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Infection par le Cytomégalovirus murin : réponse des lymphocytes T gamma delta et impact sur le
développement tumoral

L'infection a cytomégalovirus (CMV) cause des pathologies graves en absence d’immunité. Les
lymphocytes T (LT) y6 participent a la réponse anti-CMV puisqu’ils s’amplifient dans le sang de
patients transplantés rénaux concomitamment a une diminution de la charge virale. D’autre part,
I’'amplification T y& est associée a un risque moindre de cancers cutanés chez ces patients. Nous
avons choisi d’utiliser le modele murin de l'infection a CMV afin d’étudier la capacité des LTyd a
protéger les souris contre I'infection et le cancer.

Nous avons montré qu’en absence de LTaB dans des souris TCRa” (aBys), différentes sous-
populations de LTyS s’amplifient dans les organes cibles du CMV. Le contrdle de la charge virale
observé in situ suite a leur amplification protége les souris TCRa’ des dommages
hépatiques/pulmonaires et de la mort, alors que les souris CD3e” (afy8’) succombent a Iinfection.
Enfin, I'effet protecteur des LTyS est également observé en absence de NK, de LTap et de LB,
montrant l'importance que peuvent avoir ces cellules dans un contexte d’immunodéficience
touchant les autres acteurs immunitaires.

Nous avons montré la capacité du CMV a inhiber la croissance de tumeurs coliques (MC38) et de
mélanomes (B16F10) implantés en sous-cutané dans des souris immunodéficientes, révélant un réle
anti-tumoral du CMV indépendant de I'immunité et des LTy8. La permissivité au CMV de ces lignées
tumorales suggere un effet direct du virus, par apoptose (B16F10) ou par un mécanisme encore
indéterminé (MC38). Enfin, une inhibition comparable est observée pour une lignée carcinomateuse
humaine, présupposant un effet indirect du virus sur le microenvironnement tumoral.

Mots clés : cytomégalovirus, lymphocytes T y6, immunodéficience, croissance tumorale

Murine cytomegalovirus infection : gamma delta T cell response and impact on tumor growth
Cytomegalovirus causes serious pathologies in immune-compromised hosts. y& T cells increase in the
peripheral blood of renal transplant recipients concomitantly to a decrease of CMV viral antigenemia,
indicating that they participate to the immune response against CMV. Moreover, y6 T cell
amplification is associated with a reduced risk of skin cancer in these patients. We chose to use the
mouse model of CMV infection to study the capacity of y6 T cells to protect mice against CMV-
infection and cancer.

We showed that in the absence of af T cells in TCRa”” mice (aBy8*), different y& T cell subsets are
increased in CMV target organs. A concomitant decrease of viral load was observed in TCRa” mice
which survived CMV infection, in contrast to CD3e” mice which died and displayed damage to the
lungs and liver. y& T cell antiviral protective effect was also observed in the absence of NK, aff Tand B
cells, showing the crucial role that these cells could play in immunodeficient contexts where other
immune players are compromised.

We showed the ability of CMV to inhibit the growth of subcutaneous colonic tumors (MC38) and
melanomas (B16F10) in immunodeficient mice, thus revealing an anti-tumor role of CMV
independently of immunity and y& T cells. CMV was able to infect these tumor cell lines in
accordance with a direct anti-tumor effect of the virus, through apoptosis (B16F10) or by means of a
still unresolved mechanism. Finally, CMV also inhibits the growth of human colonic tumors, leading
to the hypothesis that a viral-mediated indirect anti-tumor effect could also operate.

Keywords : cytomegalovirus, y6 T cells, immunodeficiency, tumor growth
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« Tout obstacle renforce la détermination.
Celui qui s’est fixé un but n’en change pas. »

Léonard De Vinci
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ABREVIATIONS

A

Ac : Anticorps

Ag : Antigene

B

BTN3-Al : Isoforme Al de la butyrophiline 3
C

CDR : Complementary-Determining Region

CEACAM1 : Carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 1

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
CMV : Cytomégalovirus

COX2 : Cyclooxygénase 2

CPA : Cellule présentatrice d’antigene

CVB3 : Coxsackievirus B3

D

DC : Cellule dendritique

DC-SIGN : DC-specific ICAM-grabbing
nonintegrin

DDR : DNA damage repair

DETC : Dendritic Epidermal yo T Cell

E

EBNA3C : Epstein-Barr nuclear antigen 3C
EBV : Epstein-Barr virus

EGFR : Epidermal growth factor receptor
Eomes : Eomésodermine

EPCR : Endothelial protein C receptor

F
FasL : Fas ligand

FcyR : Récepteur au fragment constant des
IgG

FceR : Récepteur au fragment constant des
IgkE

FGF : Fibroblast growth factor
G

gB : Glycoprotéine B du CMV
gl : glycoprotéine | du HSV-1

GM-CSF : Granulocyte macrophage-colony
stimulating factor

GVHD : Graft versus host disease

GVL : réponse du griffon contre la leucémie
H

HBV : Hepaptitis B virus

HCMV : Cytomégalovirus humain

HCV : Hepatitis C virus

HGF : Hepatocyte growth factor

HHV-8 : Herpesvirus humain 8

HMGB : High-Mobility Group Box

HPV : Human papillomaviruses

Hsp60 : Heat shock protein 60

HSV-1 et 2 : Herpes simplex virus 1 et 2
HTLV-1 : Human T cell lymphotropic virus-1
|

ICAM-1 : Intercellular adhesion molecule 1
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IE : Immediate early

IFNy : Interférony

Ig : Immunoglobuline

ILC : Cellule lymphoide innée

K

KSHV : Kaposi’s sarcoma herpesvirus

L

LANA : Latency-associated nuclear antigen
LLA : Leucémie lymphoblastique aigué
LLO : Listériolysine O

LMA : Leucémie myéloide aigué

LMC : Leucémie myéloide chronique

M

MAPK : Mitogen-activated protein kinase
MCMYV : Murine Cytomegalovirus

MDSC : cellule myéloide suppressives
MICA/MICB : MHC class I-related chain A/B
MMP : Métalloprotéase matricielle

N

NK : Cellule natural killer

NKT : Cellule T natural killer

NKR : Natural killer receptor

NP : 4-hydrocy-3-nitrophenylacetyl

NSG : NOD-scid gamma

o

ORF : Open Reading Frame

P
pAg : phosphoantigene

pDC : Cellule dendritique plasmacytoide
PDGF-a : Platelet-derived growth factor-a
PE : Phycoérythrine

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase

PLZF : Promyelocytic leukaemia zinc-finger
PRR : Pathogen recognition receptor

R

Rae-1 : Retinoic acid early-1

Rb : Retinoblastoma protein

S

SLAM : Signalling Lymphocytic Activation
Molecule

SAP : SLAM-associated Protein

SCID : Déficits immunitaires combinés
séveres

T
TCR : Récepteur T a I'antigéne

TEMRA : T effecteur mémoire ré-exprimant
le CD45RA

TdT : Terminal deoxynucleotidyl transférase
TFH : Lymphocytes T folliculaire « helper »
TGF-B : Transforming growth factor-

TIL : Lymphocyte infiltrant les tumeurs

TLR : Toll like receptor

TNF-a : Tumor necrosis factor-a
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TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing
factor

U

ULBP : UL-16 binding protein

\'

VEGF : Vascular endothelial growth factor
VSV : Vesicular stomatis virus

w

WNYV : West Nile Virus
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INTRODUCTION




I Les Lymphocytes T y6

L'immunité est classiquement divisée en deux compartiments : 'immunité innée qui
confere une protection immédiate et non spécifique contre les pathogénes puisque non
restreinte a un antigene, et I'immunité adaptative qui est elle plus tardive, spécifique
d’antigéne et acquise a long terme. A l'interface entre ces deux compartiments se trouvent
les lymphocytes T y5, qualifiés également de lymphocytes T non conventionnels. Ces cellules
possedent des caractéristiques appartenant a la fois a I'immunité innée, comme leur
localisation majoritairement épithéliale, et a 'immunité adaptative car elles présentent a
leur surface un récepteur T a I'antigéne (TCR). L'ensemble de ces caractéristiques confére
aux lymphocytes T y6 des fonctions variées leur permettant d’étre impliqués dans de
nombreuses situations physiopathologiques telles que les infections ou le cancer.

