8) 

sont sélectionnés positivement par les FDC. Grâce à cette bonne affinité antigénique, ils sont 

capables de capturer l’antigène à la surface des FDC, de l’internaliser, et (9) de le présenter 

via le CMH II aux GCTfh matures. Cette interaction permet aux lymphocytes B de recevoir 

des GCTfh matures (10) d'autres signaux. Ces signaux peuvent occasionner (11) le retour 

vers la DZ pour subir un autre cycle d’expansion clonale, ou (12) sortir du GC en tant que 

lymphocytes B mémoires de longue durée vie, ou (13) de PC [201]. Il a été montré que les 

processus de CI et d’HMS sont soutenus par une enzyme dénommée AID (activation-induced 

cytidine deaminase) [204], dont l’expression est induite par des signaux impliquant CD40-

CD40L [205-207] (Figure 16).  

La différenciation des lymphocytes B est définie selon l’expression des marqueurs de surface 

CD21 et CD27 [208]. Ainsi, on distingue les cellules naïves (CD21+CD27-), mémoires 

quiescentes (CD21+CD27+), mémoires activées (CD21-CD27+), et mémoires tissulaires 

(CD21-CD27-). Ainsi les cellules Tfh fournissent des signaux de survie et de prolifération 

aux lymphocytes B via multiples voies, y compris CD40L, ICOS, IL-21 et BAFF. Ces 

molécules entrent en compétition avec les interactions Fas-FasL, qui induisent la mort 

cellulaire. De cette manière, les lymphocytes B peuvent mieux survivre [209-211]. À cet 

effet, les cellules Tfh sont le garant d’une bonne réponse des lymphocytes B. 
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Figure 16: Interaction des Tfh et lymphocytes B dans les organes lymphoïdes secondaires 

Adapté de [185] 

 

Plusieurs modèles expérimentaux ont révélé le rôle critique des GCTfh dans le 

développement des réponses des lymphocytes B dans le contexte de la vaccination. Par 

exemple, cette population a été décrite chez les personnes vaccinées avec un vaccin contre le 

virus Ebola [212]. De plus, l’adénovirus induit des cellules GCTfh spécifiques de l’enveloppe 

du VIS [213]. Dans le modèle du macaque, une corrélation entre les cellules Tfh et les 

anticorps neutralisants contre le virus a aussi été rapportée [214]. Les pTfh ont été associés à 

des anticorps neutralisants dans le contexte de l’infection au VIH-1 [197,198], du virus de 

l’influenza [215,216], ou du papillomavirus humain [217]. Ces études montrent à quel point 

l’étude de la dynamique des cellules Tfh au cours des infections microbiennes est importante. 

Si les pTfh qui induisent les anticorps neutralisants au cours de l’infection par le VIH-1 ont 

été rapportés comme ayant un phénotype CXCR5+CXCR3-PD1+ [198], d’autres travaux ont 

plutôt proposé qu’il s’agit de pTfh ayant comme phénotype CXCR5+CXCR3+PD1+ [197]. 

Lymphocyte B Cellule Tfh 
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1.16.3. La rate: Le site majeur des cellules Tfh 

Figure 17: Pourcentages des Tfh dans les organes lymphoïdes secondaires et le sang 

Nos études ont permis de montrer que les cellules Tfh sont plus abondantes dans la rate en 

comparaison à d’autres organes lymphoïdes secondaires, et le sang (Figure 17). Ce qui valide 

l’intérêt d’étudier les cellules Tfh dans cet organe au cours du VIH et VIS. 

 

1.16.4. Les Tfh et les cellules B au cours de l’infection au VIH-1/VIS 

Les cellules Tfh au cours du VIH-1 

Des études récentes ont montré une augmentation des cellules Tfh dans les ganglions 

périphériques des sujets humains infectés par le VIH-1 en phase chronique [218], et chez des 

macaques infectés par le VIS [219]. En plus une étude récente a proposé une augmentation 

transitoire des cellules Tfh en phase chronique dans les ganglions périphériques des 

macaques infectés. Cette étude indique aussi que la progression vers le SIDA soit associée à 

la déplétion des cellules Tfh chez ces macaques [220]. D’autres parts, un dysfonctionnement 
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des cellules Tfh a été reporté par Cubas et al [221] en phase chronique de l’infection par le 

VIH-1 chez des patients humains. De plus, l’auteur propose que ce dysfonctionnement des 

cellules Tfh se manifeste par une perte de la sécrétion d’IL-21. Or cette cytokine est 

nécessaire pour l’activation des cellules B [221,222]. Par contre, l’auteur montre que l’ajout 

de la cytokine IL-21 restaure la fonction des cellules Tfh. En outre, une infection des cellules 

Tfh par le VIH-1 [223] et le VIS [224] a été mise en évidence. Une revue complète de la 

littérature sur les cellules Tfh en annexe (page 150) de cette thèse apporte plus de détails. 

Les cellules B au cours de l’infection au VIH-1 : 

La production des anticorps spécifiques et neutralisants contre le VIH-1 est un phénomène 

primordial dans la neutralisation, empêchant ainsi de nouvelles infections. Cela contribuerait 

à un meilleur contrôle de l’infection, de la réduction de la morbidité et de la mortalité des 

sujets infectés. Or durant l’infection par le VIH-1 et le VIS la perte et le dysfonctionnement 

des lymphocytes B ont été observés [208,225-228]. Ce qui suggère que le dysfonctionnement 

des lymphocytes B mémoires peut être un marqueur utile de la progression vers le SIDA. En 

outre, non seulement la quantité des lymphocytes B dans le sang et les ganglions décroit au 

cours de l’infection, mais aussi leur dysfonctionnement se manifestant par un manque de 

réactivité à l’immunisation [229].  Et ceci s’accompagne d’un défaut dans la production des 

anticorps [225]. De surcroît, une activation anormale des lymphocytes B polyclonaux est 

mise en évidence par le phénomène de l'hypergammaglobulinémie [230]. Des signes 

supplémentaires d'anomalie des lymphocytes B au cours du SIDA se manifestent par 

l'incidence élevée de lymphomes [231]. 
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 CHAPITRE 2 

2.1. Hypothèse de recherche 

La majorité des stratégies vaccinales sont basées sur le développement d’une réponse 

humorale caractérisée par la production d’anticorps spécifiques de haute affinité contre les 

pathogènes [232]. Les dysfonctionnements causés par le VIH touchent l’ensemble du 

système immunitaire y compris les lymphocytes B, qui sont les garants de cette production 

d’anticorps [208,225-228]. Or, la fonction des lymphocytes B est sous le contrôle de ces 

cellules Tfh [202, 203]. Ainsi, un dysfonctionnement de cette population de cellules Tfh 

pourrait rendre compte du déficit de la réponse humorale au cours de l’infection par le VIH. 

Ceci est d’autant plus concevable que les Tfh sont une sous-population de lymphocytes T 

CD4 mémoires, et que la déplétion des lymphocytes T CD4 mémoires est l’une des 

caractéristiques de la pathogenèse du Sida [233-235]. De ce fait, il serait logique de s’attendre 

à une déplétion des Tfh au cours de l’infection au VIH. Cependant, au début de ma thèse, les 

résultats d’autres laboratoires indiquaient paradoxalement une expansion des cellules Tfh 

[218,219], et que celles-ci soient infectées [223]. Si la majorité de ces études a été menée 

dans le sang et les ganglions périphériques, la rate l’organe majeur de la réponse des 

lymphocytes B, et les ganglions mésentériques (Gmes) qui jouent un rôle prépondérant dans 

l’immunité intestinale étaient jusqu’à mon travail que peu étudiés. Ainsi, l’hypothèse de mon 

travail de doctorat a été que : 

Il existerait une déplétion et une différenciation abortive des cellules Tfh, dans la rate 

et les ganglions mésentériques, qui seraient responsables du déficit des lymphocytes B 

au cours de l’infection au VIH/VIS. 
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2.2. Objectifs de recherche 

Objectif 1 : 

Afin d’évaluer l’impact du VIH/VIS sur les Tfh, j’ai entrepris d’étudier leur dynamique dans 

la rate et les Gmes, et ses conséquences sur la différenciation des lymphocytes B.  

- Plus particulièrement, j’ai étudié le pourcentage et le nombre de cellules Tfh en lien avec la 

différenciation des lymphocytes B.  

-  Du fait du rôle des Tfh sur la production des immunoglobulines, j’ai étudié la production 

d’anticorps spécifiques anti-VIS dans le sérum.  

Objectif 2 :  

Puisque mon hypothèse propose une différenciation abortive des Tfh, j’ai étudié les 

mécanismes sous-jacents, qui pourraient rendre compte de ce dysfonctionnement. 

-  Parmi ces mécanismes potentiels, l’architecture des organes lymphoïdes secondaires 

pourrait jouer un rôle important dans la mesure où la maturation des Tfh et des lymphocytes 

B requiert des contacts cellule-cellule.  

- De plus, une bonne différenciation des Tfh nécessite les facteurs de transcriptions Bcl-6, c-

Maf et TCF-1. Toutefois, lors de mes travaux, il est apparu qu’il existait des facteurs de 

transcription répresseurs des cellules Tfh, tels que T-bet, Foxo1, KLF2 et Stat5. Je me suis 

intéressé à étudier leurs expressions au cours de l’infection au VIS.  

- Enfin, étant donné que les Tfh sont dans un système complexe impliquant de nombreuses 

cytokines et que mes observations indiquaient une expression accrue de T-bet, je me suis 

intéressé aux rôles des cytokines, IL-7 et IL-27, qui ont été rapportées pour induire 

l’expression de Stat5 et T-bet. 
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CHAPITRE 3 

 LA PERTE PRÉCOCE DES CELLULES Tfh DANS LA RATE DES 

MACAQUES INFECTÉS PAR LE VIS  

Ce chapitre a fait l’objet d’une publication en 2015 dans la revue PloS Pathogens (PLoS 

Pathog. 2015 Dec 7;11(12):e1005287) et est constitué du manuscrit tel que publié. 
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3.1. Résumé 

Les cellules T auxiliaires folliculaires (Tfh), une sous-population des lymphocytes T CD4, 

fournissent une aide cruciale aux lymphocytes B dans la production d'anticorps spécifiques 

aux antigènes. Bien que plusieurs études aient analysé la dynamique des cellules Tfh dans le 

sang périphérique et dans les ganglions lymphatiques (LN) dans le contexte du SIDA, aucune 

de ces études ne s’est penchée sur l'impact que pourrait avoir l'infection par le VIS sur la 

dynamique des cellules Tfh dans la rate, organe principal de l'activation des lymphocytes B. 

Dans cette étude, je montre une diminution significative des cellules Tfh durant la phase 

aiguë dans la rate des macaques infectés par le VIS (SIVmac251). Une diminution qui 

persiste en phase chronique. Cette perte profonde des Tfh est associée à un manque 

d'expression soutenue des facteurs de transcription définissant les Tfh, c’est-à-dire Bcl-6 et 

c-Maf, mais plutôt à une expression plus élevée des facteurs inhibiteurs KLF2 et Foxo1. Dans 

ce contexte de différenciation abortive et de perte de Tfh, j’ai trouvé une diminution des 

pourcentages de lymphocytes B mémoire et des titres bas d'IgG spécifiques du VIS. Ensuite, 

je montre un remodelage drastique de l'architecture de la rate et les ganglions (LNs), ce qui 

perturbe les interactions cruciales cellule-cellule, nécessaires pour maintenir les lymphocytes 

B mémoires et cellules Tfh. Enfin, nos données ont montré l'infection précoce des cellules 

Tfh. Paradoxalement, les fréquences de l'ADN viral du VIS étaient plus élevées dans les 

cellules Tfh spléniques des macaques progressant plus lentement vers le SIDA, suggérant 

des sanctuaires du VIS dans la rate. Nos résultats fournissent des informations importantes 

concernant l'impact de l'infection par le VIH / SIV sur les cellules Tfh, et fournir de nouveaux 

indices pour des stratégies vaccinales. 
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3.2. Abstract 

Follicular T helper cells (Tfh), a subset of CD4 T lymphocytes, provide crucial help to B 

cells in the production of antigen-specific antibodies. Although several studies have analyzed 

the dynamics of Tfh cells in peripheral blood and lymph nodes (LNs) during Aids, none has 

yet addressed the impact of SIV infection on the dynamics of Tfh cells in the spleen, the 

primary organ of B cell activation. We show here a significant decrease in splenic Tfh cells 

in SIVmac251-infected rhesus macaques (RMs) during the acute phase of infection, which 

persists thereafter. This profound loss is associated with lack of sustained expression of the 

Tfh-defining transcription factors, Bcl-6 and c-Maf but with higher expression of the 

repressors KLF2 and Foxo1. In this context of Tfh abortive differentiation and loss, we found 

decreased percentages of memory B cell subsets and lower titers of SIV-specific IgG. We 

further demonstrate a drastic remodeling of the lymphoid architecture of the spleen and LNs, 

which disrupts the crucial cell-cell interactions necessary to maintain memory B cells and 

Tfh cells. Finally, our data demonstrated the early infection of Tfh cells. Paradoxically, the 

frequencies of SIV DNA were higher in splenic Tfh cells of RMs progressing more slowly 

suggesting sanctuaries for SIV in the spleen. Our findings provide important information 

regarding the impact of HIV/SIV infection on Tfh cells, and provide new clues for future 

vaccine strategies. 

 

 

 

 

 

 

 



 

39 

 

3.3. Introduction 

The follicular T helper (Tfh) cell, part of the T helper cell populations, tightly controls 

germinal center (GC) development. Tfh are considered to be a distinct CD4 T cell type with 

great importance for protective immunity. Rare in the blood, Tfh are essential for maintaining 

GCs and mediate B cell affinity maturation [1,2]. Tfh provide survival and proliferation 

signals to B cells via multiple pathways, including CD40L, IL-21, and BAFF, which compete 

with Fas-FasL interactions [3-5]. IL-21 production by Tfh has an important function, as B 

cells are usually aberrant in the absence of IL-21 [4-6]. Moreover, IL-21 is a critical factor 

for the control of chronic viral infections [7-9]. Tfh cells selectively express CXCR5 and PD-

1 [10,11] but only weakly CCR5, CCR2, CX3CR1, and related inflammatory cytokine 

receptors [12]. BCL6 and MAF have been identified as master regulators of their 

differentiation [12-16]. 

It has been reported that during the acute and chronic phase of HIV infection, Tfh 

frequencies are increased in the blood [17], and especially in LNs of chronically-infected 

individuals [18]. Several groups, including ours, have shown that blood and LN Tfh cells are 

infected by HIV/SIV [18-24]. However, other groups have reported a loss of Tfh cells in 

blood [25]. HIV-infected individuals having less than 200 CD4 T cells/mm3 have a 

deficiency of IL-21-secreting CD4 T cells [26]. It has been proposed that Tfh cells isolated 

from peripheral LNs of infected individuals have a high spontaneous cell death rate [21], and 

limited proliferative capability [19]. Given the crucial role played by Tfh cells on B cell 

activation/differentiation, Cubas and colleagues have proposed that excessive and persistent 

triggering of PD-1 on LN Tfh cells may affect their ability to provide adequate B cell help 

[20]. In mice, even though PD-1 is associated with Tfh expansion in the spleen, it has been 

reported that in its absence Tfh are impaired in the synthesis of important cytokines for the 

differentiation of long-lived plasma B cells [27]. 

Recently, we demonstrated an abortive differentiation of splenic Tfh cells during the 

course of Leishmania infantum infection of rhesus macaques [28]. In this model, splenic Tfh 

cells fail to express PD-1 and are associated with abnormal B cell differentiation and poor 

production of parasite-specific IgG, despite the occurrence of polyclonal 
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hypergammaglobulinemia [28]. These discrepancies may reflect organ-specific Tfh 

responses, yet no study on HIV/SIV infection has so far addressed the Tfh dynamics in the 

primary organ of B cell activation, the spleen. We hypothesized that the dynamics of splenic 

Tfh is affected during SIV infection and warranted investigation. 

Herein, we show that splenic Tfh cells decrease early after SIV infection. This profound 

loss of Tfh cells is associated with the loss of memory B cell subsets and lower titers of SIV-

specific IgG. Finally, whereas a transient increase in the transcriptional factors Bcl-6 and 

cMaf is observed, our results indicate an increase in the expression of the repressors of Tfh 

differentiation Foxo1 and KLF2. Due to the critical role played by Tfh cells in the 

establishment of the immune response, preventing both their depletion and infection could 

be a new challenge for vaccine strategies.    
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3.4. Results 

 

Dynamics of lymphocytes is organ dependent 

RMs of Indian origin were infected with SIVmac251 and sacrificed at different time points 

post infection to address the dynamics of CD4 and CD8 T cells, and B cells. Given that some 

MHC class-I alleles, particularly Mamu-A001, Mamu-B008 and Mamu-B017, are associated 

with low levels of viremia in Indian RMs [29-31], all the RMs used in this study were 

genotyped. In our cohort, only one homozygote for Mamu-B017 (PB055) was enrolled, and 

Animal 

OCID 

Day of 

euthanasia 

post 

infection 

ΔCD4 

counts 

(Cells/mm3) 

Viral load 

(copies/ml) 

Mamu-A 

Haplotype 

1 

Mamu-A 

Haplotype 

2 

Mamu-B 

Haplotype 

1 

Mamu-B 

Haplotype 

2 

S
IV

- 

PB057 0 323 0 A004 A006 B001a B069a 

PB061 0 826 0 A006 A008 B001a B024 

PB069 0 1350 0 A004 A012 B001a B056a 

93750 0 ND 0 ND ND ND ND 

528 0 ND 0 ND ND ND ND 

 

S
IV

+
 

PB038 14 ND 0 A006 A011 B001a B001a 

PB052 14 898 7.90 x104 A002 A008 B069a B106 

PB006 14 74 2.81 x107 A001 A023 B002 B056a 

PB041 14 -554 8.94 x106 A025 A026 B008 B017f 

PB005 14 -784 5.81 x106 A008 A008 B001a B012a 

PB051 14 116 4.67 x107 A004 A004 B012b B012b 

PB049 30 493 9.12 x107 A002 A004 B069a B069a 

PB026 30 -947 2.34 x106 A007 A008 B008 B008 

PB015 30 -492 1.11 x106 A008 A224 B001a B001a 

PB033 30 -160 6.54 x106 A002 A008 B001a B017a 

PB030 30 -954 2.08 x107 A008 A008 B015a B017a 

PB055 30 257 3.24 x107 A008 A019 B017a B017a 

PB023 > 180 -761 1.39 x108 A001 A006 B001a B015b 

PB028 > 180 -668 1.61 x108 A004 A012 B012b B043a 

PB044 > 180 -216 5.71 x107 A008 A008 B008 B017a 

PB013 > 180 -1404 3.57 x106 A001 A008 B002 B055 
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none of the other RMs resulted homozygote for the two other alleles (Table 1). At the chronic 

phase, a decrease in peripheral CD4 T cell counts was observed in all SIV-infected RMs 

except PB055. Viral load is also shown in the Table 1 at the death. At day>180, PB013 and 

PB044 showed lower levels of viral load compared to PB023 and PB028 (Table 1). The latter 

are sacrificed since they developed neurological and diarrhea disorders, and are identified in 

the manuscript as fast progressors, while PB013 and PB044 are identified as slow progressors 

[32]. 

In order to study the dynamics of CD4, CD8 and CD20 cells, the samples were 

recovered in peripheral blood, LNs (axillary and inguinal LNs) and spleen, over the time 

course of infection. Results in peripheral blood showed, as expected, a significant decrease 

in the percentage of CD3+CD4+ T cells concomitantly with the increase in the percentages of 

CD3+CD8+ T cells (Figure 1A, left panel); the percentages of B cells (CD3-CD20+) were also 

diminished in SIV-infected RMs compared to healthy animals (day 0, 26.77% ± 9.3%; day 

14, 13.35% ± 3.36%; p=0.0013) (Figure 1 A, left panel). The dynamics of total CD3+ T cells 

is shown in supplemental S1 figure. 

 

Table 1. Genotypes of rhesus macaques included in our cohort. The table indicates the 

date of sacrifice, CD4 T cell loss (compared to the baseline), and viral load of uninfected 

(SIV-) and RMs infected with SIVmac251. Animals were genotyped for MHC class I Mamu-

A and Mamu-B haplotypes. 

 

In peripheral LNs (additional peripheral LNs were recovered at day 7 to analyze earlier 

T and B cell dynamics), the percentage of CD3+CD4+ T cells decreased whereas the 

percentage of CD3+CD8+ T cells significantly increased at day 30 post-infection (CD3+CD4+ 

T cells, day 30, 39.76% ± 7.23%; day 0, 54.31% ± 5.95%; p=0.0003 and CD3+CD8+ T cells, 

day 30, 38.9%± 6.93%; day 0, 30.20% ± 4.78%; p=0.0141) (Figure 1A, middle panel). Total 

cell numbers were also evaluated. Only minor changes were observed in the LNs with the 

exception of the two animals having higher viral loads (PB023 and PB028, open circles) at 

the chronic phase (> 180 days). Thus, the lymphopenia observed in these animals resulted 
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not only from CD4 T cell depletion but also CD8 T cells and B cells (Figure 1B, middle 

panel). 

In the spleen, the decrease in the percentage of CD3+CD4+ T cells is related to an 

increase in the percentages of B cells and CD3+CD8+ T cells (Figure 1A, right panel). 

However, we clearly observed a progressive reduction in the numbers of CD3+CD4+ T cells 

early after the infection, which persists in the two animals with higher viral loads (PB023 

and PB028). These two RMs displayed also lower numbers of splenic B cells and CD3+CD8+ 

T cells (Figure 1B, right panel) compared to the two slow progressors (PB013 and PB044); 

the latter having even higher B cell and CD8 T cell counts than that observed in healthy RMs. 

Globally, our data revealed dynamic changes in the main lymphoid populations, which 

were organ dependent. 

Depletion of splenic memory Tfh CD4 T cells early after infection.  

Depletion of memory CD4 T cells is a central event in the occurrence of AIDS [33-36]. 

Given that memory CD4 T cells also include Tfh, we analyzed the dynamics of these two 

subsets independently. Tfh cells were defined by the simultaneous expression of PD-1 and 

CXCR5 (CXCR5+PD-1bright) (Figure 2 A). We assessed their dynamics in peripheral blood, 

LNs and in the spleen. Consistent with its role as the major organ for the initiation of humoral 

response, the percentage of Tfh cells in the spleen is at least five to ten-fold higher than either 

in LNs or peripheral blood of healthy RMs (Figure 2A, B). Interestingly, we found that SIV 

infection is associated with a rapid decline in the percentage of splenic Tfh cells (day 0, 

6.60% ± 1.88%; day 14, 3.61% ± 1.06%; p= 0.0152) (Figure 2B, right panel), and a transient 

increase in the blood (day 0; 0.29% ± 0.19%; day 14, 0.68% ± 0.56%; p= 0.040). Splenic Tfh 

cell numbers decreased about five fold at day 14 post-infection as compared with uninfected 

RMs (Figure 2C). In chronically SIV-infected RMs, the percentages and numbers of splenic 

Tfh in slow progressors (PB013 and PB044) were equivalent to those observed in healthy 

RMs, whereas both were drastically reduced in fast progressors (P023 and PB028) (Figure 

2B, C). Although a trend toward a decrease in the percentages of effector memory CD4 T 

cells is observed at day 14 p.i., suggesting that such early depletion is specific to Tfh cells 

(Figure 2B, right panel), their numbers decreased indicating a more global effect of SIV 
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infection on the pool of splenic memory CD4 T cells during the acute phase (Figure 2C, right 

panel). Mostly, the numbers of splenic central memory (CD45RA-CD62L+) and terminal 

differentiated (CD45RA+CD62L-) CD4 T cells decreased during the acute phase 

(supplemental S2 Figure).  

Consistent with our observation that cell dynamics is organ dependent, we found minor 

changes in the percentages and numbers of Tfh cells in the LNs during the acute phase (Figure 

2B, C, middle panel). The absence of Tfh depletion during the acute phase (day 14) contrasts 

with the depletion of effector memory CD4 T cells (Figure 2C). However, and consistent 

with previous reports indicating an increase in the percentages of Tfh cells in peripheral LN 

of chronically SIV-infected macaques [20,21,23], we found that the increase on the 

percentages of Tfh cells was restricted to slow progressor RMs displaying a lower viral load 

and higher CD4 T cell counts (PB013 and PB044) (Figure 2B, middle panel). Thus, fast 

progressors (PB023 and PB028) displayed LNs T cell depletion of both Tfh and effector 

memory CD4 T cells consistent with global lymphopenia of memory cells observed in those 

animals. 

Therefore, we demonstrated an early and persistent depletion of splenic Tfh cells, 

particularly in fast progressor RMs. 

Abortive differentiation of memory Tfh cells reflects curtailed expression of Tfh-

specific transcription factors.  

Because central memory are less prone to die than effector memory CD4 T cells of 

HIV- and SIV-infected individuals [33,36-40], distinct phenotype of Tfh may be a possible 

explanation in their differential dynamics in LNs and spleen. Therefore, we analyzed the 

expression of CD62L and CD45RA in fresh Tfh cells. Consistent with previous reports 

[6,41], splenic Tfh cells from healthy RMs were mostly effector memory cells (CD45RA-

CD62L-) and less than 30% of them have a central memory phenotype (CD45RA-CD62L+; 

day 0, 22.11% ± 4,60%) (Figure 2D). The ratio of effector memory versus central memory 

Tfh in healthy RMs is 3.5 in the spleen and 1.77 in LNs (Figure 2E). Interestingly, whereas 

early after infection splenic Tfh cells from SIV-infected RMs maintain an effector memory 

phenotype, LNs Tfh cells switch to a central memory phenotype (Figure 2E). In chronically 
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SIV-infected RMs, both in the spleen and LNs, the EM:CM ratio of the Tfh compartment is 

significantly lower as compared with pre-infection (Figure 2E). Thus, our results indicate the 

accumulation of central memory Tfh cells in SIV-infected RMs, particularly in LNs. 

Because we recently reported the transient expansion of a population of CXCR5+ Tfh-

like cells that fail to express PD-1 during L. infantum infection of RMs [28], we analyzed 

more in detail the dynamics of CD4 T cells expressing CXCR5 and PD-1 during SIV 

infection (Figure 3A). In the LNs, early after infection, a significant transient increase of 

CXCR5+PD-1- is observed in all infected RMs peaking at day 14 (CXCR5+PD-1-, 45.28% ± 

5.17%; p = 0.0011) compared to healthy RMs (CXCR5+PD-1-, 29.85% ± 2.26%) (Figure 3B, 

left upper panel). However, by day 30 and thereafter, the percentages of both CXCR5+PD-1- 

and CXCR5+PD-1int subsets declined and reached values lower than those observed before 

infection, particularly in fast progressors (Figure 3B, left bottom panel). In the spleen as well 

as in the LNs, a trend towards a decrease was observed at day 30 (Figure 3B, right panel). 

Thus, in chronically SIV-infected RMs both in the spleen and LNs, loss of CXCR5+PD-1- 

and CXCR5+PD-1int subsets were observed that could be an indication of abortive 

differentiation. 

Transcription factors such as Bcl-6 and c-Maf are essential for inducing and 

maintaining Tfh differentiation [42]. Consistent with the differentiation of Tfh cells, we 

found higher level of Bcl-6 in Tfh cells compared to naïve CD4 T cells (Figure 4A). 

Interestingly, c-Maf expression in Tfh cells increased both in LNs and spleen of SIV-infected 

RMs (Figure 4B). We found a significant transient increase in the percentage of c-Maf+ -

expressing Tfh cells plateauing at day 30 post-infection in both LNs (30.83% ± 21.12%, 

p=0.0001) and spleen (54.00% ± 21.21%; p=0.035) compared to healthy RMs (LNs, 5.85% 

± 3.02% and spleen, 24.68% ± 11.10%, respectively) (Figure 4C). These percentages then 

diminished at the chronic phase (day>180), but nevertheless remained higher in slow 

progressors (PB013 and PB044) compared to fast progressors (PB023 and PB028) and 

healthy animals (Figure 4C).  

To determine whether splenocytes of chronically SIV-infected RMs of Chinese origin, 

similarly to Indian RM, displayed a difference in the expression of transcription factors, we 
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quantified BCL6, MAF and CXCR5 mRNA expression by RT-PCR. Because in Chinese 

monkeys we have previously reported distinct profile of progression [36,43,44], we analyzed 

their expression in fast and slow progressor RMs, and compared their expression to L. 

infantum-infected RMs as we recently reported [28,45]. Our results clearly indicate lower 

levels of MAF and CXCR5 mRNA in fast progressor SIV-infected RMs compared to either 

slow progressor SIV-infected RMs or L. infantum-infected RMs (Figure 4D).  

Recently, it was reported that expression of the Krüppel-like factor 2 (KLF2) restrains 

Tfh cell differentiation inhibiting CXCR5 and Bcl-6 expression [46,47]. Moreover, KLF2 is 

one the genes targeted by Foxo1, which has been also shown to negatively regulate the 

differentiation of Tfh cells through at least the involvement of the E3 ubiquitin ligase Itch 

[48,49]. KLF2 as well as Foxo1 were reported to regulate the expression of CD62L 

[46,50,51]. Thus, we examined the expression of Foxo1 and KLF2 in Tfh cells by flow 

cytometry (Figure 4E). Whereas the expressions of KLF2 and Foxo1 remained mostly 

unchanged in Tfh cells isolated from LNs, higher levels were observed in splenic Tfh cells 

of SIV-infected RMs (at days 30 and >180) compared to naïve CD4 T cells. Furthermore, we 

also analyzed the expression of T-bet and Eomes, which are critical Th1 transcriptional 

factors. T-bet was drastically increased in Tfh cells isolated from LNs at days 30 and >180 

post-infection as well as in Tfh cells isolated from the spleen although to a lower extent. In 

opposition, Eomes expression remained unchanged both in Tfh cells isolated from LNs and 

spleen (Figure 4E). 

To evaluate the expression of IL-21, which is characteristic of Tfh cells, we sorted 

splenic Tfh cells by flow cytometry following the strategy displayed on the supplementary 

data (S3 Figure). IL-21 mRNA was quantified by RT-PCR. The higher expression of the IL21 

mRNA in sorted Tfh confirmed their identity in comparison to naïve or central memory CD4 

T cells (Figure 4F). Interestingly, we did not observed a difference in the levels of IL-21 

expression between uninfected and SIV-infected RMs suggesting that despite higher levels 

of Foxo1 and KLF2, they have no impact on IL-21 mRNA expression. In some individuals, 

particularly at day >180 post-infection, IL-21 mRNA was also detected in non-Tfh cell 

subset. These results are consistent with a loss of Tfh cells during SIV-infection rather than 

the absence of IL-21 expression. 
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Altogether, these results demonstrated the lack of sustained expression of transcription 

factors required for Tfh differentiation associated with an increase in the expression of 

inhibitory transcriptional factors. Thus, the pool of splenic Tfh cells expressing IL-21 is 

decreased during AIDS. 

Loss of splenic memory B cells in SIV-infected RMs. 

As Tfh cells are essential for B cell differentiation, and given the early loss of Tfh cells 

in the spleen compared to LNs, we analyzed the dynamics of B cell differentiation in distinct 

compartments during the course of SIV infection. We characterized B cell subsets by flow 

cytometric analysis based on the expression of CD21 and CD27 on CD20+CD3- cells. Hence 

we defined naive B cells as CD21+CD27-, resting memory as CD21+CD27+, activated 

memory as CD21-CD27+, and tissue memory as CD21-CD27- cells (Figure 5A). Consistent 

with previous reports [52-57], we found in peripheral blood lower percentages of resting and 

activated memory B cells (Figure 5B, left panel) in SIV-infected RMs compared to the 

percentages before infection. 

Our results indicated that while the percentage of splenic naive B cells significantly 

increased early after infection (day 14, 53.6% ± 11.36% compared to day 0, 22.18% ± 8.17%; 

p=0.0022), both the percentage of activated memory B cells (day 14, 11.48% ± 6.78% 

compared to day 0 = 27.38% ± 5.38%; p=0.0043) and tissue memory B cells (day 14, 16.80% 

± 4.22%; compared to day 0, 28.98% ± 4.68%; p=0.0043) decreased  (Figure 5B, right panel). 

It is noteworthy that the percentage of naive B cells remained elevated in fast progressor RMs 

at the chronic phase (day>180 p.i), consistent with lower levels of memory B cells, whereas 

the opposite balance is observed in both slow progressor RMs PB013 and PB044. Consistent 

with B cell lymphopenia, the pool of memory B cells diminished in the spleen of SIV-infected 

RMs early after infection and persisted thereafter, but again not in slow progressor RMs, 

PB013 and PB044 (Figure 5C, right panel). 

In LNs, at day 30, a decrease in the percentage of resting memory B cells (21.89% ± 

6.18% compared to day 0, 35.08% ± 9.95%; p = 0.0023) is observed associated with higher 

levels of tissue memory B cells (day 30, 21.18% ± 5.30% compared to day 0, 12.65% ± 

3.18%; p<0.0001) (Figure 5B, middle panel). Most importantly, and consistent with the 
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dynamics of Tfh, the percentages and the numbers of both activated and tissue memory B 

cells were higher in PB013 and PB044 compared to PB023 and PB28 (Figure 5C, middle 

panel).  

We next assessed the relationship between splenic Tfh pool and of effector memory B 

cell subsets. Our results clearly indicate a positive correlation between B cell differentiation 

and Tfh numbers in both LNs and the spleen (Figure 6), particularly with splenic activated 

memory B cells. In LNs, a better correlation was observed between EM T cells and B cell 

subsets (S4 Figure). To address the potential impact on the magnitude and quality of the 

developed humoral response we then assessed titers of SIV-specific IgG antibodies in SIV-

infected RMs. SIV-specific antibodies were detected at day 21 post-infection and increased 

thereafter; no antibodies were detected at day 14 (Figure 7A). Furthermore, no SIV-specific 

antibodies were detected in PB023, and titer was lower in PB028 compared to PB013 and 

PB044 (Figure 7A). We plotted the titers of SIV-specific IgG antibodies against the 

percentage and the pool of Tfh cells. A strong correlation was observed with splenic Tfh 

cells. Although still significant, this correlate was lower with LNs cells (Figure 7B). We also 

assessed whether SIV-antibodies were correlated with the pool of B cell subsets. Our results 

indicate a positive correlation between the pool of splenic memory B cells and the titer of 

SIV-specific IgG antibodies, whereas no correlation was found with the pool of LNs B cells 

(Figure 7C), supporting the critical role of splenocytes in the production of SIV-specific IgG 

antibodies. 

Altogether, our results demonstrated the drastic depletion of splenic activated and 

tissue memory B cells which might be related to the loss of fully mature Tfh cells associated 

with the production of SIV-specific antibodies. 