A.  Caractéristiques
1. Le récepteur a I'antigéne ou TCR

Dans les années 1980, la recherche des génes codants les chaines a et B du récepteur
a I'antigéne des lymphocytes T aff a permis d’identifier les genes y et & (Saito et al., 1984).
Ces genes codent pour les chaines y et & qui s’associent pour former le TCR y6, récepteur
hétérodimérique caractéristique des lymphocytes T y6.

a) Organisation des loci des génes y et é et phylogénie

Chez la souris, les génes codants pour la chaine y et la chaine & se trouvent
respectivement sur les chromosomes 13 et 14. Le locus de la chaine y contient 7 genes
variables V (V1, V2, V3, V4, V5, V6 et V7) classés en 5 sous-groupes selon leurs similarités de
séquence, 3 éléments jonctionnels J (J1, J2 et J4) ainsi que 3 genes codants pour des régions
constantes C (C1, C2 et C4) (nomenclature de (Heilig and Tonegawa, 1986)) (Figure 1A, panel
supérieur). Seuls ces genes sont fonctionnels, le gene C3 étant un pseudogene. Le locus de la
chaine & est intégré dans le locus codant pour la chaine a du TCR ap. Il est composé de 10
régions variables dont 5 peuvent potentiellement réarranger avec des éléments de la chaine
a, 2 régions de diversité, 2 éléments de jonction et d’une seule région constante (Figure 1B,
panel supérieur).

De maniére intéressante, les loci des génes y et & humains présentent certaines
similarités avec ceux de la souris comme par exemple leur faible nombre de régions
variables comparativement aux genes a et B (7 genes Vy et 8 genes V6 fonctionnels contre
environ 40 génes Va et 40 genes VB fonctionnels). Le locus de la chaine 6 est localisé sur le
chromosome 14 et présente une organisation comparable du fait qu’il soit intégré dans le
locus a et que I'ensemble des génes variables soient localisés en 5’ des éléments de jonction
et régions constantes, a I'exception du géne V63 qui se situe en 3’ comme le géne murin V85
(nomenclature de (Lefranc and Rabbitts, 1990)(figure 1B). La comparaison des séquences
des loci 6 murins et humains a montré qu’ils sont fortement similaires (plus de 70% de
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Figure 1- Organisation des loci des génes y et § murins et humains.

A/ Loci des génes y murins (mTCRy) et humains (hTCRy). B/ Loci des génes 6 murins (mTCRS) et humains
(hTCRS).Les nomemclatures utilisées sont celles de Heilig et Tonegawa pour les génes murins, et Lefranc et
Rabbitts pour les génes humains. V, région variable ; D, région de diversité ; J, élément jonctionnel ; C, région
constante. Les fleches indiquent le sens de transcription des genes. Les pseudogénes sont représentés en gris
et par le symbole .

similarité), tant au niveau de leur séquences nucléotidiques codantes que non codantes et
également au niveau des séquences peptidiques des régions constantes qui partagent plus
de 70% de similarité (Koop et al., 1994)(Koop et al., 1992). Ces similarités sont retrouvées
lors d’une analyse phylogénique ou des genes V6 murins sont clairement montrés comme
homologues a des genes V6 humains et primates, comme par exemple les différents génes
V&6 murins (notés MumuDV6, Figure 2A) et le cluster V&1 humain/primates qui ont 58%
d’identité sur leurs séquences peptidiques ou encore le gene V85 murin (noté MumuDVS5,
Figure 2A) et le cluster V63 dont les séquences sont identiques a 61% (Koop et al.,
1994)(Kazen et al., 2011).

Le locus y est globalement moins conservé et semble avoir évolué de maniére plus
dynamique que le locus 6, suggérant une forte sélection des genes spécifiques a chaque
espece. Chez I’'homme, il est localisé sur le chromosome 7 et contient 12 genes regroupés en
4 sous-groupes notés Vyl a VylV (Figure 1A). La comparaison des régions variables des génes
y de I'homme et de la souris montre que seul le géne VylV humain et le sous-groupe Vyl
(comprenant les genes Vy1, Vy2 et Vy3) murin forment un cluster (Figure 2B)(Huck et al.,
1988)(Kazen et al., 2011). Le géne Vy4 murin est également relativement proche au géne
Vy11 humain avec lequel il partage 52% d’homologie sur la séquence peptidique (Huck et al.,
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1988). Au niveau de |'organisation, les loci y humain et murin sont relativement différents
bien qu’ils soient tous deux caractérisés par |I'absence de région de diversité. Le locus murin
a subi plusieurs duplications du segment V-J-C générant 4 copies completes alors que chez
I'homme, le segment J-C et les génes V ont été dupliqgués de maniére indépendante (Figure
1A). De maniére intéressante, la comparaison des genes y humains et primates montre que
seule une partie des genes Vy, dont le géne Vy11l mentionné plus haut, est bien conservée
entre ces especes pourtant proches (Figure 2B). Les autres genes semblent étre des genes
paralogues dont I’évolution est difficile a déterminer probablement a cause de nombreuses
duplications de ces segments géniques (Figure 2B, agrandissement de la région comprenant
les génes Vy7, Vyl, Vy8 et Vy6). Il semblerait donc que seuls certains genes Vy soient
partagés entre différentes espéces, les autres genes évoluant rapidement par duplication et
générant un répertoire spécifique a chaque espeéce.

Ainsi une dichotomie existe dans I’évolution des genes y et §, avec des génes § dont
la nature est globalement conservée entre différentes especes dont ’lhomme et la souris et
des génes y qui ont subi une diversification importante réduisant a un seul cluster les
homologues humains/murins. Ces éléments suggérent que les lymphocytes T y6 humains et
murins peuvent exprimer des TCRs proches, leur conférant certainement des
caractéristiques communes surtout lorsque la reconnaissance antigénique implique la chaine
6, mais pouvant également générer des populations spécifiques d’espece comme les
lymphocytes T Vy5V61 trouvés uniquement chez la souris au niveau de la peau ou les
lymphocytes T V62Vy9 circulants qui forment une population spécifique aux primates et a
I’'homme qui se sont certainement adaptés pour réagir aux antigénes rencontrés sur ces sites
particuliers.

b) Structure et association au complexe CD3

° Structure générale

Malgré les nombreuses études menées sur les lymphocytes T y& ces derniéres
années, tres peu de ligands ont été caractérisés (détaillés ci-apres) et seules six structures de
TCRs yb ont été cristallisées a I’heure actuelle : le domaine V63 du TCR humain « ES204 »
dont la spécificité n’est pas connue (Li et al., 1998), les domaines extracellulaires des clones
humains « G115 » V62Vy9 (Allison et al., 2001), « 61A/B-3 » Vy1.4V81 reconnaissant MICA
(Xu et al., 2011), « 9C2 » Vy5Vd1 et « DP10.7 » Vy4V81 reconnaissant respectivement le
CD1d-a-GalCer ou le CD1d-sulfatide (Uldrich et al., 2013)(Luoma et al., 2013), et enfin le TCR
murin « G8 » Vy4Vall avec son ligand T22 (Adams et al., 2005).

De maniere comparable aux lymphocytes T o et aux fragments Fab des
immunoglobulines, les TCRs y6 sont formés par deux chaines polypeptidiques comprenant
chacune deux domaines « immunoglobulin-like » (Ig-like) : le domaine amino-terminal V et le
domaine carboxy-terminal C (Figure 3A)(Allison et al., 2001)(Adams et al., 2005). Cependant,
des différences structurelles notables distinguent le récepteur T y6 des deux autres
récepteurs adaptatifs comme par exemple leur conformation particuliére et relativement
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« fermée » en comparaison aux TCRs af} et aux Fab et qui laisse penser que |'orientation des

TCRs y6 et leurs points de contact avec les antigénes sont différents des autres récepteurs
(Figure 3A).

Figure 2- Relations phylogénétiques entre les segments géniques V de 'lhomme, des primates et de la
souris.