Progression to AIDS is associated with drastic remodeling of normal lymphoid 

architecture and loss of Tfh cells from B cell areas. 

Our data so far have highlighted the profound quantitative changes that affect the 

distinct lymphoid lineages during SIV infection. We next subjected splenic and LN tissue 

sections to confocal microscopy by analyzing T and B cell distribution aiming to elucidate 

whether such changes also reflected a remodeling of the lymphoid architecture. Remarkably, 
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both the spleen (Figure 8) and LNs (S5 Figure) of a slow progressor RM demonstrated little 

change in the organization of their lymphoid structures as compared with non-infected 

counterpart (Figure 8 and S5, upper and middle panels). In stark contrast, the fast progressor 

RM exhibited a profound loss of normal lymphoid architecture, particularly in the spleen in 

which T cell area, B cell follicles and germinal centers become barely distinguishable (Figure 

8, lower panels).  

Given the profound impact that SIV infection has on Tfh populations, particularly in 

fast progressor animals, we stained splenic (Figure 9) and LNs (S6 Figure) sections to allow 

visualization of Tfh cells in situ. The pool of CD4 T cells in the spleen and LNs of non-

progressor RM does not appear to be severely depleted by SIV infection as compared with 

naive RM (Figure 9 and S6, upper and middle panels). Furthermore, Tfh cells 

(CD4+CXCR5+PD-1+) could still be detected in B cell areas in these animals, as previously 

indicated by our flow cytometric analyses (Figure 2). Contrasting with slow progressor, fast 

progressor RM exhibits a severe depletion of CD4 T cells in both lymphoid organs and Tfh 

cells were hardly detectable on the B cell follicles of the spleen and LNs of these animals 

(Figure 9 and S6, lower panels), again in agreement with our flow cytometry data (Figure 2). 

Thus, confocal fluorescent microscopy confirmed the depletion of Tfh cells in lymphoid 

organs and highlighted the profound remodeling of the normal splenic architecture that 

occurs during progression to AIDS. 

Early infection of Tfh cells in SIV-infected RMs  

We, and others have previously reported the infection of Tfh cells both in HIV-infected 

individuals and in SIV-infected RMs [19,23,24]. SIV DNA and RNA were quantified from 

sorted Tfh and effector memory CD4 T cells. Our results demonstrated the early infection of 

both Tfh and effector memory CD4 T cell subsets (Figure 10A). The frequency of SIV DNA 

in both CD4 T cell subsets was similar in the spleen at day 14 whereas in the LNs Tfh cells 

displayed an increase of 3 to 4 fold comparing to effector memory CD4 T cells. At the chronic 

phase (>180), it is interesting to note that splenic Tfh cells of both slow progressors RMs 

(PB013 and PB044) harbored higher frequencies of SIV DNA than fast progressor RMs 

(PB023 and PB028). On the other hand, in effector memory cells SIV DNA frequencies were 
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similar for all the animals. The pool of splenic Tfh cells in slow progressor RMs was 10 fold 

higher than in fast progressors (Figure 2D), suggesting that splenic Tfh cells might be a 

potential reservoir for SIV. Due to the low levels of Tfh cells in LNs of both fast progressor 

RMs SIV DNA could not be quantified. Concomitantly, we measured SIV RNA content in 

the sorted cells. Our data showed a peak of SIV RNA at day 14 in Tfh cells and effector 

memory CD4 T cells in both the spleen and LNs (Figure 10B), which decreased thereafter. 

Interestingly, although Tfh cells of slow progressor RMs harbored more SIV DNA than in 

fast progressors, the levels of SIV RNA were similar in both. In order to determine whether 

the infected Tfh cells may have an impact on B cells differentiation, we plotted the percentage 

of infected cells against the percentage of each B cell subset (Figure 10C). However, we did 

not observe any positive correlation between the extent of infection of Tfh cells and B cell 

subsets both in LNs or the spleen, suggesting that infection of Tfh cells is probably not the 

only main driving force causing B cell dysregulation.  

Therefore, our results demonstrated the early infection of splenic Tfh cells in SIV-

infected RMs, and suggested that Tfh cells could be a potential reservoir for SIV.  
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3.5. Discussion  

Our results revealed that splenic Tfh cells, which are expressing IL-21 mRNA, are 

specifically depleted early after SIV-infection in RMs. Moreover, we found an increase of 

the inhibitory transcriptional factors KLF2 and Foxo1 as well as an absence of sustained 

expression of Bcl-6 and c-Maf, which are essential for Tfh differentiation. This abortive 

differentiation of Tfh cells concomitantly with the alteration of the architecture of the spleen 

impaired their interaction with B cells leading to the loss of memory B cells, and the 

production of SIV antibodies. Thus, our data suggests that depletion of splenic Tfh cells in 

individuals may represent a critical component in HIV immunodeficiency given that the 

spleen represents the main organ for the initiation of B cell responses. 

Whereas several groups have reported an increase of Tfh cells among memory CD4 

T cells [20,23,58], other groups have observed a decreased in Tfh cells. In that sense, Boswell 

et al. [25] showed a loss of Tfh cells during HIV infection by expressing her data 

proportionately to the total number of CD4 T cells. Moreover, Petrovas et al. [21] reported 

that half of the chronically SIV-infected RMs had elevated LNs Tfh cells, which are 

accompanied by preserved architecture and distribution of Tfh and B cells in LNs. This 

profile associated with lower accumulation of naive CD4 T cells is a hallmark of non-

progression to AIDS. Moreover, during the revision of our manuscript, two additional 

manuscripts reported that the quantity of Tfh is lower in LNs of progressor SIV-infected RMs 

compared to non-progressor SIV-infected RMs [59,60]. Thus, these results are consistent 

with our data showing that slow progressor RMs display an increased frequency of Tfh cells 

in LNs whereas their numbers drastically decreased in fast progressors RMs. 

Tfh cells are characterized by their expression of CXCR5 and PD-1. Our results 

indicated the presence of different subsets of memory CD4 T cells expressing CXCR5 in 

SIV-infected RMs. In the context of the lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) 

infection distinct subsets of CXCR5 T cells have been described [41]. Whereas mostly Tfh 

cells are effector memory cells (CD45RA-CD62L-) before infection, Tfh cells exhibited a 

central effector memory phenotype (CD45RA-CD62L+) after LCMV infection. Our data 

demonstrated that SIV-infected RMs present a similar switch. Moreover, we observed that 
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CXCR5 positive CD4 T cells transiently expressed higher levels Bcl-6 and c-Maf, suggesting 

the lack of sustained expression of these transcriptional factors [14,61]. In the context of 

bacterial infection, it has been reported that Tfh cells do not enter the memory pool [62]. We 

recently demonstrated the transient expansion of immature Tfh cells in the context of L. 

infantum infection, which was associated with an inability to maintain the pool of effector 

memory B cells and parasite-specific antibodies during chronic visceral leishmaniasis [28]. 

These results suggest that HIV and SIV infections are associated with abortive Tfh 

differentiation, which is unable to replenish the pool of Tfh cells lost early after infection. 

Our data also indicated for the first time in the context of viral infection that Tfh cells express 

KLF2 and Foxo1, which are inhibitory transcriptional factors responsible for arresting 

CXCR5 and Bcl-6 expression [46,47]. Thus, we interpret the observation that Tfh cells 

express higher levels of CD62L after SIV-infection by the fact that those transcriptional 

factors regulate the expression of CD62L [46,50,51]. Moreover, mRNA expression of both 

CXCR5 and MAF transcripts were higher in slow progressors than in fast progressors of 

chronically SIV-infected RMs of Chinese origin [63]. These results in both Indian and 

Chinese macaques suggested that progression to AIDS is associated with lower levels of Tfh 

cells. 

In situ analysis of CXCR5 and PD-1 expression was consistent with flow cytometry 

data by demonstrating the absence of fully mature splenic GC-Tfh cells (CXCR5+PD-1+) in 

fast progressor animals. The immature cells observed were mostly negative for PD-1. Hong 

et al. investigating the dynamics of GC formation showed that fast disease progression upon 

infection is associated with an involution of GCs without local IL-21 production [32]. 

Moreover, it was previously shown the progressive loss of IL-21 producing cells in HIV 

infected individuals, which remained at normal levels in slow progressors and ELITE 

controllers [26]. Although the percentage of Tfh cells, which express CXCR5 concomitantly 

with high levels of PD-1 (PD-1bright), is lower in peripheral blood compared to the spleen 

(around 20 fold less), altogether these results point to the absence of GC-Tfh cells in 

pathogenic HIV/SIV infections. Cubas et al. [20] have proposed that LNs Tfh cells of 

infected subjects are not intrinsically dysfunctional; yet, when in contact with PD-L1-

expressing B cells their capacity to produce IL-21 is diminished. These differences may 
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reflect distinct immune response of Tfh cells depending on tissue localization and the nature 

of help signals, consisting of both cytokines and cell surface molecules. 

It has been also shown that some T cells, located at the interface between the T cell 

zone and the follicle, outside of the GCs, also express CXCR5 and produce IL-21 [64]. These 

cells, named pre-GC Tfh cells, appear early after immunization and are progressively 

replaced by PD1bright CD4 T cells that locate within GCs [64-66]. Complete differentiation 

of Tfh cells depends on cognate interactions between primed CD4 T cells and antigen-

activated B cells [67,68]. In this sense, B cells play a crucial role for the survival of Tfh cells 

and the commitment to the Tfh lineage [67]. In the absence of B cells, Tfh cells are still 

developed, even though in significantly lower numbers that fail to express PD-1 [68]. 

Therefore, the CXCR5+PD-1− CD4+ T cell population that we detected may represent a pre-

GC-Tfh state that does not mature to a bona fide Tfh population due to the lack of cognate 

interactions with B cells. Physical contact between Tfh and GC B cells presenting the highest 

levels of cognate peptide bound to major histocompatibility complex II is essential [13,69]. 

Interestingly, our imaging data revealed a nearly total absence of CXCR5 and/or PD-1 

expressing CD4 T cells in the B cell follicles of the LNs and spleen of fast progressor RMs; 

yet, slow progressor RMs preserved a pool of GC-associated Tfh cells. The disruption of 

tissue architecture during SIV-infection is associated with increased expression of 

immunosuppressive cytokines such as TGF-β and IL-10 associated with collagen deposit and 

fibrosis [40,70-72]. In particular, we have previously reported a positive correlation between 

the level of TGF-β and the progression to AIDS [40,70]. Thus, this profound remodeling in 

animals progressing fast may impact on the capacity of those cells to be adequately activated 

compared to animals progressing slowly to AIDS. Therefore these observations sustained the 

hypothesis that during SIV-infection abnormal bi-directional communication in lymphoid 

organs between B and T cells may participate in a defective immune response against 

microbes. 

Due to the critical interaction between Tfh and B cells, the depletion of Tfh cells in 

the spleen very early after infection may participate in the absence of maturation and loss of 

memory B cells. It is well known that HIV infection leads to chronic B cell immune activation 

in individuals with AIDS [73]. There are also some indications that impairment of B-cell 
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function occurs early after infection [52,74,75]. It has been shown that B cells are abnormally 

prone to undergo apoptosis through engagement of PD-1 [53-55] and death-receptors [56,57]. 

Interestingly, it has been also shown that the depletion of B cells leads to the death of SIV-

infected Pigtail macaques implying that humoral response is an important protection factor 

[76]. Whereas the vast majority of the results concern peripheral blood and LNs, 

paradoxically visceral tissues are poorly documented. Herein we demonstrated the 

progressive loss of memory B cells in the spleen and the accumulation of naive B cells, which 

is consistent with a previous report in SIV-infected cynomolgus macaques [77]. Moreover, 

consistent with the reciprocal role of Tfh and memory B cells, we found a positive correlation 

between the numbers of Tfh and memory B cell subsets in the spleen. Thus, in the context of 

defect of co-signals provided by close contact with Tfh cells, memory B cells can be 

abnormally primed to die [78,79]. In this context, it is interesting to note that we and others 

have reported that the level of B-cell activation within the GC is higher in non-pathogenic 

SIV-infected African green monkey (AGMs) than in pathogenic SIV-infected Chinese or 

Indian RMs [63,80,81]. Indeed, our data demonstrates that SIV-specific IgG titers were 

higher in slow progressors than in fast progressor RMs. Moreover, our data clearly indicate 

a strong correlation between SIV-specific IgG and the pool of splenic Tfh cells. In HIV-

infected individuals a reduction in antibody responses against hepatitis B, measles, mumps 

and rubella vaccines were reported [52,82]. Furthermore, patients who are responders to a 

Flu vaccine display an expansion of Tfh cells compared to non-responders [83], supporting 

a role of Tfh cells in maintaining the pool of long live memory B cells. Finally, it is 

conceivable to envision that, by inducing an early depletion of Tfh in the spleen, SIV-

infection promotes inappropriate B cell differentiation and favors B cell death. Such 

abnormal B cell differentiation will, in turn, impact on Tfh development resulting in 

compromised numbers of Tfh population to sustain GC responses in the chronic phase of the 

infection. The results included in the current study strongly suggest that the depletion of Tfh 

cells in the spleen is an early pathogenic event associated with AIDS.  

Growing evidence suggests that Tfh cells are infected by HIV/SIV early after 

infection [21,24]. Here, we demonstrated the early infection of Tfh cells both in peripheral 

LNs and the spleen. However, it is noteworthy that the frequencies of SIV DNA+ Tfh cells 
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as well as their numbers were higher at the chronic phase in slow progressors than in fast 

progressors RMs suggesting that immune control restrain or maintain the virus within the B 

cell follicle regions. Therefore, this subset represents a possible viral reservoir in immune 

controllers. We and others have previously reported that SIV is present in the GCs [63,84]. 

Importantly, trapping of SIV in GCs was also observed in non-pathogenic SIV-infected 

AGMs [63] or in sooty mangabey at the border of the GCs where the Tfh cells are localized 

[85]. Nevertheless, the amount of viral particles trapped in the region of GCs increases with 

the pathogenicity [84,86]. Despite their high frequency in SIV DNA, Tfh cells of slow 

progressors showed a similar or lower level of cellular SIV RNA compared to fast 

progressors, pointing to the fact that slow progressor Tfh cells might be less active to replicate 

SIV than Tfh cells of fast progressor. However, we did not find any correlation between the 

extent of SIV-DNA+ Tfh cells and the percentages of memory B cell subsets, suggesting that 

infection of Tfh population by itself is not directly associated with abnormal B cell 

differentiation. Because viruses are trapped in the GCs where follicular dendritic cells are 

present, this can affect B cell differentiation [87]. Similarly, soluble HIV proteins such as nef 

have been reported to interact with B cells either directly [88] or indirectly [89,90]. Therefore, 

these factors in addition to Tfh cell loss could participate in the dysregulation of B cell 

response. 

Given that the Tfh population is a subset of memory CD4 T cells, which have been 

shown to be highly prone to die by apoptosis and that the extent of apoptosis is predictive of 

further progression towards AIDS characterizing pathogenic lentiviral infections, depletion 

of splenic Tfh cells may be related to the occurrence of apoptosis [33,34,36,38,40,43,44,91-

94]. In this sense, Petrovas et al. [21] have shown higher propensity of Tfh cells to undergo 

apoptosis based on the expression of the caspase-3, an effector of apoptosis, and have limited 

proliferative capability [19]. Tfh cells express CD95 and because CD95L have been shown 

to be elevated in pathogenic compared to non-pathogenic infections [95], and are involved 

in the death of memory CD4 T cells [36-38,96], it cannot be excluded that FasL is directly 

involved in the death of Tfh cells. Furthermore, our data indicated the accumulation of Tfh 

cells displaying a central memory phenotype instead to an effector memory phenotype; this 
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former being less prone to die than the latter. This scenario is compatible with preservation 

of the pool of Tfh cells in RMs, despite their high infection rate.  

In conclusion we have demonstrated the early loss and infection of splenic Tfh cells, 

which is associated with the loss of memory B cells. The lack of sustained expression of 

transcription factors governing Tfh differentiation certainly participates in the absence of full 

maturation and reconstitution of the pool of Tfh cells. The huge remodeling of the splenic 

architecture also restrained the capacity of Tfh and B cells to interact, which is essential for 

both. Altogether, these may contribute to the poor immune control occurring in fast 

progressor RMs. Therefore, strategies aimed to prevent the loss of Tfh cells or to help the 

reconstitution of splenic Tfh cells could be useful for individuals but also for vaccine strategy. 

However, because Tfh cells are infected early, this subset may represent a reservoir, which 

may impair functional HIV cure. 
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3.6. Materials and Methods 

Ethics statement. All animals were housed at University Laval in accordance with the rules 

and regulations of the Canadian Council on Animal Care (http://www.ccac.ca). This protocol 

was approved by the Laval University Animal Protection Committee (Project number 

106004). Animals were fed standard monkey chow diet supplemented daily with fruit and 

vegetables and water ad libitum. Social enrichment was delivered and overseen by veterinary 

staff and overall animal health was monitored daily. Animals showing significant signs of 

distress, disease, and weight loss were evaluated clinically and were humanely euthanized 

using an overdose of barbiturates according to the guidelines of the Veterinary Medical 

Association.  