Arbres obtenus par la méthode de neighbor joining pour (A) les geénes V& et (B) les genes Vy. L'intervalle de
confiance est mentionné pour la plupart des branches. Les groupes les plus solides entre ’homme et les
primates sont mis en évidence par les plages colorées en bleu (genes &) ou vert clair (genes y). Les génes
murins présentant une homologie avec les genes humains sont mis en évidence par les plages rouges, les
génes les plus éloignés sont entourés par des pointillés noirs. Le nom de chaque groupe correspond aux
génes humains. Une échelle des distances est mise en bas a droite de chaque arbre. Hosa, génes humains ;
Mumu, génes murins ; Caja/Popy/Mamu/Patr, génes primates. Adapté de (Kazen, 2011)
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De plus, la surface du domaine V du TCR y6 est généralement irréguliere et peut
présenter de nombreuses protubérances dont font partie les 3 boucles de reconnaissance
des antigénes appelées completementary-determining region (CDR) nommées CDR1, CDR2
et CDR3 (détaillées dans le paragraphe suivant). La longueur des boucles CDR, et en
particulier celle de la boucle CDR3, influence de maniéere importante la structure du TCR y&
et certainement la reconnaissance antigénique. La comparaison des longueurs des boucles
CDR3 des TCR af, y6 et des immunoglobulines a montré que les chaines a et f ont des CDR3
de longueurs semblables et restreintes, ce qui peut refléter le fait que les deux chaines du
TCR ap doivent se fixer au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) et au peptide pour
que le TCR soit fonctionnel. En revanche, les CDR3 des chaines lourdes des
immunoglobulines et des chaines § sont plus variables et longues que celles des chalnes
légéres et des chaines y, respectivement (Figure 4)(Rock et al., 1994)(Chien and Konigshofer,
2007). De ce fait, au niveau structural, la boucle CDR36 se détache de maniere plus ou moins
prononcée de la surface du TCR générant une protubérance importante pour les clones G8
et G115 alors que les deux autres clones ont une boucle plus petite et une surface plus plane
(Figure 3B)(Li et al., 1998)(Xu et al., 2011). Globalement et malgré cette hétérogénéité, la
topologie des TCRs y6 est moins plane que celle des lymphocytes T aff et se rapproche de
celles des immunoglobulines, suggérant que les lymphocytes T y8 reconnaissent des
antigenes différents des lymphocytes T af.

V domains

C domains

'I'-m
P | _—

hud1A/B-3 huES204 muG8

Figure 3- Structure générale des TCRs y6 et comparaison des boucles CDR38.

(A) Structure du TCR y6 G115 (rouge), d’'un TCR af (vert) et d’'un Fab alignés selon leurs domaines V. Les
pseudos axes de symétrie bilatérale dans les domaines V et C sont représentés par les traits noirs pleins.
L’angle formé entre ces deux axes est noté pour chaque TCR. Les chaines y, B et lourdes sont représentées par
les nuances les plus claires, les chaines 6, a et légere par les nuances foncées. Les boucles CDR3 proéminentes
sont marquées par les fleches. (B) Représentation selon la méme orientation des régions V de quatre structures
de TCR y6 avec les TCRs humains 81A/B-3 (vert), G115 (orange), la chaine 6 du TCR ES204 (marron) et le TCR
murin G8 (rose). Les boucles CDR38sont représentées en noir. Adapté de (Allison, 2001) et d’apres (Xu, 2011).

21



° Association au complexe de signalisation CD3

Pour les TCRs af, le domaine C permet leur ancrage a la membrane et leur
association avec le complexe de signalisation CD3 classiqguement composé des dimeres
CD3dg, CD3ye et CD3T. Les domaines C du TCR yd sont structurellement différents des
domaines C af et ne s’associent pas obligatoirement au méme complexe CD3. En effet, le
complexe exprimé a la surface des lymphocytes T y& humains et murins peut inclure un
autre membre de la famille du CD3Z: la chaine FCRy commune aux récepteurs au fragment
constant des IgG (FcyR | et Ill) et IgE (FceR 1) pouvant former un homodimére ou un
hétérodimére avec la chaine T (Orloff et al., 1990). L’engagement du TCR des lymphocytes T
off induit un changement de conformation du complexe CD3, passant d’'une conformation
fermée a une conformation ouverte permettant la transduction du signal intracellulaire
nécessaire a leur activation (Minguet et al.,, 2007). La liaison du TCR y& avec son ligand
n’induit pas de changement de conformation du complexe CD3 mais malgré cela, suffit a
activer la production de cytokines et la prolifération du lymphocyte T yé chez I'homme et la
souris, comme montré récemment avec le clone murin G8 et un clone humain V62Vy9 apres
reconnaissance de leurs antigenes respectifs la molécule T22 et les phosphoantigénes
(Dopfer et al., 2014). Cette différence entre les lymphocytes T o et y& pourrait venir de
plusieurs éléments : (i) les thymocytes s’orientant vers le lignage y& ont une capacité de
transduction du signal importante, grace a une forte expression de kinases entre autres,
suggérant que ces cellules n’ont pas besoin d’amplifier les signaux qu’elles regoivent pour
s’activer, (ii) les TCRs y& ont une meilleure capacité de « clusterisation » permettant la
transduction du signal (iii) I'activation des lymphocytes T af est dépendante du CD4 ou CD8
qui séquestre la kinase Lck (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) et la libére
uniquement lors de la reconnaissance de molécules du CMH ; les lymphocytes T y&
n’expriment généralement pas le CD4 ou CD8 et pourraient, de ce fait, activer rapidement la
Lck suite a la liaison du TCR par un antigene autre que le CMH (Haks et al., 2005)(Jensen et
al., 2008)(Van Laethem et al., 2007).

Les différences conformationnelles observées entre les domaines V et C des TCRs y&
et TCRs af renforcent I'idée que les lymphocytes T y6 reconnaissent des antigénes différents
des lymphocytes T conventionnels et que leur TCR s’associe a un complexe de signalisation
singulier pouvant leur conférer un seuil d’activation plus bas que celui des lymphocytes T af.
Les lymphocytes T y6 sont donc des acteurs de I'immunité bien distincts des lymphocytes T
conventionnels.
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Figure 4- Distribution des longueurs des CDR3 des chaines des récepteurs immuns spécifiques d’antigéne
chez ’lhomme.

(A) Schéma représentant la maniéere de déterminer la longueur des CDR3 sur la chaine 6 (panel supérieur) et la
chaine y (panel inférieur) avec G, Glycine ; X, acide aminé quelconque et C, Cystéine. (B) Les histogrammes
représentent le pourcentage de séquences CDR3 comprenant de 1 a 25 acides aminés pour les chaines TCR a,
TCR B, IgL, IgH, TCRy et TCR 6. Adapté de (Chien and Bonneville, 2006) et (Chien, 2014).

c) Diversité du TCR yé

Chez 'homme comme chez la souris, les différents récepteurs adaptatifs sont
générés suite aux recombinaisons somatiques des génes V-(D)-J. Les chaines composant le
TCR af ou les immunoglobulines (Ig) possedent une grande diversité combinatoire due aux
nombreux segments géniques V, D et J (Tonegawa et al., 1983). A I'inverse, la diversité
combinatoire du TCR yo est bien plus limitée a cause du faible nombre de segments pouvant
composer les chaines y et d. Cette diversité combinatoire est d’autant plus limitée par le fait
que les chaines y et 4 ne s’apparient pas de maniere aléatoire (Pereira et al., 2004).

Lors des recombinaisons somatiques, les sites de reconnaissance des antigénes sont
formés et portés par les boucles CDR qui sont au nombre de trois : les CDR1 et CDR2, codées
par des régions hypervariables des segments V, et la CDR3, formée suite aux recombinaisons
V-(D)-J (Figure 4A). Pendant ces réarrangements, plusieurs segments D6 peuvent s’associer
et générer trois cadres de lecture alternatifs. A cela s’ajoutent des mécanismes d’excision
et/ou d’addition aléatoire de N-nucléotides par la terminal deoxynucleotidyl transférase
(TdT) au niveau des régions jonctionnelles ce qui permet d’augmenter trés nettement la
diversité des régions CDR3 des chaines y (100 combinaisons possibles) et surtout 8 du fait de
la présence de segments D (10'® combinaisons). Grace a ces mécanismes, les lymphocytes T
y6 ont une diversité jonctionnelle plus importante que les lymphocytes T af ou les
immunoglobulines avec 10*® TCR y6§ potentiels contre 10*> TCR af ou 10 Ig (Davis and

23



Bjorkmann, 1988). Une telle diversité devrait permettre aux lymphocytes T y& de
reconnaitre de nombreux antigenes. Cependant, des études récentes sur I'analyse des
déterminants portant la reconnaissance antigénique des lymphocytes T y6 suggérent que la
diversité des régions CDR3 pourrait, au contraire, leur conférer des affinités de liaison
variées pour un méme antigene et ainsi limiter le nombre d’antigenes reconnus. C’est par
exemple le cas de la molécule T22 qui est reconnue par différents clones T y& murins mais
avec des affinités différentes dépendantes de la composition des boucles CDR3& des TCRs
(Chien and Konigshofer, 2007)(Sandstrom et al., 2012).

2. Ontogénie et localisation physiologique

Le développement des lymphocytes T y6 est, aujourd’hui encore, moins bien
caractérisé que celui des lymphocytes T af. Ce sont les premiers lymphocytes T a étre
détectés au cours du développement embryonnaire chez de nombreux, si ce n’est tous les
vertébrés. Chez la souris, les différentes sous-populations T y6 apparaissent par « vagues »
successives tres régulées pendant I'ontogenese permettant de controler leur répertoire et
de leur conférer des propriétés de homing spécifiques et différentes des lymphocytes T ap. Il
semble en étre de méme chez 'homme. Bien que le thymus soit un organe majeur du
développement des lymphocytes T y§, certaines sous-populations ont un développement
extra-thymique (McVay and Carding, 1996)(Carding et al., 1990)(Pardoll et al., 1988).

a) Développement pré- et extra-thymique

L'ontogenése des lymphocytes T y& murins et humains débute dans le foie foetal et
I'intestin primitif bien avant la formation du thymus. En effet chez la souris, des transcrits
réarrangés du gene Vy7 sont détectés dans le foie foetal et dans l'intestin primitif des le
11°%me jour de gestation. Ces organes vont supporter plus tardivement, a partir du jour 17
dans l'intestin et du jour 19 dans le foie, le développement d’autres sous-populations T yb
(Carding et al., 1990). Les premieres sous-populations produites expriment des TCRs
invariants puis vont permettre la génération de sous-populations bien plus diverses grace
aux réarrangements V-(D)-J-C médiés par les recombinases Ragl et Rag2 (détaillées ci-
apres).

De maniére assez comparable, des lymphocytes T y6 sont retrouvés dans le foie et

eme

I'intestin dés la 5 semaine de gestation chez 'homme. Ces cellules, qui expriment

préférentiellement un TCR V62Vy9 invariant, forment la sous-population des lymphocytes T
V82" spécifique & ’lhomme et aux primates (McVay et al., 1996). Elles ont une diversité du
TCR limitée due au fait que seuls quelques nucléotides sont ajoutés sur la chaine V&2 lors

des réarrangements, la chaine Vy9 ayant une séquence canonique invariante. Dés la 6°me
semaine de gestation, des sous-populations minoritaires de lymphocytes T y§ dites V52",
qui expriment des chaines autre que la V62, sont produites (McVay et al., 1998). Aprées la
8°™¢ semaine, une divergence des répertoires est observée dans le foie et 'intestin générant

neg

des lymphocytes T y6 V62™° spécifiques a chacun d’eux.
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b) Développement thymique et localisation
Avant d’étre un organe majeur du développement des lymphocytes, le thymus feetal
nouvellement formé est colonisé par des cellules souches hématopoiétiques provenant du
foie foetal. Cette colonisation se fait approximativement a la 8™ semaine de gestation chez
I'homme et au 13" jour chez la souris. Chez cette derniere, des études extensives menées
ont permis de décomposer en quatre vagues le développement thymique des lymphocytes

T y6 et de montrer la spécificité tissulaire de chacune des sous-populations produites (Figure

eme

5). La premiere vague débute au 13°™ jour de gestation et génére des thymocytes
exprimant un TCR invariant Vy5V61 et des récepteurs de homing dont le CCR10 permettant
la colonisation de I'épiderme par cette population T yb particuliere, appelée dendritic
epidermal T cell ou DETC (Havran and Allison, 1988)(Asarnow et al., 1988)(Xiong et al.,
2004)(Lewis et al., 2006). Lors de la seconde « vague » foetale, également transitoire mais
plus tardive, des thymocytes T y& exprimant un TCR invariant Vy6V61 sont générés (ltohara
et al., 1990). Ces cellules ont un tropisme pour les épithélia de I'utérus, de la langue ou
encore des poumons grace a lI'expression du CCR6 a leur surface (Figure 5). Ces deux
populations T yd partagent la méme chaine V61 et ont des TCR invariants puisque la TdT,
enzyme responsable de la diversité jonctionnelle, est faiblement exprimée a ce stade de
développement. A partir du 16°me jour de gestation et jusqu’a I’'dge adulte, le thymus va
supporter la production de sous-populations T y& tres hétérogénes, exprimant
majoritairement la chaine Vy4 ou Vyl et possédant une grande diversité jonctionnelle. Ces
cellules colonisent plus particulierement la rate, les ganglions lymphatiques, les poumons et
circulent dans le sang (Carding et al., 2002). De maniere contrastée avec I'ensemble des

autres sous-populations qui sont produites de maniéere séquentielle dans le thymus, la sous-
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population Vy7 colonisant I"épithélium intestinal est présente dans le thymus en faible
proportion mais tout au long de I'ontogénie (Xiong et al., 2002).

Le développement thymique des lymphocytes T y6 humains peut étre décomposé en
différentes vagues et semble ainsi suivre le méme schéma que leurs homologues murins. La
vague la plus précoce se déroule entre la 8™ et la 15°™ semaine de grossesse, vague
pendant laquelle les thymocytes réarrangent leurs génes y et & puis expriment les chaines
V82 et Vy9 générant de nouveaux lymphocytes T V62" (McVay et al., 1991). Ces cellules sont
majoritairement retrouvées dans le compartiment sanguin ou elles représentent 0,5 a 6 %
des lymphocytes totaux et 50 a 95% des lymphocytes T y6 chez I'adulte. Elles forment
également la population T y6 la plus fréquente dans certains organes lymphoides
secondaires tels que les ganglions lymphatiques, les plaques de Peyer ou encore les
amygdales (Falini et al., 1989) et dans le foie (Seki et al., 1990). Les vagues suivantes

neg

génerent les lymphocytes T y6 V62 ™°, composés de sous-populations diverses bien qu’ils

expriment majoritairement la chaine V&1 (McVay et al., 1991). Ces lymphocytes deviennent

eme

prédominants dans le thymus a partir de la 157" semaine de gestation et le restent dans le
thymus post-natal. A I'dge adulte, ils sont trés présents dans I’épithélium intestinal
(Holtmeier et al., 2001), dans le célon (Ullrich et al., 1990) ainsi que dans la pulpe rouge et la
zone marginale de la rate (Falini et al., 1989). IIs représentent également entre 1 et 15% des

lymphocytes T intra-épithéliaux du derme (Groh et al., 1989).

Le développement des lymphocytes T y& humains et murins est globalement
similaire, se déroulant par phases mobilisant le thymus, I'intestin primitif et/ou le foie foetal.
Les lymphocytes T y6 générés ont un tropisme important pour les tissus épithéliaux ou ils
migrent trés to6t dans leur développement, contrairement aux lymphocytes T aff qui sont
générés plus tardivement et localisés préférentiellement dans les organes lymphoides
secondaires. Il est intéressant de noter qu’en conditions physiologiques les TCRs exprimés
par les lymphocytes T y& different d’un tissu a I'autre alors qu’au sein d’un méme tissu ils
expriment fréquemment des TCRs invariants ou tres proches. Ces éléments suggerent qu’un
lien étroit existe entre la localisation physiologique de ces cellules, dictée par I'expression de
récepteurs a chimiokines permettant leur homing, et leur spécificité antigénique.