Animal, viral inoculation and sample collection. Rhesus macaques (Macaca mulatta) of 

Indian origin, seronegative for SIVmac, STLV-1 (Simian T Leukemia Virus type-1), SRV-1 

(type D retrovirus) and herpes-B viruses were used in this study. Sixteen animals were 

infected with SIVmac251 virus (20 AID50) intravenously and five were left as non-infected 

controls. Subgroups of animals were euthanized at different time points post-infection 

covering both acute and chronic phases. Peripheral blood and lymphoid organs (spleen and 

axillary and inguinal lymph nodes) were recovered for cellular analysis. Cell numbers were 

calculated from LNs retrieved in each region (inguinal and axillary LNs, the totality of the 

LNs were retrieved). Cells isolated after mechanical process were counted. Tissues were not 

digested with collagenase or other proteases for cell isolation limiting side effects on the 

expression of cell surface markers. Blood sampling was performed at additional time points 

before and after infection. For each blood-sampling point, a hemogram was elaborated using 

an Abaxis VetScan HM5 hematology instrument (Abaxis, CA). Frozen samples derived from 

the spleen of SIV-infected RMs of Chinese origin of previous studies [36,40,70] were used 

to assess mRNA expressions. 

Quantitative-PCR. Samples from rhesus macaques (Macaca mulatta) of Chinese origin 

infected either with Leishmania infantun promastigotes or SIVmac251 [28,45] were also 

used to assess mRNA expression of CXCR5, BCL6, and MAF. Approximately 10 millions of 

splenic mononuclear cells or total peripheral LNs cells were lysed in RLT buffer (RNeasy 
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Micro Kit, QIAGEN) and stored at -80º C until further use.  RNA was purified using the 

RNeasy Micro Kit following manufacturer’s instructions and reverse transcribed using the 

Affinity Script QPCR cDNA synthesis kit (Stratagene). Gene expression was analyzed by 

qPCR in 10 µL reactions, using 100 ng of cDNA. The thermal profile consisted of a hold of 

15 min at 95ºC, followed by 40 cycles of denaturation (95º C, 15 sec), annealing (60º C, 30 

sec) and extension (72º C, 30 sec). Ct values were normalized by quantifying the levels of 

GAPDH or 18S. Macaque-specific primers were designed using the AutoPrime software. A 

list of primer sequences used is provided in Table S1. 

Cell sorting. 108 freshly isolated cells were sorted using BD Influx cell-sorter based on their 

expression of CD3, CD8, CD4, PD-1, CXCR5, CD45RA and CCR7. Cells were separated in 

five different subsets, naïve, central memory, effector memory, differentiated effector 

memory and T follicular helper cells as shown in supplemental S3 figure. Samples were 

preserved at -80°C pelleted until used for DNA analysis and in Trizol (Life Technologies) 

for RNA purification.  

Proviral DNA quantification. DNA was purified from 105sorted Tfh and effector memory 

cells from spleen and LNs using the Genomic DNA Tissue kit from (Macherey Nagel). The 

cell line SIV-1C, that contains one copy of SIVmac251 DNA per cell was used as reference 

for proviral DNA quantitation. Serial dilutions of SIV-1C cells with CEMX174 carrier cells 

were performed to generate a standard curve. SIV-proviral DNA was amplified by nested 

PCR with SIVmac251-specific primers surrounding the nef region. A first round of PCR was 

performed using 50 nM of preco and K3 primers, 10X PCR buffer, 0.8 mM DNTP, 2 mM 

MgCl2, 1.25 U of AmpliTaq Gold (Life Technologies) in a Biometra thermocycler using the 

following parameters: one cycle of 105 sec at 95°C, 45 cycles of 30 sec at 95°C, 30 sec at 

60°C and 10 sec at 72°C, 6 min at 72°C. The PCR product was diluted 1/8 and 5 µl were re-

amplified using 250 nM of A2 and K1 primers and 2X Quantitec Sybr Green PCR Kit 

(Qiagen) in a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), using the following 

parameters: one hold of 2 min at 50°C, 15 min at 95°C and 45 cycles of 15 sec at 94°C, 30 

sec at 60°C and 35 sec at 72°C. Ribosomal 18S DNA was amplified in parallel as an internal 

control. A standard curve was used to estimate cell numbers, and the results were expressed 

as SIV proviral DNA copies per 10,000 cells.  
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Viral RNA quantification. RNA was purified from 105 sorted cells kept in Trizol (Life 

Technologies) according to the manufacturer’s instructions. Viral RNA was extracted from 

200 µl of plasma with PureLink Viral RNA/DNA Kit (Life Technologies).  RNA was treated 

with Turbo-DNA free kit (Life Technologies) and quantified by RT-qPCR using 4X TaqMan 

Fast Virus 1-Step Master Mix (Life Technologies), 750 nM of primers and 200 nM of probe 

(Table S1). 10-fold serial dilutions of a SIVmac251 plasmid including SIV gag gene were 

performed to generate a standard curve, starting at 109 SIV genome copies/µl. Amplifications 

were carried out with a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), using the 

following parameters: 50°C /5 min, 95°C /20 sec, 40 cycles (95°C /15 sec, 60°C /1 min). 18S 

rRNA was used as endogenous control using the Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control 

mix (Life Technologies) for cell samples. Results are expressed as SIV RNA copies per cell 

detected in cell samples or copies per µl in serum samples.  

Immunophenotyping. Fresh cell suspensions were prepared from macaque spleen, axillary 

and inguinal LNs. Peripheral blood was collected to EDTA-coated tubes. Fresh cells were 

stained with a panel of monoclonal antibodies. The fluorochrome-conjugated antibodies used 

are provided in the Table S2. Intracellular Bcl-6, c-Maf, Foxo1, KLF2, Eomes, and T-bet 

staining was performed after fixing and permeabilizing the cells with the FoxP3 staining 

buffer set (eBioscience). After lysing erythrocytes (Lysing buffer Pharm Lyse 10X BD 

Biosciences), sixty thousand events corresponding to mononuclear cells were recorded in 

FACS Canto A (BD Bioscience). Analyses were performed using FlowJo software (Tree 

Star, Inc.).  

Immunofluorescence confocal microscopy of tissue sections. Tissues (spleen and 

peripheral lymph nodes) were embedded in optimal cutting temperature compound (OCT), 

sectioned at a 7.5 µm thickness and stored unfixed at -80 °C until use. Tissue sections were 

fixed in 4% PFA (15 minutes at room temperature) followed by acetone (20 minutes at -20 

°C). Slides were submerged in blocking solution (5% normal goat serum, 0.3% triton X-100) 

for 1 hour at RT.  

For this work, we took advantage of two multicolor panels that we had optimized previously 

[28]. For Panel 1 (Ki-67/IgD/CD3/CD20), sections were initially incubated overnight at 4 °C 
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with a purified anti-Ki-67 antibody diluted in antibody dilution buffer (1% BSA, 0.3% triton 

X-100). The next day, sections were washed and incubated with a secondary antibody-

coupled to Brilliant Violet-421 (BV-421) diluted in antibody dilution buffer for 1 hour at 

room temperature. After thorough washing, sections were incubated overnight at 4 °C with 

fluorochrome-coupled antibodies against the other markers of the panel; IgD-FITC, CD3-

PECF594 and CD20-AF647. After washing, slides were mounted with antifade mounting 

medium. 

The procedure employed for Panel 2 staining (CXCR5/CD4/PD1) was similar. Briefly, 

sections were initially incubated with a purified anti-CXCR5 antibody overnight, followed 

by a secondary antibody coupled to BV421 (The following reagent was obtained through the 

NIH Nonhuman Primate Reagent Resource: CXCR5). After washing, samples were 

incubated overnight with directly coupled antibodies for the remaining markers; CD4-

PECF594 and PD1-AF647. Table S2 provides detailed information on the antibodies used 

for tissue immunofluorescence. Sections were imaged in a Zeiss LSM 710 confocal 

microscope. Tiled Z-stacks were acquired with a 20X objective and stitched using the Image 

J stitching plugin [97]. Average intensity projections were obtained from the stitched tiles 

using built-in Image J tools. 

Detection of anti-SIV specific IgG. Specific IgGs were detected in serum samples using a 

homemade HIV-2 ELISA. Briefly, inactivated HIV-2 crude extract (Biorad) was coated at 

0.5 µg/per well. Serial dilutions of serum samples were incubated in HIV-2 antigen-coated 

plates to determine the serum titer. IgGs were detected using a goat anti-monkey IgG HRP 

antibody (Serotec). Results are expressed as titer of SIV-specific IgG antibody. 

Statistical analysis. Statistics were performed with the GraphPad Prism 5 software. The non-

parametric Mann Whitney test was employed for comparison between naive and infected 

animals at different time points after infection. A spearman test was employed for 

correlations.  
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3.8. Figure legends 

Figure 1. T and B cell dynamics in SIV-infected rhesus macaques. (A) Flow cytometry 

was used to determine the percentage of CD3+CD4+ and CD3+CD8+ T cells, and CD3-CD20+ 

B cells in the (Left panel) blood, (Middle panel) LNs and (Right panel) spleen. (B) 

Histograms show total number of T and B cells in LNs and the spleen, and cell number/mm3 

in peripheral blood. Each dot represents an individual RM; Axillary and Inguinal LNs are 

represented separately by two distinct dots for each RMs at day>180. Statistical analyses 

were performed using Mann Whitney test. *, p<0.05; **, p<0.01. At day>180, open circles 

represent fast progressor RMs PB023 and PB028; and full diamonds represent slow 

progressor RMs, PB013 and PB044. 

Figure 2. Early loss of splenic Tfh cells in SIV-infected rhesus macaques. (A) 

Representative dot plots depicting the expression of CXCR5 and PD-1 in the blood, in LNs 

and the spleen of either a non-infected RM (SIV-) or a SIV-infected RM at day 14. CD3+ T 

cells were first gated (CD3 against FSC-A), and then doublets were eliminated (FSC-H 

against FSC-A). Among the CD3+CD4+ T cell population, we assessed the expression of 

CXCR5 and PD-1. (B) Percentages and (C) cell numbers (expressed in cell number/mm3 in 

the blood) of effector memory (CD45RA−CD62L−) CD3+CD4+ T cells and Tfh (CXCR5+PD-

1bright) cells are shown. Each dot represents an individual RM. Axillary and Inguinal LNs are 

represented separately by two distinct dots for each RMs at day >180. Statistical analyses 

were performed using Mann Whitney test. *, p<0.05; **, p<0.01. At day>180, open circles 

represent fast progressor RMs PB023 and PB028; and full diamonds represent slow 

progressor RMs PB013 and PB044. (D) Expression of CD45RA and CD62L on both 

splenocyte Tfh (CXCR5+PD-1bright) and non-Tfh cell subsets isolated from a non-infected 

RM; naive (CD45RA+CD62L+), central memory (CD45RA−CD62L+), effector memory 

(CD45RA−CD62L-) and terminally differentiated (CD45RA+CD62L−). The expression of 

PD-1 was also assessed on non-Tfh cell subsets. Numbers indicate the percentage of each 

subpopulation. (E) Histograms show the ratio of EM versus CM Tfh cells in LNs and spleen 

of RMs at the indicated time. Statistical analyses were performed using Mann Whitney test. 

Figure 3. Transient increase of LNs CXCR5+CD4+ T cells during SIV infection. (A) 
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Representative dot plots depicting the expression of CXCR5 and PD-1 among CD3+CD4+ T 

cells. The percentages of CXCR5+PD-1int and CXCR5+PD-1- are indicated in LNs and the 

spleen of either a non-infected RM (SIV-), a SIV-infected RM at day 14 (SIV+ acute), and a 

SIV-infected RM at day >180 (SIV+ chronic),  (B) Histograms showing the percentages of 

both CXCR5+PD-1int and CXCR5+PD-1- among CD4 T cells in LNs and the spleen. Each dot 

represents an individual RM. Axillary and Inguinal LNs are represented separately by two 

distinct dots for each RMs at day>180. Statistical analyses were performed using Mann 

Whitney test. *, p<0.05; **, p<0.01. At day>180, open circles represent fast progressor RMs 

PB023 and PB028; and full diamonds represent slow progressor RMs PB013 and PB044. 

Figure 4. Changes in the expression of transcriptional factors associated with the 

differentiation of Tfh cells during SIV infection. (A) Representative expression of Bcl-6 

in Tfh (CXCR5+PD-1bright) and naïve non Tfh CD3+CD4+ T cells in the spleen of a healthy 

RM. (B) Mean fluorescence intensity (geometric) of c-Maf expression in Tfh (CXCR5+PD-

1bright) and naïve non Tfh CD3+CD4+ T cells in both the LNs and spleen of RMs at different 

days post-infection. (C) Percentages of c-Maf+ Tfh cells in LNs and spleen. Each dot 

represents an individual RM. Statistical analyses were performed using Mann Whitney test. 

*, p<0.05; **, p<0.01. At day>180, open circles represent fast progressor RMs PB023 and 

PB028; and full diamonds represent slow progressor RMs PB013 and PB044. Axillary and 

Inguinal LNs are represented separately by two distinct dots for each RMs at day>180.  (D) 

Histograms show RT-PCR quantification of BCL6, MAF and CXCR5 mRNA in splenocytes 

of chronically SIV-infected RMs of Chinese origin compared to Leishmania infantum-

infected RMs, and healthy RMs. Each dot represents an individual RM. Statistical analyses 

were performed using Mann Whitney test. *, p<0.05; **, p<0.01. (E) Histograms show 

geometric mean fluorescence intensity (MFI) of Foxo1, KLF2, T-bet and Eomes in Tfh cells 

of RMs at the indicated time compared to naïve non Tfh CD3+CD4+ T cells of an healthy 

RM. LNs (upper panel) and spleen (bottom panel) are shown. (F) RT-PCR quantification of 

IL-21 mRNA expression in naive, central memory (CM), effector memory (EM), and Tfh 

cells of SIV-infected RMs.  

Figure 5. B cell dynamics in SIV-infected rhesus macaques. (A) Representative dot plots 

depicting gating strategy and the expression of CD21 and CD27 in B cells (CD3−CD20+) 
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derived from blood, LNs and spleen is showed. B cell subsets were defined as naive 

(CD21+CD27−), resting memory (CD21+CD27+), activated memory (CD21−CD27+) and 

tissue memory (CD21−CD27−) B cells. (B) Percentages and (C) cell numbers for each B cell 

subset are shown. Each dot represents an individual RM. Statistical analyses were performed 

using Mann Whitney test. *, p<0.05; **, p<0.01. At day>180, open circles represent fast 

progressor RMs PB023 and PB028; and full diamonds represent slow progressor RMs PB013 

and PB044. Axillary and Inguinal LNs are represented separately by two distinct dots for 

each RMs at day>180.   

Figure 6. Correlation between Tfh cells and memory B cells. Tfh cell numbers (Log) were 

plotted against B cell subset numbers (Log) in LNs and spleen of RMs. Each dot represents 

an individual RM at the time of death. Spearman analysis was used for correlations. The r 

and p values are indicated in the figures. 

Figure 7. Correlation between SIV-specific IgG titers and Tfh cells. (A) Histogram shows 

the titer of SIV-specific IgG antibodies in the serum of SIV-infected RMs at the indicated 

time. At day>180, open circles represent fast progressor RMs PB023 and PB028; and full 

diamonds represent slow progressor RMs PB013 and PB044. (B) Dot-plots show the 

correlation between the titer of SIV-specific IgG antibodies and the percentage as well the 

number of Tfh cells in LNs and spleen of RMs. (C) Dot-plots show the correlation between 

the titer of SIV-specific IgG antibodies and the number of B cell subsets in LN and the spleen. 

Spearman analysis was used for correlations. The r and p values are indicated in the figures.  

Figure 8. Dynamics of germinal center in the spleen of rhesus macaque infected with 

SIV. Splenic tissue sections were stained with antibodies against Ki-67 (white), IgD (green), 

CD3 (blue) and CD20 (red) and imaged by confocal microscopy. Representative pictures of 

a naive RM and of two chronically SIV-infected RMs, slow and fast progressor RMs are 

shown. The picture is representative of two individuals animals performed independently. 

Higher magnification is shown on the right part of the picture. Scale bar is shown. 

Figure 9. Distribution of Tfh cells in the spleen of rhesus macaque infected with SIV. 

Splenic tissue sections were stained with antibodies against CXCR5 (blue), CD4 (green) and 

PD-1 (red) and imaged by confocal microscopy. Representative pictures of the same animals 
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as depicted in figure 8 are shown. Higher magnification is shown on the right part of the 

picture. Scale bar is shown. 

Figure 10. Early infection of Tfh cells. (A) Frequencies of SIV DNA and (B) RNA in sorted 

Tfh and effector memory CD4 T cells isolated from LNs and spleen of RMs infected with 

SIV. Each dot represents an individual RM. Statistical analyses are performed using Mann 

Whitney test. *, p<0.05; **, p<0.01. At day>180, open circles represent fast progressor RMs, 

PB023 and PB028; and full diamonds represent slow progressor RMs, PB013 and PB044. 

(C) Correlation between the frequencies of SIV DNA+ Tfh cells and the percentage of B cell 

subsets (as defined in figure 5) in LNs and spleen of RMs. Each dot represents an individual 

macaque. Spearman analysis was used for correlations.  
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Supplemental figures legends 

Supplemental figure 1. CD3 T cell dynamics in SIV-infected rhesus macaques. 

(A) Representative dot plots depicting the expression of CD3 and CD20 in the blood. (B) 

Histograms show percentages and cell numbers of CD3 T cells in the blood (number/mm3), 

LNs and spleen of RMs at the indicated time. Statistical analyses are performed using Mann 

Whitney test. *, p<0.05; **, p<0.01. At day>180, open circles represent fast progressor RMs 

PB023 and PB028; and full diamonds represent slow progressor RMs PB013 and PB044. 