3. Molécules impliquées dans I’activation des lymphocytes T yé

A I'heure actuelle, les mécanismes permettant I'activation des lymphocytes T y& ne
sont pas encore tres bien caractérisés. lls mettent en jeu plusieurs signaux dépendants de
récepteurs activateurs partagés avec des cellules de I'immunité innée et de leur récepteur a
I'antigene, définissant leur spécificité. Contrairement aux lymphocytes T aff dont le TCR lie
des peptides présentés par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH),
les lymphocytes T yb reconnaissent de maniere indépendante du CMH des antigenes non
conventionnels tels que des métabolites phosphorylés ou des lipides (Schild et al., 1994)
(Weintraub et al., 1994)(Sciammas et al., 1998)(Morita et al., 1995). De par cette
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reconnaissance d’antigénes généralement non vus par les lymphocytes T af, les
lymphocytes T y& jouent un réle non redondant dans I'immunosurveillance des tissus.

a) Ligands des TCRs yé

° Antigenes du non-soi

Bien que de nombreux contextes infectieux induisent une réponse des lymphocytes T
v6, peu d’antigénes microbiens sont définis de facon convainquante comme étant des
ligands des TCRs y6, par exemple par un transfert de la réactivité par expression du TCR sur
une cellule reportrice ou en montrant une interaction directe par co-cristallisation du TCR et
du potentiel ligand. L'infection a Listeria monocytogenes est un exemple assez représentatif
étant donné que les lymphocytes T yd s’expandent au contact de la bactérie et s’activent
une fois cultivés avec la listériolysine O (LLO), suggérant que cette molécule est bien un
ligand, mais l'interaction entre les cellules T y6 et la LLO n’a pas été montrée comme
dépendante du TCR (Guo et al., 1995).

Parmi les antigénes du non-soi clairement établis comme ligands de TCRs y& se
trouvent des antigénes viraux, bactériens et méme des protéines d’algues. On peut citer la
glycoprotéine | (gl) du Herpes Simplex Virus de type 1 (HSV-1) reconnue par un clone T y&
Vy2Vé&8 et dont la reconnaissance est bloquée par I'ajout d’un anticorps anti-TCR (Sciammas
et al.,, 1994)(Sciammas et al., 1998), ou encore les molécules bactériennes comme les
phosphoantigenes produits par M.tuberculosis (développés au paragraphe suivant) ou les
protéines OspA et OspC de Borrelia burgdorferi reconnues par des lymphocytes T y6 V62Vy9
humains (Vincent et al., 1998). Les antigénes les plus récemment caractérisés sont la
phycoérythrine (PE), protéine produite par la plupart des algues rouges et certaines
cyanobactéries, et deux haptenes, la cyanine 3 et le 4-hydrocy-3-nitrophenylacetyl (NP)
(Zeng et al., 2014). Les deux hapténes sont montrés comme étant des ligands des
lymphocytes T yd murins alors que la PE est un ligand des cellules bovines, humaines et
murines montrant que la spécificité pour cet antigene a été conservée au cours de
I’évolution. La PE et le NP sont déja connus comme des antigénes reconnus par des
lymphocytes B suggérant que les lymphocytes T yd comme les lymphocytes B sont capables
de répondre de maniére spécifiques a de petites molécules (Xi et al., 2013)(Zeng et al.,
2012)(Pape et al., 2011)(McHeyzer-Williams and McHeyzer-Williams, 2005). Bien que ces
reconnaissances antigéniques soient clairement démontrées, leur relevance physiologique
reste cependant énigmatique.

° Antigénes partagés entre le non-soi et le soi
Les lymphocytes T y6 sont mobilisés dans de nombreuses situations de stress passant
de l'infection a la transformation tumorale en partie du au fait que certaines molécules
reconnues par les lymphocytes T y6 sont a la fois produites par des pathogénes et
surexprimées par les cellules tumorales. La Heat Shock Protein 60 (Hsp60) et les ARNt
transférases sont de bons exemples pris respectivement chez la souris et 'homme de cette
reconnaissance croisée. La Hsp60 est présente chez M.tuberculosis et sur des cellules
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tumorales (cancer oral/lymphome) et suffisamment conservée pour que le méme motif soit
reconnu dans les deux cas (O’Brien et al., 1992)(Kaur et al., 1993)(Laad et al., 1999). Les
ARNt transférases sont produites par des bactéries comme E.coli et des cellules de
mammiféres et certainement exposées suite a la mort des cellules (Bruder et al., 2012).

Le meilleur exemple connu a ce jour est celui des phosphoantigenes (pAgs) reconnus
par les lymphocytes T V62Vy9 humains (Jomaa et al., 1999). Ces molécules sont des
métabolites phosphorylés issus du métabolisme des mévalonates présents dans les cellules
eucaryotes et procaryotes. Par cette reconnaissance, les lymphocytes T V62Vy9 s’activent
dans de nombreux contextes pathologiques altérant cette voie métabolique comme par
exemple la transformation tumorale, qui augmente fortement le métabolisme de la cellule,
ou les infections, lors desquelles les pAgs sont produits directement par le pathogéne ou par
la cellule infectée du fait de I'augmentation de son activité métabolique (Gober et al.,
2003)(Feurle et al., 2002)(Spencer et al., 2008). La liaison du TCR avec les pAgs a été montrée
comme dépendante de I'ensemble des CDRs et d’un contact entre les cellules pour stabiliser
le complexe et délivrer, entre autre, des signaux de costimulation (Wang et al., 2010)(Morita
et al.,, 1995)(Davey et al.,, 2011). Ce contact est également requis pour permettre
I'interaction du TCR avec l'isoforme Al de la butyrophiline-3 (BTN3-Al), molécule
indispensable a I'activation des lymphocytes T V62Vy9 par les pAgs (Vavassori et al.,,
2013)(Sandstrom et al., 2014).

° Antigenes du soi

Bien que la reconnaissance antigénique des lymphocytes T y6 ne soit pas dépendante
de la présentation de peptides par les molécules du CMH, des lymphocytes T y6 murins
dirigés contre les molécules de CMH de classe Il ont été caractérisés, comme le clone
Vy2V&5 LKD1 spécifique d’IA et le clone LBK5 spécifique d’IE (Bluestone et al., 1988)(Matis et
al., 1989). D’autres molécules apparentées au CMH sont des ligands de lymphocytes T yb
dont les molécules non classiques du CMH de classe | T10 et T22, fréquemment reconnues
par les lymphocytes T y& murins Vy1', Vy4" ou Vy7' ainsi que par les clones KN6 et G8
(Crowley et al., 2000)(Shin et al., 2005)(Ito et al., 1990), et les molécules de stress MICA et
MICB (MHC class I-related chains A et B) par des lymphocytes T V61 humains (Groh et al.,
1998). La caractérisation des clones KN6 et G8 a permis de montrer que leur réactivité n’est
pas spécifiqgue d’un peptide présenté, mais due a la reconnaissance des molécules
présentatrices elles-mémes contrairement aux lymphocytes T aff qui lient uniquement le
peptide (Figure 6a et e)(Hampl et al., 1999)(Schild et al., 1994)(Weintraub et al., 1994)(Wu et
al., 2002).

De méme que les cellules NKT a8 de type |, les lymphocytes T yb reconnaissent des
protéines de la famille CD1, molécules proches du CMH de classe | non polymorphiques
présentant des lipides et glycolipides (Sugita et al., 2000)(Spada et al., 2000)(Stanic et al.,
2003). La molécule CD1d est reconnue a la fois par les lymphocytes T y& humains V81" et
V83", qu’ils soient isolés a partir du sang ou de I'épithélium intestinal (Bai et al.,
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2012)(Russano et al., 2007)(Mangan et al., 2013). Le CD1d est aussi reconnu par les
lymphocytes T y& murins lorsqu’il est chargé avec la cardiolipine, un phospholipide partagé
entre le non-soi (paroi bactérienne) et le soi (membrane mitochondriale) (Russano et al.,
2007)(Dieudé et al., 2011). Récemment, I’endothelial protein C receptor (EPCR), molécule
présentant environ 20% d’identité avec le CMH de classe | et les protéines de la famille du
CD1, a également été montré comme étant le ligand du clone LES humain T Vy4V&5 dont la
reconnaissance se fait indépendamment du lipide (Willcox et al., 2012). Toutes ces
interactions se font entre le TCR et la molécule de présentation directement, le lipide n’étant
pas toujours nécessaire a cette liaison (Figure 6c, d, f)(Uldrich et al., 2013)(Luoma et al.,
2013)(Willcox et al., 2012). Ce mode de reconnaissance distingue ainsi les lymphocytes T y6
des NKT, ces derniers ne liant que le lipide grace a leur chaine invariante Va (Figure
6b)(Stanic et al., 2003).