Supplemental figure 2. Dynamics of CD4 T cell subsets in SIV-infected rhesus 

macaques. (A) Representative dot plots depicting the expression of CD62L and CD45RA in 

the blood, LNs and the spleen of non-Tfh cells. (B) Histograms show the expression of PD-

1 for each subpopulation: naive (CD45RA+CD62L+), central memory (CM, CD45RA-

CD62L+), effector memory (EM, CD45RA-CD62-), and terminally differentiated (TDT, 

CD45RA+CD62L-). (C) Percentage and (D) cell number of naive, central memory and 

terminally differentiated CD4 T cells in the blood, in LNs and spleen. Each dot represents an 

individual RM. Statistical analyses are performed using Mann Whitney test. *, p<0.05; **, 

p<0.01. At day>180, open circles represent fast progressor RMs PB023 and PB028; and full 

diamonds represent slow progressor RMs PB013 and PB044. 

Supplemental figure 3. Cell sorting strategy. Representative dot plots depicting gating 

strategy used to sort CD4 T cell subsets using BD influx cell sorter. CD3+ T cells are 

separated in CD3+CD4+ and CD3+CD8+ T cells. After gating on CD3+CD4+, Tfh cells are 

sorted based on the expression of CXCR5 and PD-1 (CXCR5+PD-1bright). Non-Tfh 

CD3+CD4+ T cells are then separated in naive (CD45RA+CCR7+), central memory 

(CD45RA−CCR7+), effector memory (CD45RA−CCR7−) and terminally differentiated 

(CD45RA+CCR7−). 

Supplemental figure 4. Correlation between effector memory CD4 T cells and B cell 

subsets. Diagrams show correlation between the percentage of effector memory cells and the 

percentage of B cell subset (as defined in figure 5) in LNs and spleen of RMs. Each dot 

represents an individual RM. Spearman analysis was used for correlations. 
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Supplemental figure 5. Dynamics of germinal center in LNs of rhesus macaque infected 

with SIV. LN tissue sections were stained with antibodies against Ki-67 (white), IgD (green), 

CD3 (blue) and CD20 (red) and imaged by confocal microscopy. Representative pictures of 

a naive RM and of two chronically SIV-infected RMs, slow and fast progressor RMs are 

shown. The picture is representative of two individuals animals performed independently. 

Higher magnification is shown on the right part of the picture. Scale is shown. 

Supplemental figure 6. Distribution of Tfh cells in LNs of rhesus macaque infected with 

SIV. LNs tissue sections were stained with antibodies against CXCR5 (blue), CD4 (green) 

and PD-1 (red) and imaged by confocal microscopy. Representative pictures of the same 

animals as depicted in S5 figure are shown. Higher magnification is shown on the right part 

of the picture. Scale is shown. 

Table S1. Primers and probes used for RT-qPCR. 

 

Table S2. Antibodies used for flow cytometry, cell sorting and immunofluorescence. 

Flow cytometry and cell sorting (upper list), tissue immunofluorescence (bottom list). 
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CHAPITRE 4  

DÉPLÉTION DES CELLULES Tfh ET TCD4 MÉMOIRES DANS LES 
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4.1. Introduction 

Le tractus gastro-intestinal (TGI) contient environ 60% de tous les lymphocytes du corps, y 

compris les lymphocytes T CD4 [1, 2] et par conséquent représente un site crucial pour le 

virus de l'immunodéficience humaine (VIH) qui infecte les lymphocytes T CD4 [3, 4]. En 

outre, les ganglions mésentériques (Gmes) sont le site principal de l'induction de la tolérance 

aux bactéries commensales [5] et représente un site privilégié pour le virus [6, 7]. En tant que 

site inducteur, les Gmes abritent les processus d'activation et de différenciation des cellules 

immunitaires en différentes sous-populations mémoires. À partir de ces sites inducteurs, les 

cellules T CD4, T CD8 et B mémoires migrent vers le site effecteur (la lamina propria) de la 

muqueuse intestinale, où leur implication dans l'immunité est cruciale [8, 9]. Parmi les 

lymphocytes T CD4 mémoires, les cellules Tfh sont essentielles à l’activation des 

lymphocytes B pour la production d'anticorps spécifiques [10]. Ces cellules sont induites par 

l'IL-6 et l'IL-21 via l'expression de Bcl-6 et de c-Maf et de TCF1 qui contrôlent leur 

différenciation et leur fonction [11-13]. Récemment, nous avons montré une déplétion 

précoce des cellules Tfh dans la rate de macaques infectés par le VIS [14]. Bien que 

nombreuses études aient mis en évidence la perte préférentielle de lymphocytes T CD4 dans 

la lamina propria intestinale au cours de l’infection par le VIH/VIS [15, 16], on en sait moins 

sur la dynamique des cellules Tfh et T CD4 mémoires dans les Gmes. Par ailleurs, la cytokine 

IL-7 qui augmente chez les sujets infectés [17, 18] régule la prolifération et la survie des 

lymphocytes par Stat5 [19]. Or, Stat5 inhibe les Tfh par la suppression de Bcl-6 [20]. Ensuite, 

la cytokine IL-27 qui inhibe l’infection des macrophages par le VIH-1 [21], induit T-bet pour 

la différentiation des Th1 [22, 23]. Si Guzzo et al [24, 25] rapportent une baisse de l’IL-27 

durant l’infection par le VIH-1, cependant He Lai et al [26] proposent une augmentation de 

cette cytokine dans le plasma. Curieusement, ces deux cytokines ont récemment été décrites 

comme activatrices de la différenciation des cellules Tfh [27-30]. Cependant, il reste à savoir 

si ces Tfh gardent leurs caractéristiques (phénotype et fonction). Dans cette étude, je montre 

une déplétion significative précoce des lymphocytes Tfh et T CD4 mémoires dans les Gmes 

des macaques rhésus infectés par le VIS. Puis, j’observe que les Tfh présentent une 

augmentation de l’expression de facteurs de transcription inhibiteurs KLF2, Foxo1 et T-bet, 

associée une commutation de phénotype vers celui de centrale mémoire et à l’expression de 
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CD127 (récepteur de l’IL-7). En plus, je montre que les cellules Tfh induites en présence des 

cytokines IL-7 et IL-27 augmentent l’expression des facteurs de transcription inhibiteurs 

Foxo1, T-bet et Stat5. 
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4.2. Résultats  

Déplétion précoce des lymphocytes TCD4 dans les Gmes au cours du VIS. 

Afin d’évaluer l’impact du VIS sur les lymphocytes T CD4, T CD8 et B (CD20+) dans les 

Gmes, j’ai étudié leur dynamique en pourcentage et en nombre chez les macaques rhésus 

infectés par le VIS. Les cellules issues des Gmes des macaques ont été marquées avec des 

anticorps spécifiques (anti-CD3, anti-CD4 et anti-CD20) (Figure 1A). J’ai constaté que le 

pourcentage de lymphocytes B et T CD8 augmente alors que celui des lymphocytes T CD4 

diminue progressivement en phase aiguë (jour 14 et jour 30 post infection) comparèrent aux 

macaques contrôles non infectés (jour 0) (Figure 1B). En phase chronique (J> 180), les 

macaques infectés ont été distingués en progresseurs rapides (PR) ayant une charge virale 

plus élevée et une déplétion de lymphocytes T CD4 plus prononcée dans le sang comparé 

aux progresseurs lents (PL). En raison de la lymphopénie chez les PR, une déplétion des 

lymphocytes T et B est observée alors que chez les PL, les nombres des cellules sont soit 

similaires ou plus élevés comparés aux macaques non infectés (Figure 1C). Ces résultats 

suggèrent une déplétion précoce des lymphocytes T CD4 pendant la phase aiguë, et se 

poursuit en phase chronique chez les macaques PR. Ces observations soulèvent la question 

de la dynamique de chaque sous-population T CD4 dans les Gmes au cours de l’infection par 

le VIS. 

Déplétion des cellules Tfh et T CD4 mémoires dans les Gmes au cours du VIS. 

Ensuite, j’ai analysé la dynamique des sous-populations des lymphocytes T CD4, que j’ai 

définie en cellules naïves (N), centrales mémoires (CM), effectrices mémoires (EM), et 

terminales différentiées (TDT) selon l'expression des marqueurs de surface CD62L et 

CD45RA, et les cellules Tfh par l’expression de CXCR5 et PD1 (CXR5+PD1++) (Figure 2A). 

Nos résultats montrent une augmentation précoce du pourcentage de lymphocytes T CD4 

naïfs à partir du jour 14 post infection (Figure 2B). En revanche, j’ai observé une diminution 

des EM et CM très tôt en phase aiguë. Une diminution qui persiste en phase chronique chez 

les PR. Une légère augmentation du pourcentage des TDT est également observée chez les 

PR. Il est intéressant de noter que les nombres de cellules Tfh et EM des PL sont similaires 

à ceux observés chez les RM macaques contrôles (Figure 2C). Par conséquent, il n'y a pas 
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de déplétion des cellules Tfh et EM chez les macaques PL en phase chronique, mais plutôt 

chez les macaques PR. Ces résultats montrent que la progression vers le SIDA est associée à 

la déplétion précoce des lymphocytes T CD4 effecteurs mémoires et Tfh dans les ganglions 

mésentériques. Cette observation soulève la question des mécanismes sous-jacents à cette 

déplétion.  

Augmentation des facteurs de transcriptions inhibiteurs dans les Tfh, Foxo1, KLF2 et 

T-bet, associée à une commutation de phénotype des Tfh vers celui de centrale mémoire  

Dans la mesure où il a été rapporté que les facteurs de transcriptions Foxo1, KLF2 et T-bet 

inhibent les Tfh (voir revue en annexe à la page 150), j’ai évalué l’expression de ces facteurs 

dans le but d’expliquer les mécanismes sous-jacents au dysfonctionnement des Tfh dans les 

Gmes. J’observe une augmentation progressive de l’intensité moyenne de fluorescence (MFI) 

de Foxo1, de KLF2 et de T-bet dans les Tfh chez les macaques infectés (J14, J30 et J>180) 

comparés aux macaques non infectés (J0) (Figure 3A). Or il été rapporté que KLF2 est 

associé à une expression accrue de la molécule CD62L (voir revue en annexe à la page 150), 

et qui caractérise les cellules centrales mémoires. J’ai donc étudié l’expression de ce 

marqueur par les Tfh en évaluant le rapport du pourcentage des Tfh effecteurs mémoires 

(TfhEM : CD62L-CD45RA-) et de celui des Tfh centrales mémoires (TfhCM : 

CD62L+CD45RA-). Mess résultats montrent une diminution ce ratio au cours de l’infection 

et atteint une valeur de 0.9 dès le jour 14 post-infection. Ceci résulte suggère une 

commutation de phénotype des Tfh effecteur mémoire vers celui de centrale mémoire 

(Figure 3B, C).  

Augmentation de CD127 (récepteur de l’IL-7) au cours de l’infection par le VIS. 

La commutation de phénotype des Tfh vers celui de centrale mémoire pose la question de 

l’expression de CD127 (récepteur de l’IL-7). Car il été observé que le phénotype de centrale 

mémoire est associé à l’expression de ce marqueur [31, 32]. Afin d’analyser l’expression de 

CD127 par cytométrie en flux, les cellules issues des Gmes des macaques ont été marquées 

avec des anticorps spécifiques, afin de définir les cellules Tfh (Figure 4A, B). Nos résultats 

montrent une augmentation significative du pourcentage de cellules Tfh exprimant CD127 

dans les Gmes au cours de l’infection par le VIS comparé aux macaques contrôles non 
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infectés (J0) (Figure 4C). Ce résultat montre que malgré l’augmentation du récepteur de 

l’IL-7 à leur surface, il y a toutefois une déplétion des cellules Tfh. Ainsi, une étude plus 

approfondie de l’impact de l’IL-7 sur l’aspect extracellulaire et intracellulaire caractérisant 

les Tfh pourrait apporter plus de précisions.  

L’IL-7 et IL-27 diminuent l’expression de CXCR5 et le nombre de cellules Tfh dans les 

Gmes. 

Des études récentes montrant une forte induction des Tfh par les cytokines IL-7 et IL-27 [27-

30]. J’ai étudié in vitro l’impact de ces cytokines sur le phénotype et le nombre des cellules 

Tfh en comparaison avec IL-6 et IL-21, qui sont les cytokines connues pour favoriser la 

différentiation des Tfh [11]. Les cellules issues des Gmes d’un macaque non infecté (VIS-) 

ont été activé avec des anticorps anti-CD28 et anti-CD3, puis stimulées pendant 4 jours avec 

les cytokines IL-6 + IL-21 qui induisent les Tfh, avec ou sans IL-7 ou d’IL-27. Le 

pourcentage et le nombre de cellules Tfh et cellules non-Tfh ont été évalués par cytométrie 

en flux. J’ai premièrement constaté que la combinaison des cytokines IL-6 + IL-21 augmente 

l’intensité moyenne de fluorescence de CXCR5 par les cellules T CD4 (Figure 4B). Mais 

l’ajout des cytokines IL-7 ou IL-27 à cette combinaison est associé à une diminution de cette 

moyenne d’intensité de CXCR5. En outre, IL-7 et IL-27 diminuent significativement le 

pourcentage et le nombre des cellules Tfh (CXCR5+PD1++) induites par IL-6 et IL-21 (Figure 

4C). Concomitant à cette perte des Tfh, les cytokines IL-7 et IL-27 augmentent 

significativement le pourcentage et le nombre des cellules non-Tfh (CXCR5-PD1++) 

n’exprimant pas CXCR5 à leur surface (Figure 4D). Ces résultats montrent que l’IL-7 et IL-

27 ne favorisent pas l’expansion des cellules Tfh, mais plutôt entraînent leur contraction. 

L’étude des facteurs de transcription pourrait éclaircir davantage sur les changements subis 

par les Tfh sous l’influence de ces cytokines. 

L’IL-7 et IL-27 favorisent l’expression de facteurs de transcription inhibiteurs des Tfh.  

Sachant d’une part que la cytokine IL-7 induit Stat5 qui inhibe la différenciation des cellules  

Tfh en supprimant Bcl-6 [33], et d’autre part que l’IL-27 induit le facteur de transcription T-

bet [23] qui supprime aussi Bcl-6 [34], j’ai voulu comprendre l’impact de l’IL-7 et IL-27 

dans les conditions décrites précédemment sur la capacité des cellules Tfh à exprimer les 

facteurs de transcription inhibiteurs comme Foxo1, KLF2, T-bet et Stat5, comparativement 
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aux facteurs de transcription activateurs tels que c-Maf et TCF-1 par cytométrie en flux 

(Figure 6). Cette étude a révélé que la cytokine IL-7 augmente considérablement les 

intensités moyennes de fluorescence des facteurs de transcriptions inhibiteurs des Tfh, Foxo1 

et Stat5. Et que l’IL-27 augmente en dehors de Foxo1 et Stat5 surtout la moyenne de 

fluorescence de T-bet. À noter que les deux cytokines induisent une légère augmentation de 

c-Maf et TCF1 (Figure 6). 
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4.3. Discussion 

Cette étude montre la perte précoce et progressive de la population lymphocytaire T CD4 

dans les Gmes des macaques rhésus infectés par VIS. Ce résultat est en accord avec l’étude 

récemment menée par Liu et al [35], qui décrit une profonde baisse du pourcentage des 

cellules T CD4 et une augmentation concomitante des cellules T CD8, qui sont aussi 

fortement activées dans les Gmes. Cependant, leur étude décrit plutôt la variation du 

pourcentage seulement en phase chronique sans invoquer ce qui se passe en phase aiguë. Par 

contre, notre étude apporte en plus deux éléments clés, c’est-à-dire d’une part la dynamique 

en nombre de cellules, et d’autre part l’étude de la phase aiguë. En plus, je précise qu’il n’y 

a une perte des lymphocytes T CD4, CD8 et B en phase chronique chez les macaques PR 

seulement et non chez les PL, qui maintiennent voire augmentent leur nombre de cellules. 

Plusieurs groupes ont proposé une déplétion des lymphocytes T CD4 mémoires dans le site 

effecteur, qui est la lamina propria au cours du VIH-1 et VIS [15, 36-38]. Ainsi, notre étude 

montre que la lymphopénie observée dans les Gmes pourrait être une composante majeure à 

l’origine de l’immunodéficience dans l’intestin au cours du VIH-1 chez les individus 

progressant rapidement vers le SIDA. Cette perte des cellules mémoires dans les sites 

inducteurs pourrait résulter dans les sites effecteurs de la muqueuse intestinale par la 

déplétion des cellules. 

Les Tfh sont essentiels à l’activation des lymphocytes B, afin que ceux-ci produisent des 

anticorps spécifiques. Le rôle crucial des Tfh dans le maintien de l’équilibre de la flore 

intestinale a été montré dans le modèle du murin, dont la déficience en AID conduisait à une 

expansion des bactéries anaérobies de l’intestin [39], et favorisait aussi une translocation 

bactérienne [40]. Récemment il a été montré qu’en stimulant la sécrétion des IgA, les Tfh ne 

maintiennent pas seulement l’homéostasie, mais participent aussi à la diversification de la 

flore intestinale [41, 42]. Ainsi, une perte de cette population signifierait un 

dysfonctionnement de la réponse humorale et de l’équilibre de la flore intestinale. Or, dans 

notre étude précédente, nous avons décrit une perte précoce des lymphocytes Tfh dans la rate 

des macaques infectés. Une déplétion qui persiste en phase chronique chez les PR [14]. Cette 

déplétion était associée à un faible titre d’anticorps spécifique anti-VIS chez ces mêmes 

animaux. De même, dans cette nouvelle étude, je montre une perte précoce des Tfh dans les 
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Gmes. Ce qui pourrait présenter une composante favorisant un déficit dans la neutralisation 

d’antigènes dans la muqueuse intestinale. Or, ce dysfonctionnement, combiné au manque des 

cellules mémoires T CD4, qui contribuent à l’immunité de la muqueuse intestinale et au 

maintien de l’intégrité de la barrière épithéliale, pourrait favoriser une translocation 

bactérienne vers la circulation systémique comme proposée par plusieurs groupes [43-48]. 