Les TCRs de plusieurs de ces clones ont été cristallisés, avec ou sans leur ligand,
permettant soit de définir directement leur mode d’interaction, soit de le modéliser.
L’ensemble des TCRs mentionnés utilisent un ou plusieurs CDRs de la chaine 6 pour fixer leur
ligand, comme par exemple le TCR G8 qui utilise un motif formé par des résidus germinaux
de la boucle CDR3 de la chaine & pour lier T22 (Figure 6e)(Adams et al., 2005)(Shin et al.,
2005), le clone 61A/B-3 représenté figure 3B qui n’utilise que les motifs germinaux des
boucles CDR1& et CDR26& pour lier MICA/B (Xu et al., 2011), ou encore les différents TCRs
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Figure 6- Reconnaissance des ligands par les TCRs af et yé.

(a) Les lymphocytes T aff reconnaissent le peptide lié aux molécules du CMH par une interaction des deux
chaines du TCR. B,m, B,-microglobuline. (b) En revanche, le TCR des cellules NKT de type | contacte le
glycolipide lié au CD1d par sa chaine TCRa invariante. (c,d,e,f) La reconnaissance des ligands par les cellules T
y8 est moins bien caractérisée. (c) le TCR DP10.7 lie le CD1d par les CDR15/CDR26 et le sulfatide par le CDR36
alors que (d) Le TCR 9C2 interagit avec le CD1d et l'a-GalCer lié par le CDR15/CDR36 et le CDR3y
respectivement. (e) Le TCR y& G8 contacte le sillon peptidique de la molécule T22 par la boucle CDR3§, la
chaine y ayant une contribution mineure dans cette interaction. (f) Le TCR y& LES contacte de maniere unique
son ligand I'EPCR. La boucle CDR3 de la chaine y du TCR lie 'EPCR par des résidus sur le feuillet B et ce

indépendamment du lipide. Adapté de (Witherden and Havran, 2012) 59



V61 liant le CD1d par une ou plusieurs des boucles CDRs de la chaine V&1 et parfois le CDR3y
(Figure 6b, c et d)(Uldrich et al., 2013)(Luoma et al., 2013). La seule exception caractérisée
est I'EPCR, molécule identifiée au laboratoire dans le contexte de [linfection a
cytomégalovirus, dont la reconnaissance se fait par le TCR via la boucle CDR3 de la chaine y
ce qui montre que la spécificité des lymphocytes T y& pour les molécules de présentation
n’est pas toujours conférée par la chaine 6 (Figure 6e)(Willcox et al., 2012).

On a longtemps pensé que les lymphocytes T y6 pouvaient reconnaitre des antigenes
exogeénes microbiens du fait de leur expansion au niveau du compartiment sanguin dans de
nombreux contextes pathologiques. Cependant, les études réalisées ces derniéres années
ont permis d’identifier plusieurs molécules du soi comme autres ligands des lymphocytes T
v6, soulignant leur caractere auto-réactif. Ces molécules du soi représentent maintenant les
antigenes les mieux caractérisés. Seuls des contextes de stress cellulaire induisent
I'activation des lymphocytes T y6, en modulant I'expression des antigenes qu’ils
reconnaissent. Certaines molécules comme T10/T22 ne sont « vues » par les lymphocytes T
v6 qu’en cas de surexpression (Figure 7a). Dans certains autres cas, le contexte pathologique
va favoriser la formation de complexes moléculaires qui sont reconnus une fois associés
(Figure 7b et c¢) ou induire, suite a la mort des cellules, la libération d’éléments
intracellulaires (Figure 7d). Dans le cas de I'EPCR, le stress lié a I'infection virale améliore la
reconnaissance antigénique (Figure 7e). Les modifications mentionnées ci-dessus peuvent
faire partie des mécanismes permettant de limiter I'activation des lymphocytes T y6 a des
situations particuliéres. En plus de ces modifications, leur régulation est également controlée
par I'ensemble des corécepteurs activateurs et inhibiteurs décrits dans le paragraphe
suivant.
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Figure 7- Modalités de reconnaissance des antigénes du soi par les lymphocytes T yé.

Cette reconnaissance peut étre initiée/amplifiée par (a) une surexpression en surface comme T10/22 sur les
monocytes infectés par le virus de l'influenza, (b) I'acquisition de nouveaux composants, qu’ils soient de I'hote
ou d’origine microbienne, comme I’association de la cardiolipine et du CD1d, (c) recrutement d’autres
molécules comme Skint-1 ou BTN3-A1, (d) libération suite a I'induction de la mort cellulaire comme la tRNA
synthétase, et (e) une meilleure reconnaissance sur des cellules infectées comme I'EPCR (Endothelial Protein C
Receptor). D’aprés (Chien, 2014).
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b) Corécepteurs des lymphocytes T yé
En plus de leur TCR, les lymphocytes T y§ expriment de nombreux corécepteurs dont
des récepteurs de type NKR (Natural Killer Receptor) ou Pathogen Recognition Receptor
(PRR) comme les TLRs (Toll Like Receptor) qui les sensibilisent a leur environnement et
régulent leur activation en donnant soit un signal activateur ou au contraire un signal
inhibiteur (Figure 8)(Rey et al., 2009)(Wesch et al., 2011).

FegRilla/CD16  APCC)
FeRlla/CD32

Chemokines:
MIP-15

Cytotoxic effectors:

: MIP-1a
Perforin &
Granzyme ¢ RANTES
Granulysin®
16 Teell

Figure 8- Récepteurs des lymphocytes T y8.

Les récepteurs ont été classés par couleur selon leur role : les récepteurs activateurs impliqués dans la cytolyse
(vert), les récepteurs d’adhésion et de costimulation délivrant d’autres signaux positifs (marron), les TLR
activateurs extra- et intracellulaires (bleu), et les récepteurs inhibiteurs qui inhibent la cytolyse (rouge). Les
lymphocytes T y6 partagent certains de leurs récepteurs avec les cellules Natural Killer, comme le NKG2D et les
KIR, ou avec des cellules innées, comme les TLR2 ou 4. Ces signaux contribuent a la régulation des fonctions
des lymphocytes T y§, comme leur activation/prolifération, la production de cytokines et/ou chimiokines et a
la cytolyse médiée en partie par la production de granules cytotoxiques contenant de la perforine et des
granzymes. Les principaux récepteurs sont indiqués en gras. D’apres (Rey, 2009).

Un des corécepteurs majeurs est le NKR activateur NKG2D. Il est largement exprimé a
la surface des lymphocytes T y6 et reconnait les molécules MICA ou ULBP (UL-16 Binding
Protein) chez I'hnomme, et Rae-1 chez la souris. Ces molécules apparentées au CMH de classe
| sont surexprimées lors de stress et également reconnues, pour certaines, par des TCRs yb
(Groh et al., 1998)(Kong et al., 2009). Dans la plupart des cas, le NKG2D est un corécepteur
fonctionnant en synergie avec le TCR et menant a I'activation des lymphocytes T y& humains
et murins lors d’'un contexte infectieux, tumoral ou dans un modeéle de surexpression
(Thedrez et al., 2007)(Corvaisier et al., 2005)(Strid et al., 2008). De ce fait, il est hautement
probable que certaines molécules puissent stimuler de maniére séquentielle le TCR et le
NKG2D entrainant I'activation des lymphocytes T yé (Wu et al., 2002). Les lymphocytes T y&
peuvent également recevoir un signal de costimulation par leurs TLRs dans des contextes
infectieux. Le jeu de TLRs activés dépend du pathogene rencontré, l'infection a E.coli étant
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détectée par le TLR4 alors qu’une immunisation avec M.tuberculosis stimule les TLR1 et 2
(Shibata et al., 2007)(Martin et al., 2009)(Devilder et al., 2009).