Enfin, nos résultats ont montré que les cytokines IL-7 et IL-27 inhibent les Tfh 

(CXCR5+PD1++) en réduisant leur expression du marqueur CXCR5, tout en augmentant leur 

capacité à exprimer des facteurs de transcription inhibiteurs de leur fonction tels que Stat5, 

T-bet et Foxo1. Le fait qu’il y ait accumulation de la population non-Tfh (CXCR5-PD1++) 

qui n’exprime pas de CXCR5 sous l’influence de l’IL-7 et l’IL-27, porte à croire que ces 

deux cytokines causent la réorientation des Tfh vers un autre phénotype et probablement une 

autre fonction. Cela pourrait participer à la déplétion des Tfh observée in vivo au cours du 

VIS/VIH-1. 

En conclusion, notre étude souligne le fait que la progression vers le SIDA soit associée à 

une déplétion précoce des lymphocytes Tfh, des lymphocytes mémoires T CD4, T CD8 et B 

dans les sites inducteurs de la réponse immune de l’intestin. Et que cela pourrait se répercuter 

dans les sites effecteurs par une immunodéficience favorable à une translocation bactérienne. 

Ainsi, toute stratégie visant à prévenir cette lymphopénie précoce dans les sites inducteurs 

pourrait être bénéfique pour l’intégrité de l’immunité de l’intestin contre le microbiome au 

cours du VIH-1/VIS. 
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4.4. Matériel et Méthodes 

Déclaration d’éthique. 

Tous les animaux ont été hébergés à l'Université Laval conformément aux règles et 

règlements du Conseil canadien de protection des animaux (http://www.ccac.ca). Ce 

protocole a été approuvé par le Comité de protection des animaux de l'Université Laval 

(numéro de projet 106004). Les animaux présentant des signes significatifs de détresse, de 

maladie et de perte de poids ont été évalués cliniquement et ont été humainement euthanasiés 

en utilisant un surdosage de barbituriques selon les directives de l'Association médicale 

vétérinaire. 

Animaux, inoculation virale et prélèvement d'échantillons. 

Dans cette étude, j’ai utilisé des Macaques rhésus (Macaca mulatta) d'origine indienne, 

séronégatifs pour SIVmac, STLV-1 (virus T-lymphotropique simien), SRV-1 (rétrovirus de 

type D) et le virus de l'herpès-B. Ces macaques sont les mêmes que ceux de la première 

publication, répertoriés dans le tableau 1 du manuscrit. Les animaux ont été infectés par le 

virus SIVmac251 (20 AID50) par voie intraveineuse et cinq ont été utilisés en tant que 

contrôles non infectés. Les animaux ont été euthanasiés à différents moments après infection 

couvrant la phase aiguë et chronique. Les Gmes ont été récupérés pour analyse cellulaire. Les 

cellules isolées après un processus mécanique ont été comptées.  

Immunophénotypage. 

Des suspensions cellulaires fraîches ont été préparées à partir des Gmes. Les cellules ont été 

marquées avec des anticorps monoclonaux. Les anticorps conjugués aux fluorochromes 

utilisés sont indiqués dans le tableau S1. Soixante mille événements correspondant aux 

cellules mononucléaires ont été enregistrés sur un FACS Canto A (BD Bioscience). Les 

analyses ont été effectuées en utilisant le logiciel FlowJo (Tree Star, Inc.). 
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Stimulation in vitro. 

Les puits d’une plaque de 12 puits ont été incubés avec 0,25µl (1 µg/µl) de CD3 purifié 

(Abcam) et 0,25 µl (1 µg/µl) de CD28 purifié (Biolegend) dans 200 µl d'une solution tampon 

de Tris-HCl de concentration 0,1 M. Les plaques ont été maintenues 16 h à 4°C. Le 

lendemain, chaque puits a été lavé 3 fois avec 1 ml de RPMI non complet (Life Technology), 

avant d'ajouter 500 μl de RPMI contenant 10% FBS (Gibco Thermofisher), 1% (0.5 mg/mL) 

de Penicillin-Streptomycin-Glutamine (Gibco Thermo Fisher) et 1% (1mM) de Sodium 

Pyruvate (Gibco Thermo Fisher). La plaque a été ensuite incubée pendant 1 heure à 37°C et 

106 cellules issues des Gmes ont été ajoutées dans chaque puits, incubées pendant 3 heures à 

37°C avant d'ajouter une combinaison de cytokines composée d'IL-6 (100 ng), IL-21 (100 

ng) IL-27 (100 ng) et IL-7 (10 ng) dans le puits correspondant, à l'exception du puits contrôle. 

Quatre jours plus tard, les cellules ont été comptées et marquées à l’aide d’anti-PD1-PerCP-

eFluor710, CXCR5-PE, CD4-APC-H7 et CD20-PE-Cy7. Les cellules après perméabilisation 

ont été marquées avec des anticorps anti-Foxo1-FITC, KLF2-FITC, STAT5-FITC, T -bet-

eFluor660, c-Maf-eFluor660 et TCF1-Alexa Fluor 647, et analysées par cytométrie de flux. 

Analyses statistiques. 

 Les statistiques ont été réalisées avec le logiciel GraphPad Prism 6. Le test non paramétrique 

de Mann Whitney et le test de Wilcoxon ont été utilisés pour la comparaison entre les 

animaux naïfs et infectés à différents moments après l'infection.  
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4.5. Figures et légendes 

 

 

Figure 1 : Pourcentage et nombre des lymphocytes T CD4, CD8 et B dans les Gmes au cours de 

l’infection au VIS. (A) Stratégie d’analyse des lymphocytes. Les lymphocytes totaux sont identifiés 

par les paramètres FSC-A contre SSC-A. Puis les doublets sont exclus par la comparaison des 

paramètres FSC-A contre FSC-H. Puis les lymphocytes B et T sont identifiés par leur expression des 

marqueurs de surface CD20 et CD3 respectivement. Enfin, les lymphocytes T CD4 auxiliaires 

(CD3+CD4+) sont définis par l’expression du marqueur de surface CD4, et par exclusion, les 

lymphocytes T CD8 qui sont caractérisés par l'absence de l'expression de la molécule CD4 

(CD3+CD4-). (B) Les diagrammes montrent les pourcentages, et (C) les nombres de chaque 

population lymphocytaire dans les Gmes des macaques infectés par le VIS en phase aiguë (J14 et 

J30) et en phase chronique (J>180) comparés aux macaques contrôles non-infectés (J0). 
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Figure 2: Dynamique des sous populations lymphocytaires T CD4 dans les Gmes au cours de 

l’infection au VIS. (A) Stratégie d’analyse des sous-populations T CD4. Premièrement les 

lymphocytes T ont été définis selon l’expression du CD3. Ensuite les doublets ont été exclus par 

comparaison des paramètres FSC-H contre FCS-A. Les lymphocytes T CD4 sont analysés après 

identification des cellules CD3+CD4+. Les cellules Tfh (CXCR5+PD1++) et les cellules non Tfh sont 

définies selon l’expression des marqueurs CD62L et CD45RA. Ainsi on définit les cellules naïves 

(N) CD62L+CD45RA+, ensuite centrales mémoires (CM) CD62L+CD45RA-, effectrices mémoires 

(EM) CD62L-CD45RA- et terminales différenciées (TDT) CD62L-CD45RA+. (B) Les diagrammes 

montrent le pourcentage, et (C) le nombre de cellules de chaque sous-population des macaques en 

phase aiguë (J14 et J30) et en phase chronique (J>180) comparés aux macaques contrôles non-infectés 

(J0). 
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Figure 3: Expression des facteurs de transcriptions inhibiteurs des Tfh dans les Gmes au cours 

de l’infection au VIS. (A) Les histogrammes montrent l’intensité moyenne de fluorescence de 

Foxo1, KLF2 et T-bet des Tfh des macaques infectés en phase aiguë (J14 et J30) et en phase chronique 

(J>180) comparés aux macaques non infectés (J0). (B) Stratégie d’analyse des cellules Tfh et de leur 

expression des marqueurs CD62L et CD45RA dans les Gmes. (C) l’histogramme montre la 

dynamique du rapport du pourcentage des Tfh effecteurs mémoires (TfhEM : CD62L-CD45RA-) par 

le pourcentage des Tfh centrales mémoires (TfhCM : CD62L+CD45RA-) chez les macaques infectés 

en phase aiguë (J14 et J30) et en phase chronique (J>180) comparés aux macaques non infectés (J0). 
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Figure 4: Expression de CD127 par les cellules Tfh dans les Gmes au cours du VIS. (A) Stratégie 

d’analyse des cellules Tfh parmi la population lymphocytaire T CD4, selon l’expression des 

marqueurs de surface CXCR5 et PD1. (B) L’expression de CD127 est analysée comparativement à 

l’expression de CD45RA dans les Gmes d’un macaque non infecté (VIS-) comparé à un macaque 

infecté (VIS+) au jour 30 post-infection. (C) L’histogramme montre le pourcentage des cellules Tfh 

exprimant CD127 en phase aiguë (J14 et J30) et en phase chronique (J>180) comparés aux macaques 

contrôles non-infectés (J0). 
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Figure 5 : Impact de l’IL-7 et de l’IL-27 sur la différentiation des Tfh dans les Gmes. (A) 

Stratégie d’analyse des cellules Tfh dans les Gmes d’un macaque non infecté, selon l’expression des 

marqueurs CXCR5 et PD1. Les cellules sont activées en présence d’anticorps CD28 (1.25ng/µl) et 

CD3 (1.25ng/µl). À part le contrôle (médium), les cellules ont été stimulées avec différentes 

combinaisons de cytokines IL-6 + IL-21, IL-6 + IL-21 + IL-7 ou IL-6 + IL-21 + IL-27. (B) Les 

histogrammes montrent l’intensité moyenne de fluorescence des cellules CD4 exprimant CXCR5 

(cadran rouge, figure 4A) dans les différentes conditions de cultures. (C) Pourcentage et nombre des 

cellules Tfh (CXCR5+PD1++), et (D) des cellules non-Tfh (CXCR5-PD1++).  
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Figure 6 : Impact de l’IL-7 et de l’IL-27 sur l’expression de facteurs de transcription par les 

Tfh dans les Gmes. Les histogrammes montrent les intensités moyennes de fluorescence des facteurs 

de transcriptions Foxo1, KLF2, T-bet, Stat5, TCF1 et c-Maf dans les cellules Tfh issues des Gmes 

d’un macaque non infecté, après 4 jours d’activation en présence d’anticorps CD28 (0.25µg) et CD3 

(0.25µg) et de stimulation en absence ou en présence de différents cocktails IL-6 + IL-21, IL-6 + IL-

21 + IL-7, et IL-6 + IL-21 + IL-27, comparé aux cellules non stimulées (médium). 
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Figure S1 : Anticorps utilisés pour les analyses de cytométrie et la stimulation in vitro. 

 

 

 

 

 

Antibody Fluorochrome Clone Manufacturer 

Flow cytometry 

α-CD62L FITC SK11 BD Biosciences 

α-CXCR5 PE 87.1 eBiosciences 

α-CXCR5 PE MU5UBEE eBiosciences 

α-PD-1 PerCP-eFluor710 J105 eBiosciecnes 

α-CD45RA PE-Cy7 5H9 BD Biosciences 

α-CD4 APC L200 BD Biosciences 

α-CD4 APC-H7 L200 BD Biosciences 

α-CD3 APC-Cy7 SP34-2 BD Biosciences 

α-c-Maf eFluor660 Sym0F1 eBiosciecnes 

α-CD21 FITC B-ly4 BD Biosciences 

α-CD27 PE M-T271 BD Biosciences 

α-CD20 PE-Cy7 2H7 BD Biosciences 

α-KLF2 Alexa Fluor488 bs-2772R-A488 Bioss Antibodies 

α-Foxo1 Alexa Fluor488 bs-2537R-A488 Bioss Antibodies 

α-T-bet eFluor660 eBio4B10 eBiosciecnes 

α-Eomes FITC WD1928 eBiosciecnes 

α-Phospho-Stat5 Alexa Fluor 488 C71E5 Cell Signaling 

α-TCF1 Alexa Fluor 647 C63D9 Cell Signaling 

CD3 - FN-18 Abcam 

CD28 - CD28.2 Biolegend 

 



 

121 

 

CHAPITRE 5 

5.1. Discussion générale 

Les cellules Tfh sont indispensables à l’activation des lymphocytes B dans les organes 

lymphoïdes secondaires. Les conséquences de cette activation sont la prolifération et la 

différenciation des lymphocytes B en cellules mémoires et plasmocytes, responsables de la 

production d’anticorps de haute affinité et spécifique aux antigènes des organismes 

pathogènes. Depuis sa découverte dans les années 2000 [166,236], la population Tfh a fait 

l’objet d’investigations dans le contexte du VIH-1, soit directement chez des sujets humains, 

ou sur le modèle du macaque rhésus infecté par le VIS. Ces études se sont principalement 

basées sur la dynamique des cellules Tfh dans les ganglions périphériques et le sang durant 

la phase chronique [218,224,237,238]. Toutefois, au début de ma thèse aucune donnée ne 

concernait la rate, l’organe majeur de la réponse humorale, ainsi que les Gmes, site clé de la 

réponse immune dans l’intestin.  

Mes travaux ont montré que le pourcentage de cellules Tfh est plus élevé dans la rate 

comparée aux ganglions périphériques et mésentériques (Figure 16). Ceci confirme le rôle 

de cet organe comme étant le siège de la réponse humorale. Certains groupes ont proposé 

l’étude des GCTfh dans le sang périphérique comme alternative, vu la difficulté d’étudier les 

organes profonds chez l’homme [198,199,239]. Nos résultats montrent qu’il est encore plus 

difficile d’étudier cette population dans le sang, car les Tfh ayant les caractéristiques 

CXC5+PD1++ ne représentent qu’environ 0.5% de la population totale des cellules T CD4 

dans le sang (Figure 18). Notre analyse de cette population dans la rate révèle pour la 

première fois une déplétion précoce en phase aiguë de l’infection par le VIS. Pour certains 

macaques, cette déplétion a débuté dès le quatrième jour post-infection, bien avant que la 

charge virale ne soit détectable dans le plasma. Ainsi, ce résultat fait état d’un 

dysfonctionnement précoce du système immunitaire. 
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Figure 18: Pourcentages des Tfh dans les organes lymphoïdes secondaires et le sang 

Cela apporte plus de lumière par rapport à l'un des mécanismes clés liés au déficit de la 

production d’anticorps neutralisants dans le contexte du VIH-1/VIS, puisque j’observe aussi 

la déplétion concomitante précoce des lymphocytes B mémoires. Cela pourrait être un 

élément déterminent qui favoriserait l’évolution vers la phase chronique et le SIDA. 

Récemment, il a été proposé une expansion en pourcentage des cellules Tfh dans la rate des 

patients infectés par le VIH-1 en phase chronique [240]. Cependant, cette étude n’apporte 

pas plus d’informations sur la phase aiguë de ces patients, ni s’ils sont progresseurs lents (PL) 

ou rapides (PR). Notre étude apporte plus de précisions sur l’expansion en pourcentage et le 

nombre des cellules Tfh en phase chronique qui ne sont observables que chez les sujets 

progresseurs lents. Alors qu’une déplétion persistante de ces cellules caractérise les 

progresseurs rapides. Nos études ont été depuis confirmées par plusieurs groupes dont ceux 

de Xu. H et al [220], qui note aussi une déplétion des Tfh dans les ganglions des macaques 

plus sensibles associée à une progression vers le SIDA. L’étude des anticorps spécifiques 

anti-VIS a aussi montré que les macaques, dont la déplétion des Tfh est plus sévère sont aussi 

ceux qui présentent moins d’anticorps spécifiques anti-VIS dans leurs sera. En plus, notre 
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étude a révélé une infection des Tfh dans la rate dès la phase aiguë, et que les Tfh des PL 

contiennent plus d’ADN viral que les Tfh des PR. Ceci indique que cette sous-population 

pourrait être un sanctuaire du virus.  

En outre, il été proposé que les Tfh serviraient de cibles majeures pour l’infection, ainsi que 

la réplication et la production du VIH-1 [223,241]. Mais ce qui semble être paradoxale est le 

fait que ce sont les macaques qui progressent le plus lentement vers un Sida, chez qui les 

cellules Tfh contiennent le plus d’ADN viral, sont aussi ceux qui présentent une meilleure 

différenciation de lymphocytes B, ainsi qu’une production importante d’IgG anti-VIS 

comparés aux singes progresseurs rapides. Cela suggèrerait que l’infection des Tfh 

n’affecterait pas directement la fonction de ces cellules.  

En outre, j’ai observé que l’expression des facteurs de transcription inhibiteurs Foxo1, KLF2 

et T-bet augmentent dans les Tfh, comme discuté dans la revue (voir Annexe, page 150). Ce 

qui pourrait avoir un impact sur leur fonction. Le fait intéressant est que Cubas et al [221] ait 

proposé que des Tfh issues des ganglions périphériques des patients humains infectés par le 

VIH-1, perdent leur capacité à activer les lymphocytes B pour la production d’anticorps. 