Dans certains cas, les cellules T y6 peuvent étre activées directement par leurs
corécepteurs en absence de signal TCR. Par exemple, I'activation du NKG2D serait suffisante
pour engendrer une réponse cytotoxique des DETC contre des cellules tumorales épithéliales
ou des lymphocytes T V62Vy9 contre des macrophages infectés par le virus de l'influenza
(Girardi et al., 2001)(Qin et al., 2009). Les cytokines peuvent aussi, via leurs récepteurs,
aboutir a I'activation des cellules comme I'IFN de type | ou la combinaison IL-1f et IL-23 qui
induisent la production d’IL-17 (Sutton et al., 2009). Ces activations TCR indépendantes font
partie des nombreux éléments reliant les lymphocytes T y6 a I'immunité innée.

B. Fonctions des lymphocytes T y6

Les lymphocytes T y6 sont les premiers lymphocytes T circulants fonctionnels générés
gue ce soit chez 'lhomme ou la souris (De Rosa et al., 2004)(Gibbons et al., 2009). Leurs
fonctions sont diverses (Figure 9) et partiellement non redondantes de celles des
lymphocytes T af du fait de leur localisation, de leurs récepteurs innés et adaptatifs et de
leur cinétique d’activation. Au niveau des épithéliums et des muqueuses, ils forment la
premiére ligne de défense de I'organisme ce qui leur permet d’intervenir trés rapidement
pour limiter la dissémination des pathogenes et d’initier les réponses immunitaires innées et
adaptatives. Lors des phases plus tardives, ils peuvent avoir un réle anti-inflammatoire et
favoriser la réparation tissulaire. A I'heure actuelle, le mode d’acquisition de ces fonctions
pléiotropiques fait débat et de nombreuses études sont réalisées afin de déterminer
comment ces cellules, a la fois adaptatives et innées, sont programmeées.

Lysis of infected Cytokine and
or stressed cells chemokine production

Regulation of
stromal cell B cell help
function via and IgE
growth factor production
production
Dendritic cell Priming of a3 T cells
maturation via antigen presentation

Figure 9- Six des fonctions les mieux caractérisées des lymphocytes T yé.

Les lymphocytes T yd peuvent avoir un role central pour défendre I'organisme contre une grande variété de
stress. Cette protection s’effectue par six mécanismes principaux. 1- Les lymphocytes T y& peuvent
directement lyser et éliminer les cellules stressées, 2- ils peuvent produire diverses cytokines et chimiokines
régulant les autres cellules immunes et non-immunes, 3- ils jouent un réle d’aide aux lymphocytes B et
favorisent la production des IgE, 4- ils peuvent activer les lymphocytes T aff en leur présentant des antigenes,
5- ils peuvent déclencher la maturation des cellules dendritiques et 6- ils peuvent réguler les fonctions des
cellules stromales par la production de facteurs de croissance. D’apres (Vantourout and Hayday, 2013).
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1. Quelques fonctions effectrices des lymphocytes T yé

a) Production de cytokines et de chimiokines

En regle générale I'infection par un pathogene intracellulaire induit une réponse des
lymphocytes T CD4" conventionnels de type Thl dont les cytokines « signatures » sont
I'interféron y (IFNy) et I'lL-2. A I'inverse, I'infection par un pathogéne extracellulaire induit
une réponse Th2 (IL-4, IL-10, etc.). Les lymphocytes T y6 murins et humains peuvent eux
aussi suivre cette regle puisque (i) I'infection de souris par la bactérie intracellulaire Listeria
monocytogenes induit la production d’IFNy alors qu’ils produisent de I'lL-4 lors d’une
infection par le parasite extracellulaire Nippostrongylus brasiliensis (Ferrick et al., 1995), et
(ii) les lymphocytes T y6 V62Vy9 humains activés via leur TCR et cultivés en condition de type
Th1 produisent de I'lFNy alors qu’en condition de culture de type Th2, ils produisent de I'lL-4
(Wesch et al., 2001).

Les lymphocytes T y5, comme les lymphocytes T af ou les NKT, participent a la
production d’IL-17 dans différents contextes pathologiques. Plusieurs éléments rapprochent
les lymphocytes T yb producteurs d’IL-17 des NKT : d’une part, ils sécrétent trés rapidement
et en importante quantité cette cytokine suite a une stimulation par injection de
Mycobacterium tuberculosis inactivé a des souris C57BL/6 et d’autre part, la combinaison IL-
1 et IL-23 et la stimulation de TLR sont suffisantes pour induire la production d’IL-17 par les
lymphocytes T y6 en absence de stimulation TCR d’ou leur qualification de cellules « innate-
like » (Martin et al., 2009)(Sutton et al., 2009).

Les lymphocytes T y6 peuvent également jouer un réle dans l'initiation de la réponse
adaptative en créant un contexte favorable a sa mise en place, par recrutement des cellules
sur le site stressé, comme par exemple les lymphocytes T af grace a la production de la
chimiokine lymphotactine, ou en orientant la réponse vers la voie Thl, Th2 ou Th17 par la
sécrétion de cytokines telles que I'lL-2, I'lL-4 ou I'lL-17 respectivement (Boismenu et al.,
1996)(Cui et al., 2009).

b) Elimination des cellules cibles

Les lymphocytes T y& peuvent éliminer leurs cibles par différents mécanismes : le
premier nécessite I'engagement de récepteur(s) de mort alors que le second passe par la
sécrétion de molécules cytotoxiques ou antimicrobiennes. Suite a leur activation, les
lymphocytes T y6 humains et murins expriment a leur surface le Fas ligand (FasL) et/ou la
molécule TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) dont I'engagement respectif avec
les récepteurs Fas ou TRAILR induit la mort par apoptose de la cellule cible (Kabelitz et al.,
2004)(De La Barrera et al., 2003)(Tramonti et al., 2008)(Dalton et al., 2004)(D’asaro et al.,
2010). Les lymphocytes T y& peuvent sécréter des molécules cytotoxiques telles que la
perforine, le granzyme et/ou la granulysine chez ’'homme (Koizumi et al., 1991)(Dieli et al.,
2001)(Qin et al., 2009), ainsi que des peptides antimicrobiens comme les défensines et, chez
I'homme, les cathélicidines dont le seul membre décrit a ce jour comme produit par les
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lymphocytes T V62Vy9 est le peptide LL-37 (MacLeod et al., 2013)(Agerberth et al.,
2000)(Dudal et al., 2006).

c) Maturation des DC et activation des lymphocytes T a8
Les lymphocytes T y6 peuvent induire la différenciation des monocytes en cellules
dendritiques (DC) inflammatoires sur des sites infectieux en produisant des molécules
solubles telles que I'IFNy ou le Tumor necrosis factor-a (TNF-a) et interagissant avec ces
derniers par des intégrines et/ou d’autres molécules comme le CD40 ligand (Inoue et al.,
2012). Les DC différenciées vont ensuite présenter des antigénes et activer les lymphocytes T
of (Devilder et al., 2006)(Eberl et al., 2009).