L’auteur a montré ensuite que l’ajout de la cytokine IL-21 est capable d’inverser ce 

dysfonctionnement des Tfh. Par conséquent, améliorer la réponse humorale contre le VIH-1, 

nécessiterait d’intervenir très tôt et de manière spécifique sur les Tfh, afin de non seulement 

empêcher leur déplétion, mais aussi de maintenir leur fonction pour une réponse humorale 

optimale. 

La muqueuse intestinale est un compartiment critique qui nécessite en permanence un 

système immunitaire efficace. Ainsi, une immunodéficience dans ce compartiment 

engendrerait une translocation bactérienne [242-247]. J’ai étudié les Gmes, les sites 

inducteurs de la réponse immune de l’intestin. Nous observons comme pour la rate une perte 

précoce des cellules Tfh et une déplétion associée à la progression rapide vers le SIDA. Or 

le rôle important des Tfh dans l’équilibre de la flore intestinale a été récemment montré dans 

le modèle du murin. En effet, cette étude indique que la déficience en enzyme AID qui est 

induite par les Tfh, conduirait à une expansion des bactéries anaérobies de l’intestin [248]. 

Ce qui favoriserait aussi une translocation bactérienne. En plus, par leur implication dans la 
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sécrétion des IgA, les Tfh participent à maintenir l’homéostasie et la diversification de la 

flore intestinale [249,250]. Avec la perte des Tfh chez les PR, cela pourrait être un facteur 

crucial dans le déséquilibre de la flore intestinale de ces singes pouvant conduire à une 

exacerbation de la pathogenèse. Cela irait dans le même sens que les études montrant un lien 

entre la progression vers le SIDA et des modifications dans l’homéostasie de la flore 

intestinale [251,252]. De plus, comme les cellules Tfh sont spécialisées dans la production 

d’IL-21 [253,254], cette cytokine pourrait avoir un impact sur l’homéostasie des autres 

cellules immunitaires telles que les Th17 [255]. 

En dehors de leur déplétion, mes travaux montrent que les Tfh présentent une expression 

accrue des facteurs de transcription inhibiteurs comme Foxo1, KLF2 et T-bet. Ce profil 

s’apparente à celui des lymphocytes Th1. Velu et al [256] ont également observé une 

expansion de Tfh ressemblant aux Th1 en phase chronique de l’infection des macaques par 

le VIS [256]. Or, nos résultats ont montré que les cytokines IL-7 et IL-27 inhibent les Tfh 

(CXCR5+PD1++) en réduisant leur expression du marqueur CXCR5, tout en augmentant leur 

capacité à exprimer des facteurs de transcription inhibiteurs. Le fait qu’il y ait accumulation 

de la population non-Tfh (CXCR5-PD1++) qui n’exprime pas de CXCR5 sous l’influence de 

l’IL-7 et l’IL-27, porte à croire que ces deux cytokines causent la réorientation des Tfh vers 

un autre phénotype et probablement une autre fonction. Cela pourrait participer à la déplétion 

des Tfh observée in vivo au cours du VIS/VIH-1. Vu qu’il a été proposé une déplétion 

préférentielle des cellules T CD4 mémoires par apoptose dans le sang, les tissus 

[131,152,156,157,257-266], et dans la lamina propria de la muqueuse intestinale en phase 

aiguë de l’infection par le VIS et le VIH-1 [110,267-269], notre étude apporte de nouvelles 

précisions puisque je propose que cette perte des cellules TCD4 mémoires se situerait en 

amont, à savoir les sites inducteurs, dont les Gmes et contribuerait à l’immunodéficience dans 

les sites effecteurs de la muqueuse intestinale.  

Hormis le dysfonctionnement du système immunitaire, nos études montrent aussi que la 

progression vers le SIDA est associée à une déstructuration des organes lymphoïdes 

secondaires. En accord avec la déplétion des cellules Tfh, cette destruction de l’architecture 

de la rate et des ganglions a été observée chez les PR. Ce résultat suggèrerait des 

modifications au niveau de la matrice extracellulaire, qui est indispensable au déplacement 
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des cellules immunitaires [102]. Ce déficit environnemental pourrait aussi jouer un rôle 

néfaste dans les interactions cellule-cellule du système immunitaire et ainsi contribuer à la 

gravité de la pathogenèse de ces macaques PR. Ceci nous permet de mieux comprendre 

l’impact du VIH-1 sur l’organisme en particulier sur l’environnement des cellules 

immunitaires nécessaire à leur interaction et à leur déplacement. À cet effet, les stratégies 

d’élaboration de nouvelles thérapies contre le VIH-1 devraient prendre en compte tous ces 

facteurs pour une meilleure efficacité.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

126 

 

5.2. Conclusion générale 

Au cours de mon doctorat, j’ai montré que la progression vers le SIDA est associée à une 

déplétion des lymphocytes Tfh et TCD4 mémoires dans la rate et les Gmes de l’intestin. Je 

montre également une destruction de l’architecture des organes lymphoïdes secondaires. Par 

conséquent, je propose que l’immunodéficience dans les sites effecteurs tels que la muqueuse 

intestinale puisse être la résultante de la perte des cellules dans les sites inducteurs de la 

réponse immune, comme les Gmes et la rate. À cet effet, l’amélioration de la réponse immune 

au cours de l’infection par le VIH-1 serait plus efficace par le développement de stratégies 

pouvant empêcher la déplétion précoce des Tfh et mémoires TCD4. Aussi, le maintien de 

l’intégrité de l’architecture des organes lymphoïdes serait une composante bénéfique, qui 

pourrait aider à maintenir une réponse immunitaire contre le VIH-1. Enfin, la rate est l’organe 

lymphoïde secondaire qui contient le plus de cellules Tfh (Figure 18) ce qui confirme son 

rôle principal dans la réponse humorale.  

Cependant, les limites de mon modèle d’étude sont d’une part que j’ai utilisé le macaque 

rhésus originaire d’Inde et d’autre part que j’ai réalisé cette étude comparative des différents 

organes chez des macaques sacrifiés à différents jours post-infection. Ainsi, le macaque 

d’origine indienne est plus sensible à la pathogenèse du VIS comparé au modèle du macaque 

rhésus d’origine chinoise (figure 8, page 20). La pathogenèse du macaque chinois se 

rapproche à celle de patients infectés par le VIH. Ainsi, pour des études vaccinales, il serait 

avantageux d’utiliser le macaque chinois, afin d’avoir des conclusions plus proches de 

l’humain. De plus, cette analyse n’a pas permis une étude longitudinale des paramètres chez 

un même individu au niveau des organes. Ceci est assez logique dans la mesure où, il est 

nécessaire d’analyser des organes comme la rate ou les ganglions mésentériques, qui sont 

impossibles d’accès sans sacrifier les individus. Ainsi, il n’existe pas d’autre choix que de 

prélever ces organes après sacrifice de chaque animal et de les comparer à ceux des autres 

animaux sacrifiés à d’autres temps post-infection. 

.   
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5.3. Perspectives 

Études avec le modèle à VIS non pathogène : 

Afin d’approfondir la compréhension et l’implication des cellules Tfh dans la réponse anti-

VIH-1, il est nécessaire d’étudier ces questions abordées au cours de mon doctorat à travers 

l’analyse du modèle du singe à VIS non pathogène, à savoir le singe vert d’Afrique (AGM), 

dans la mesure où celui-ci ne présente pas de déplétion des cellules mémoires et ne développe 

pas le SIDA [235]. Ainsi, il serait intéressant de répondre aux questions suivantes : 

-  Y a-t-il déplétion, maintien, ou augmentation du pourcentage et du nombre des cellules Tfh 

en phase aiguë dans la rate et les ganglions mésentériques de l’intestin ? 

-  Qu’en est-il de la dynamique des lymphocytes B mémoires ? 

-  Le profil d’expression des facteurs de transcription des cellules Tfh demeure-t-il intact ? 

Les réponses à ces questions nous fourniraient de précieux indices sur les stratégies 

thérapeutiques et vaccinales contre le VIH-1 basées sur l’imitation des mécanismes de 

résistance au VIS. Ceci est d’autant plus important qu’il a été observé qu’en dépit d’une 

réplication virale soutenue, les AGMs ne présentent ni déplétion significative des 

lymphocytes T CD4, ni d’activation du système immunitaire [131], probablement due à une 

réponse précoce anti-inflammatoire [270], comparés aux macaques indiens et chinois. En 

plus, les AGMs infectés par le VIS présentent une meilleure activation des GCs au niveau 

des ganglions périphériques comparés aux macaques indiens et chinois [131] (Figure 19). 

Une bonne activation des GC suggère une meilleure réponse des lymphocytes B et donc des 

cellules Tfh, ce qui pourrait contribuer à une meilleure immunité. D’autres données ont 

suggéré chez les AGMs l’absence de la transmission postnatale du virus de la mère à l’enfant 

via le lait maternel, ainsi que l’absence du dysfonctionnement des lymphocytes B, comme 

cela est le cas chez l’homme ou chez le macaque rhésus. Ce maintien de la fonction des 

lymphocytes B se traduit par une grande quantité d’anticorps neutralisants anti-gp120 contre 

VIS dans le lait maternel et le plasma des AGMs femelles [271]. 
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Figure 19: Activation des centres germinatifs (GC) dans les ganglions des macaques indien, 

chinois et singe vert d’Afrique (AGM) infectés par le VIS 

Adapté de  [131] 

En plus, celles-ci produisent des anticorps neutralisants de type IgA dans les muqueuses et 

de type IgG anti-gp120, comparés aux macaques rhésus qui sécrètent plutôt des anticorps 

IgG anti-gp140 [272]. Ceci pourrait aussi suggérer une meilleure capacité de neutralisation 

via les régions V1, V2 et V3 de la gp120 chez les AGM. Ainsi, mon hypothèse est qu’il existe 

une stabilité du pourcentage et du nombre de cellules Tfh chez les AGMs. 

Tfh sous ART 

Afin de comprendre les effets de la tri-thérapie anti-rétrovirale sur les Tfh, il serait intéressant 

d’étudier leur dynamique durant le traitement initié précocement après l’infection. Cette 

étude pourrait apporter des réponses à la question de savoir si une thérapie initiée 

précocement peut maintenir l’homéostasie des Tfh comparée à une thérapie tardive. 

Puisque mes résultats montrent une déplétion précoce des lymphocytes GCTfh et mémoires 

T CD4, une thérapie tardive ne saurait restaurer ce déficit. Ceci a d’ailleurs été récemment 

suggéré dans une étude chez des enfants infectés par le VIH-1 sous ART. Ainsi, ces enfants 

présentent une diminution de la fréquence des pTfh dans le sang, ainsi que des anomalies 

dans la sécrétion d’IL-4, et de la molécule costimulatrice ICOS [273]. Par conséquent, une 

thérapie précoce devrait maintenir les cellules GCTfh dans les organes lymphoïdes 

secondaires et des pTfh dans le sang. Ceci pourrait induire une réponse efficace des 

lymphocytes B dans la production d’anticorps anti-VIS. 

Une autre alternative serait de combiner cette thérapie antirétrovirale précoce à 

l’administration de la cytokine IL-21, puisque celle-ci est impliquée dans la différenciation 

Jours 

Indien Chinois AGM 
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des Tfh. En effet, une étude récente a montré que l’administration de l’IL-21 exogène 

combinée à la thérapie antirétrovirale initiée 60 jours post-infection chez des macaques 

rhésus indiens, permettait de réduire davantage l’inflammation et l’activation immunitaire 

résiduelle, ainsi qu’une meilleure restauration des Th17 et Th22 dans le compartiment 

intestinal [274]. Toutefois, l’administration précoce d’une thérapie précoce devrait accroître 

les bénéfices de la ART combinée à l’IL-21. 

Études de candidats de vaccins pouvant induire une meilleure réponse des Tfh et 

lymphocytes B 

Ainsi, des stratégies vaccinales ciblant une meilleure réponse fonctionnelle des Tfh et 

lymphocytes B dans la rate et les ganglions mésentériques pourraient apporter plus de lumière 

aux stratégies vaccinales actuelles. En effet, une étude a permis d’évaluer cette réponse des 

Tfh et lymphocytes B dans les ganglions périphériques par l’utilisation d’un vecteur à base 

d’adénovirus 5 exprimant Env, Rev, Gag et Nef du VIS. Les résultats de cette étude mettent 

en exergue une augmentation des Tfh et lymphocytes B spécifiques anti-VIS chez les 

macaques immunisés [213]. Une autre étude, dans laquelle les macaques avaient été 

immunisés à l’aide du virus Ankara modifié exprimant les gènes Gag, Pol, Env, Tat et Rev 

du VIS, suivit d’un rappel constitué des protéines gp140, a montré une accumulation des 

cellules exprimant les molécules CXCR5+CXCR3+ dans les ganglions périphériques ; ceci 

est associé à une production d’anticorps spécifiques plus soutenue et ayant une bonne avidité 

et un caractère neutralisant [239]. Cependant, cette étude montre que cette population 

cellulaire exprime également CCR5, le corécepteur du VIH et VIS, et donc pourrait 

prédisposer les individus immunisés à une virémie plus forte. 

En somme, ces études vaccinales ont analysé majoritairement la réponse des Tfh et 

lymphocytes B dans les ganglions périphériques et le sang. Par conséquent, je propose 

d’étudier ces réponses dans la rate et les ganglions mésentériques, deux sites majeurs de la 

réponse immunologique. Mes travaux montrent qu’il y a une plus forte corrélation entre le 

nombre des Tfh de la rate et la quantité d’anticorps IgG spécifiques anti-VIS 

comparativement à ceux des ganglions périphériques.  
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Comme stratégie vaccinale, je proposerais une immunisation à l’aide de nanoparticules 

lipidiques contenant des antigènes du VIS, accompagné de l’adjuvant MPLA 

(monophosphoryl lipid A), un activateur du TLR4, dans le modèle du macaque rhésus. En 

effet, cette stratégie a déjà été utilisée dans le contexte de la malaria, et il été mis en évidence 

une expansion des Tfh spécifiques aux antigènes de la malaria dans les ganglions 

périphériques, ainsi qu’une production d’anticorps spécifiques sur une longue période 

couvrant plus d’un an [275]. 

L’avantage d’un vaccin à base de nanoparticules est qu’il n’y a pas de risque de développer 

une réponse immunitaire contre le vecteur, comme c’est le cas pour les vecteurs à base 

d’adénovirus ou du virus Ankara. Une réponse aux vecteurs pourrait interférer et perturber 

la réponse spécifique anti-VIS/VIH, et augmenter la susceptibilité à acquérir le VIS/VIH 

[276]. En plus, les nanoparticules sont très stables dans l’environnement extracellulaire et 

retiennent ainsi l’antigène jusqu’à internalisation par les cellules présentatrices d’antigènes. 

Cela permet une meilleure disponibilité de l’antigène dans les organes lymphoïdes 

secondaires. 
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Annexe 

LES CELLULES Tfh ET L’INFECTION PAR À VIH : DES AMIES OU 

DES ENNEMIES ? 

Ce chapitre a fait l’objet d’une publication en 2017 dans la revue Frontiers 

(https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00135) et est constitué du manuscrit tel que publié. 
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Résumé 

Les lymphocytes Tfh, une sous-population de lymphocytes T CD4, sont essentiels pour 

l'activation, la survie et la différenciation des lymphocytes B en cellules mémoires et 

plasmocytes productrices d’anticorps spécifiques aux antigènes. Les travaux effectués ces 

dernières années ont pu mettre en évidence l'importance des cellules Tfh dans le contexte des 

infections par le VIH-1 et le VIS. La distribution tissulaire des Tfh est également un point 

important, puisque leur fréquence diffère entre le sang périphérique, les ganglions 

lymphatiques, et la rate qui est l'organe principal pour l'activation des lymphocytes B, et leur 

différenciation. Nos observations récentes indiquent une perte précoce et profonde des 

cellules Tfh dans la rate. Le rôle des facteurs de transcriptions activateurs et répresseurs qui 

contrôlent la différenciation des Tfh est également discutée dans le contexte de l'infection par 

le VIH-1/VIS. Puisque les cellules Tfh sont importantes pour la différenciation des 

lymphocytes B et la production d'anticorps, l’induction des réponses Tfh au début de 

l'infection par le VIH-1/VIS pourrait être prometteuse en tant que nouvelle approche 

immunothérapeutique ou stratégie alternative de vaccination. Cependant, parce que les 

cellules Tfh sont infectées pendant l'infection par le VIH-1/VIS et représentent ainsi un 

réservoir, cela peut interférer avec la stratégie du vaccin contre le VIH-1. Ainsi, les Tfh 

représentent les bons et les méchants lors de l'infection par le VIH-1. 
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ABSTRACT 

Follicular T helper (Tfh) cells, a subset of CD4 T lymphocytes, are essential for memory B 

cell activation, survival, and differentiation and assist B cells in the production of antigen-

specific antibodies. Work performed in recent years pointed out the importance of Tfh cells 

in the context of HIV and SIV infections. The importance of tissue distribution of Tfh is also 

an important point since their frequency differs between peripheral blood and lymph nodes 

compared to the spleen, the primary organ for B cell activation, and differentiation. Our 

recent observations indicated an early and profound loss of splenic Tfh cells. The role of 

transcriptional activator and repressor factors that control Tfh differentiation is also discussed 

in the context of HIV/SIV infection. Because Tfh cells are important for B cell differentiation 

and antibody production, accelerating the Tfh responses early during HIV/SIV infection 

could be promising as novel immunotherapeutic approach or alternative vaccine strategies. 

However, because Tfh cells are infected during the HIV/SIV infection and represent a 

reservoir, this may interfere with HIV vaccine strategy. Thus, Tfh represent the good and bad 

guys during HIV infection. 

Keywords: AIDS, Tfh, CD4, B cell, vaccine, pathogen, SIV, reservoir 

 

Adaptive immunity against pathogens originates with the expansion of antigen-specific T 

lymphocytes in secondary lymphoid organs. T cells are a heterogeneous population (1). 

Based on an array of cell surface markers, distinct subsets have been discriminated including 

naive, central memory (TCM), effector memory (TEM), and terminally differentiated (TDT) 

T cells (2). The function of TEM T cells is dependent not only on the production of cytokines, 

but also on the expression of a particular set of chemokine receptors that determine in a 

combinatorial fashion, the steps of extravasation and positioning in different tissue 

microenvironments (3–5). The discovery of follicular T helper (Tfh) cells dates back to the 

early 1990s, during a key period coincident with the acknowledgment of the crucial 

importance of chemokines in immunology. CXCL13 or B cell-attracting chemokine 1 (BCA-

1) (6, 7) is the selective chemokine ligand for CXC chemokine receptor 5 (CXCR5, originally 

named MDR15/BLR1); the phenotypic marker used to characterize Tfh cells in early studies 

(8, 9). Circulating memory CD4 T cells bearing the phenotype of Tfh cells have been termed 
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“circulating Tfh” or “peripheral Tfh.” While some assume that peripheral Tfh cells are the 

bona fide circulating counterparts of lymphoid tissue Tfh cells (10, 11), such notion remains 

controversial (12) as revealed by RNA sequencing (13) and levels of programmed death 

molecule-1 (PD-1) (14, 15) in circulating Tfh cells compared to those in lymphoid tissues 

(16). Tfh cells are relatively scarce in peripheral blood. 

DYNAMICS OF Tfh CELLS DURING AIDS 

Lymphopenia is a hallmark of the progression to AIDS. As infection progresses, CD4 T cell 

count progressively declines. The excessive induction of apoptosis and immune activation 

has been proposed as major mechanisms responsible for the CD4T cell depletion (17, 18). 

Studies performed in pathogenic and non-pathogenic lentiviral infections in non-human 

primate models have further suggested a correlation between the pathology and the levels of 

CD4 T cells apoptosis and immune activation (19–21). The extent of T cells apoptosis in 

lymph nodes (LNs) during primary infection predicts disease progression (22, 23) and 

increased apoptosis is also observed in the gut lamina propria (24, 25). In particular, memory 

CD4+ T cells are rapidly depleted in lymphoid tissues (26, 27) and are more prone to undergo 

apoptosis (23, 28). As a subset of memory CD4 T cells, Tfh cells were expected to undergo 

progressive depletion during AIDS. However, Tfh frequencies are increased in the blood 

(29), and LNs of chronically infected individuals (30). This frequency increases among the 

pool of memory CD4 T cells in SIV-infected monkeys (31–33). On the contrary, Boswell et 

al. (13) showed a loss of Tfh cells during HIV infection. Petrovas et al. (34) have initially 

reported that half of the chronically SIV-infected rhesus macaques (RM) had increased 

numbers of LN Tfh cells, which are associated with preserved lymphoid architecture and 

lower accumulation of naive CD4 T cells, a hallmark of non-progression to AIDS. Two recent 

reports also indicated that the numbers of Tfh are higher in LNs of non-progressor compared 

to progressor SIV-infected RMs (35, 36). While the spleen contains the majority of Tfh cells, 

their dynamics in this compartment was still missing. We recently demonstrated an early 

depletion of splenic Tfh cells after SIV infection of RMs (16). This depletion persists in 

monkeys progressing faster to AIDS. These results underline the critical impact of tissue 

compartmentalization on Tfh cell dynamics during AIDS. Therefore, assuming that the 
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dynamics of circulating Tfh reflects the dynamics of their lymphoid tissue counterparts 

should be taken with caution and merits to be reevaluated. 

TRANSCRIPTIONAL FACTORS AND ABNORMAL DIFFERENTIATION OF Tfh 

CELLS DURING AIDS 

Bcl-6 promotes the Tfh transcriptional program, at least in part by suppressing the expression 

of the transcriptional regulators such as T-bet (Th1) (37), RORγt (Th17) (38), GATA3 (Th2) 

(39), and Blimp-1 (40–42). Bcl-6 and Blimp-1 are mutually antagonistic, and the balance 

between the expression of these two factors is a critical element in determining the fate of 

Tfh cells. Nevertheless, others have proposed an alternative, STAT3-independent pathway, 

for Tfh cell development (43). In addition to Bcl-6, it has been shown that c-MAF plays an 

important role in the differentiation and/or function of Tfh cells (44, 45). Among the 

transcriptional repressors, Krüppel-like factor 2 (KLF2) restrains Tfh cell differentiation by 

inhibiting CXCR5 and Bcl-6 expression (46, 47) (Figure 1A). KLF2 is one of the genes 

targeted by Foxo1, which has been also shown to negatively regulate the differentiation of 

Tfh cells through at least the involvement of the E3 ubiquitin ligase Itch (48, 49). KLF2 as 

well as Foxo1 regulate the expression of CD62L (50, 51), which may have an impact on T 

cell redistribution. Whereas in uninfected mice, most of Tfh cells are TEM cells 

(CD45RA−CD62L−), they exhibit a central TEM phenotype (CD45RA−CD62L+) after 

lymphocytic choriomeningitis virus infection (12). Our results demonstrated similar 

commutation of Tfh splenocytes during SIV infection (16). Because TCM cells are less prone 

to die than TEM CD4 T cells of HIV- and SIV-infected individuals (23, 28, 52–54), the 

observation that splenic Tfh cells of SIV-infected RMs present a switch toward TCM 

phenotype may reconcile the apparently contradictory observations that the frequency of Tfh 

cells increases among the pool of memory CD4 T cells, whereas total Tfh cell numbers 

decreased. Our results have also indicated that Tfh transiently expressed higher levels of Bcl-

6 and c-MAF, whereas Foxo1 and KLF2 are increased in Tfh cells of SIV-infected RMs 

concomitantly with higher levels of CD62L (16) (Figures 1B and 2). However, the list of 

transcriptional factors regulating Tfh cell differentiation is growing, which includes the basic 

leucine zipper transcriptional ATF-like (BATF), interferon regulatory factor 4, achaete–scute 

complex homolog 2 (55), NFATC1 (56), STAT1 (57), TCF1 (58–61), and Bob1 (62), and 
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merit to be further analyzed in the context of AIDS. Our analyses have also indicated higher 

T-bet expression in splenic Tfh cells at the chronic phase indicating the accumulation of Th1-

like Tfh cells (16) (Figures 1B and 2). Interestingly, from these initial observations the list 

of pathogens impacting on Tfh function and differentiation leading to abortive differentiation 

is growing (63–66). Although T-bet has been reported to antagonize the expression of IL-21 

(67, 68), IL-21 mRNA expression in sorted splenic Tfh cells of chronically SIV infected RMs 

is not lower as compared to splenic Tfh cells isolated from healthy monkeys. The depletion 

Tfh cells may participate in the decrease of IL-21 that has been reported in HIV-infected 

individuals (69, 70). Such observation is of crucial importance, given the known role of IL-

21 in controlling chronic viral infections by supporting CD8 T cell function (71–73). Schultz 

et al. (74) proposed that expression of IL-21 can be a surrogate marker for Tfh cells that can 

be used in various clinical settings as a useful monitoring tool for immune-based 

interventions aimed at selectively boosting Tfh cell function in humans (74). However, this 

should be extremely limitative in the sense that IL-21 would be therefore enough to mimic 

Tfh cell function, not integrating the role of cell–cell contact interaction and the architecture 

of lymphoid organs. 

Tfh CELLS AND B CELL IMMUNITY DURING AIDS 

Besides CXCR5 and high levels of PD-1, Tfh cells express the inducible T-cell costimulator 

(ICOS) and CD40L (57, 75). Thus, Tfh cells provide survival and proliferation signals to B 

cells via CD40L, ICOS, IL-21, and BATF, which compete with death inducing Fas–FasL 

interactions (76–78). IL-21 production by Tfh cells is an important mediator in most 

processes occurring inside germinal centers (GCs), namely, affinity maturation, class 

switching, and differentiation of long-lived plasmacytoid cells. The depletion of Tfh cells in 

the spleen very early after infection may participate in the absence of maturation and loss of 

memory B cells (79–81). We found a positive correlation between B cell differentiation and 

Tfh cell number in the spleen of SIV-infected RMs (16), but no correlation between the extent 

of infection of Tfh cells and the percentages of memory B cell subsets, suggesting that 

infection of Tfh cells is not directly associated with abnormal B cell differentiation (16). 

Cubas and colleagues have proposed that excessive and persistent triggering of PD-1 on LN 

Tfh cells may affect their ability to provide adequate B cell help (31). It is noteworthy that 
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patients who are responders to a Flu vaccine display an expansion of circulating Tfh-like 

cells compared to non-responders (82), supporting a role of Tfh cells in maintaining the pool 

of long live memory B cells (36). It has been proposed in HIV-infected individuals that a 

subpopulation of peripheral blood memory PD-1+CXCR5+CD4+ T cells is associated with 

the development of broadly neutralizing antibodies (bnAbs) (83). In the sera, higher level of 

CXCL13, the CXCR5 ligand, is associated with the detection of bnAbspositive in HIV-

infected individuals (84). They propose that individuals able to generate HIV bnAbs may 

have superior GC responses (84). On the contrary, defect in Tfh cells can be associated with 

hypergammaglobulinemia and the absence of bnAbs. Therefore, the early depletion of Tfh 

cells in the spleen of SIV-infected monkeys may contribute to the absence of efficient B cell 

immune response in controlling HIV and SIV infections. The significant association between 

frequency and quality (IFN-γlowIL-21high) of Env-specific Tfh cells and development of 

broad neutrali-zation activity was recently described in NHP infected with SHIV virus (36). 

The co-evolution of virus (a process likely affected by the immunological pressure of the 

humoral responses too) and Tfh responses could represent major biological factors 

underlying the development of bnAbs. Investigation of the follicular immune reactions in 

lymph nodes from patients mounting bnAbs combined with studies utilizing the NHP model 

could provide critical information regarding the relative impact of these factors on this 

process. Furthermore, several studies indicate that full expression of the Tfh differentiation 

program depends on cognate interactions between primed CD4 T cells and antigen-activated 

B cells (40, 85). Thus, a reciprocal regulation exists between Tfh and GC B cells, mediated 

by ICOS–ICOSL and CD40–CD40L interactions (86). In mice, the absence of PD-1 impairs 

Tfh function, resulting in suboptimal synthesis of important cytokines for the differentiation 

of long-lived plasma B cells (87). In SIV-infected RMs, B cell follicles and GCs become 

barely distinguishable in progressor animals, but are preserved in non-progressors, 

highlighting the profound remodeling of the normal splenic architecture that occurs during 

progression to AIDS (16). Tfh cells are hardly detectable on the B cell follicles of the spleen 

and LNs (16, 88, 89). Altogether, these observations showing abortive differentiation 

(quality) associated with the loss of Tfh cells (quantity) provides rationale for interventions 

aimed at boosting Tfh cell responses in the setting of HIV prevention or therapy, in particular 

for inducing the generation of more efficient antibodies and bnAbs. 
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INFECTION OF Tfh CELLS 

Virus production in human immunodeficiency virus 1-infected individuals is largely the 

result of a dynamic process involving continuous rounds of de novo infection and replication 

in CD4 T cells with rapid turnover of both free virus and virus-producing cells. Thus, the 

level of viral load in the peripheral blood is a strong predictor of disease progression in 

pathogenic lentivirus infection (90–92). Earlier it has been clearly shown that even during 

clinical latency, HIV infection is never completely silent (93). Productively infected cells are 

detected at a higher frequency, emphasizing the progressive nature of HIV infection in 

lymphoid organs. Peripheral lymphoid tissues such as axillary and inguinal (LNs) and the 

spleen are major sites for HIV/SIV replication. An increasing body of evidence suggests that 

reservoirs, cell types or anatomical sites (“sanctuaries”), represent a major barrier to virus 

eradication (94). This has been recently demonstrated by the observation that despite intense 

ART therapy introduced early after infection, drug regimen has been unable to clear 

reservoirs (95). In this context, intestine tissues and their draining LNs also represent likely 

sanctuaries for persistent viral replication due to the particularity of the immune response in 

these sites, which are exposed to myriad of antigens to surveil the intestinal microbiome (96). 

In the context of natural infection, it was clearly established that productively infected cells 

and virus trapped at the follicular dendritic cell (FDC) surface, showing a diffuse labeling 

over the FDC network in GC, are detectable in lymphoid tissues. The amount of viral 

particles trapped in the region of GCs increases with the pathogenicity (97, 98). Trapping of 

SIV in GCs is also observed in non-pathogenic SIV-infected African green monkeys (AGMs) 

(21) or in sooty mangabeys at the border of the GCs where Tfh cells are localized (99). During 

the early acute phase of infection, the viral dynamics in peripheral blood is quite similar 

between pathogenic and non-pathogenic lentiviral infections. However, a major distinction 

is evident by the end of the acute phase with higher numbers of SIV RNA+ cells in RMs 

compared to AGMs, in which productively infected cells are barely detectable (21, 100). In 

HIV long-term non-progressors, it has been recently reported that B cell follicles represent 

an active site for viral replication (33), suggesting distinct viral dynamics. Furthermore, a 

clear difference in the dynamics of GC and B cells is observed between non-pathogenic 

(AGM) and pathogenic (RM) lentiviral infections. SIV-infected AGMs showed a more 

prominent B-cell activation than SIV-infected RMs, as manifested by the level of Ki67+ cells 
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in the LN GCs at the set point compared to that in RMs (21, 101, 102). Altogether these 

observations indicated that the dynamic of GC and innate immunity is inversely correlated 

with viral replication and pathogenicity in peripheral LNs (100). Growing evidences suggest 

that Tfh cells are infected by HIV/SIV early after infection (33, 89, 103–105). Splenic Tfh 

cells are infected early after SIV inoculation in RMs. Importantly, the frequencies and total 

numbers of SIV DNA+ Tfh cells were higher at the chronic phase in non-progressor than in 

progressor RMs (16) suggesting that this population may be a latent pool associated with a 

“silent” Tfh phenotype in non-progressors. Consistent with in situ hybridization, few SIV 

p28 positive cells are observed in follicles of LN GCs of non-progressors (106). Because Tfh 

cells do not express CCR5, the main co-receptor for HIV and SIV, how to explain that this 

memory subset is infected? Circulating Tfh cells are more permissive in vitro to HIV 

infection than non-Tfh cells (107). It has been reported that Tfh precursor cells (LN 

CXCR5+PD-1intCD4+) express CCR5 (106). This observation suggests that this subset (PD-

1intCD4+) can be the target of infection and not Tfh themselves (Figure 2). Furthermore, 

the observation that Tfh cells display a TCM phenotype (16) may favor viral persistence 

because this CD4 T cell subset is less potent to die than TEM CD4 T cell subset. Our results 

have also demonstrated that despite their high frequency in SIV DNA, Tfh cells of non-

progressors showed a similar or lower level of cellular SIV RNA compared to progressors 

(16), pointing to the fact that non-progressor Tfh cells might be less active to replicate SIV 

than Tfh cells of progressors, which might be related to the differentiation stage of Tfh cells 

(central versus TEM subset). Interestingly, HIV long terminal repeat contains binding sites 

for Bcl-6 that has previously been reported to repress HIV transcription (108), which may 

control HIV replication in Tfh cells. Altogether these results indicate that Tfh cells may 

represent a potent viral reservoir in lymphoid tissues, in particular in non-progressors. 

 

CONCLUSION 

Although this review synthesizes recent advances on the role of Tfh cells in the context of 

HIV/SIV infections, several key questions remain to be addressed. By which mechanisms 

Tfh are early lost? Which are the processes leading to abortive Tfh cell differentiation by 

inducing a Th1-like profile? Does preventing CD4 T cell depletion boost the generation of 



 

159 

 

high affinity and HIV-neutralizing Abs? Does ART therapy improve the quality and the 

quantity of splenic Tfh cells? Therefore, understanding the biology and dynamics of Tfh cells 

in deep tissues is of crucial interest for the development of novel vaccine strategies and the 

delineation of the cellular and molecular mechanisms leading to the formation of persistent 

reservoirs for HIV. 
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Figure Legends 

FIGURE 1: Reciprocal expression of transcriptional factors in Th1 and follicular T 

helper (Tfh) cells. (A) T-bet is the principal transcription factor for the differentiation and 

function of Th1 CD4 T cell. T-bet inhibits the expression of programmed death molecule-1 

(PD-1) but induces IL-2 and IFN-γ, which in turn leads to the expression of Foxo1 and 

Krüppel-like factor 2 (KLF2). These factors including Blimp-1 inhibit Bcl-6, c-MAF, TCF1, 

and LEF1 necessary for the differentiation and function of Tfh cells. (B) In the context of 

HIV/SIV infection, a Th1-like Tfh profile is associated with the expression of T-bet. 

FIGURE 2: Follicular T helper (Tfh) cell, a reservoir for HIV. Tfh precursor cells that 

expressCCR5, the main co-receptor for HIV/SIV entry, are early infected. Because Foxo1 

and Krüppel-like factor 2 (KLF2) are upregulated in Tfh cells during HIV/SIV infection, 

these transcriptional factors control the full maturation of Tfh leading to central memory cells 

associated with the expression of CD62L. Because these cells are less sensitive to undergo 

death than effector memory T cells, infected Tfh cells represent potent reservoirs for viral 

replication. 
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