Les lymphocytes T V62Vy9 humains activés peuvent présenter des caractéristiques
phénotypiques de cellules présentatrices d’antigenes (CPA), comme |'expression de
molécules de co-stimulation telles que le CD80, d’adhésion comme Intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1) ou le CCR7 permettant leur migration vers les ganglions lymphatiques
ou ils seront au contact des lymphocytes T aff (Brandes et al., 2003)(Brandes et al., 2005).
D’un point de vue fonctionnel, ils sont capables de présenter via le CMH de classe | ou Il des
antigénes aux lymphocytes T af CD4" ou CD8" naifs et ainsi induire leur prolifération et
différenciation (Brandes et al., 2009)(Wu et al., 2009)(Himoudi et al., 2012). Cette fonction
des lymphocytes T y6 est presque exclusivement étudiée in vitro chez I'homme et il
semblerait que les cellules murines puissent avoir la méme capacité (Collins et al.,,
1998)(Cheng et al., 2008).

d) Aide aux lymphocytes B

Les cellules T y6 murines peuvent également interagir avec les lymphocytes B et
favoriser la production d’anticorps en soutenant la formation de centres germinatifs
nécessaires a la sélection/maturation des lymphocytes B et induisant I’hypermutation
somatique améliorant I'affinité des Igs et/ou la production d’IgE suite a une infection (Wen
et al., 1996)(Zheng et al., 2003). Chez I’'homme, les lymphocytes T y& activés expriment des
molécules de co-stimulation des lymphocytes B, migrent dans les centres germinatifs et
stimulent la production d’IgM, 1gG et IgA (Brandes et al., 2003).

e) Régulation de la fonction des cellules stromales

Lors des phases plus tardives de la réponse immunitaire, les lymphocytes T yd sont
impliqués dans le maintien de l'intégrité tissulaire en participant a la régulation de la
réponse inflammatoire en sécrétant des cytokines anti-inflammatoires parmi lesquelles le
Transforming Growth Factor-pB (TGF-B) et I'IL-10 (Peng et al., 2007)(Bhagat et al., 2008) et en
régulant l'infiltration des cellules myéloides pro-inflammatoires (Rani et al., 2014). lls
peuvent également éliminer directement les cellules effectrices mobilisées au cours de la
réponse immunitaire (Qin et al., 2009).

Les lymphocytes T y6 participent également a la réparation tissulaire par la sécrétion
de facteurs de croissance comme le fibroblast growth factor (FGF) ou I'epidermal growth
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factor (EGF) (Boismenu and Havran, 1994)(Jameson and Havran, 2007). Les DETC murins et
les lymphocytes T y6 humains résidant dans la peau ont clairement été montré comme
mobilisés dans la cicatrisation cutanée puisque leur absence/anergie résulte en un défaut de
cicatrisation (Jameson and Havran, 2007)(Toulon et al.,, 2009). Bien plus récemment, les
lymphocytes T y& humains comme murins ont été montrés comme participant a la
réparation de I’ADN des kératinocytes endommagé par les ultraviolets (MaclLeod et al.,
2014). Ces résultats montrent que, méme si les DETCs murins n’ont pas d’équivalents chez
I’'homme, certaines populations T y6 humaines et murines possedent des fonctions
comparables visant a maintenir I'intégrité tissulaire.

2. Les lymphocytes T y6 : effecteurs pré-programmés ou plastiques ?

Les études menées chez la souris montrent que les différentes sous-populations T yé
ne sont pas programmées de la méme maniére, conférant a chacune d’elle des propriétés
effectrices plus ou moins restreintes selon les TCRs exprimés, leur localisation tissulaire et
leur état d’activation comme résumé dans le tableau 1 (pour revue, voir (Prinz et al.,

2013a)).
yO T cell subset Location Effector functions "frro rammed
in the thymus or inducible in the
Vy Vo periphery)
Vyl ND Lymphoid tissue  Programmed: TNF and IFNy
Wachiachsin:T 2 1o ytokings snd -3 1 Tableau 1- Fonctions effectrices
Vés Thymus and Programmed: cytokines are unknown des dlffe.rentes sous-populations
spleen but IL-4 and IL-13 are not produced T y6 murines.
V86.3 and Thymus, spleen Programmed: IFNy, IL-4, IL-13 and _ ; ; . _
V6.4 et W e CCL, CC-chemokine ligand ; IGF-1,
insulin-growth factor 1 ; L,
Vy4 ND Lymphoid ti P d: IL-17 . . .
Y amfun; ooy Sk interleukine ; IFNy, interferon vy ;
Inducible: TNF, IFNy and cytotoxicity .
KGF-1, keratinocyte growth factor
Selected V4  Lymphnode Inducible: IL-17 1 ; MIP1, macrophage
Va5 Spleen Inducible: IFNy-dependent development inflammatory protein 1 ; ND, non
Vys V61invariant  Epidermis Programmed: IL-22, IFNY, TNF, KGF1, determine ; TGFB, transforming
IGF1, CCLS, defensins, MIP1, XCL1 and
cytotoxicity growth factor B ; Ty, T helper ;
TNF, tumor necrosis factor ; XCL1,
54 s M . . .,
Nl ctiwee i L XC-chemokine ligand 1. Tiré de
Vy6 VBlinvariant  Tongue,uterus,  Programmed: IL-17, IL-22, IFNy, TGFp (Bonneville et al., 2010).
placenta, testes,  and cytotoxicity
lung and kidney
Vy7 Vb4 and others Intestinal mucosa  Programmed: TNF, IFNy, KGF1 and

cytotoxicity

a) Acquisition des fonctions effectrices des lymphocytes T yé

murins

Programmation thymique lors de la vie feetale

De nombreux lymphocytes T y6 acquierent leur(s) fonction(s) effectrice(s) au cours

de leur développement thymique et montrent une plasticité limitée en périphérie. Parmi ces
lymphocytes T y§, on trouve majoritairement les sous-populations exprimant des TCRs
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invariants ou ayant une diversité restreinte. Ces cellules sont généralement qualifiées de
« innate-like » du fait de leur capacité a répondre a une stimulation cytokinique seule, sans
activation du TCR (Wencker et al., 2014)(Sutton et al., 2009). Des études réalisées sur les
DETCs Vy5V61, sous-population prototypique de cellules « innate-like » résidant dans
I’épithélium cutané, ont montré que leur maturation et leur capacité a produire de I'IFNy
sont dépendantes de la molécule Skint-1 exprimée sur les cellules épithéliales thymiques
(Lewis et al., 2006)(Turchinovich and Hayday, 2011). Suite a cette interaction, les DETCs vont
acquérir des caractéristiques de type Thl en augmentant I'expression des facteurs de
transcription T-bet et éomésodermine (Eomes) qui leur permettront de produire des
cytokines pro-inflammatoires (IFNy, TNF-a) et des molécules cytotoxiques en périphérie
(Figure 10, panel supérieur)(Boyden et al., 2008)(Xiong et al., 2004). L’absence de Skint-1 au
cours de la programmation des DETCs induit I'expression du facteur de transcription RORyt
et la production d’IL-17 (Turbinovich and Hayday, 2011). Ces résultats montrent que Skint-1
est un facteur critique pour le bon développement fonctionnel des DETCs. Les lymphocytes T
v6 Vy1Vé6.3 NK1.1+CD4+/', localisés préférentiellement dans le foie et la rate, sont eux aussi
générés a partir de progéniteurs foetaux et caractérisés par la co-production d’IFNy et d’IL-4
(Figure 10, panel supérieur)(Gerber et al., 1999)(Grigoriadou et al., 2003). L’acquisition de
leurs fonctions effectrices est dépendante du facteur de transcription promyelocytic
leukaemia zinc-finger (PLZF) dont I’expression est induite suite a I'engagement des
récepteurs de la famille Signalling Lymphocytic Activation Molecule (SLAM) avec les cellules
thymiques hématopoiétiques et en aval, de I'activation de la voie de signalisation médiée
par SLAM-associated Protein (SAP) (Kreslavsky et al., 2009).

En plus de ces deux sous-populations T y§, les producteurs d’IL-17 font également
partie des lymphocytes « innate-like » qu’ils expriment le TCR invariant Vy6Vd1 ou un TCR
composé des chaines Vy1 ou Vy4 produit lors des premiers réarragements de ces chaines a
la fin de la vie feetale (Figure 10, panel supérieur). Ces cellules sont souvent appelées
lymphocytes T y& IL-17° naturels par opposition aux producteurs d’IL-17 induits en
périphérie (Chien et al., 2013). Les lymphocytes T y& IL-17" naturels sont produits
uniguement au cours de la vie feetale.

Plusieurs types de sélection ont été proposés pour ces cellules « innate-like » : elles
pourraient se différencier suite a [I'activation d’autres voies de signalisation TCR-
indépendantes passant par le récepteur Notchl ou des facteurs de transcription de la famille
des High-Mobility Group Box (HMGB) qui contrdlent les genes nécessaires a la production
d’IL-17 (Shibata et al., 2011)(Malhotra et al., 2013), ou suite a 'activation du TCR par une
oligomérisation de celui-ci ou a une sélection antigénique (Haas et al., 2012)(Wencker et al.,
2014). Ce dernier type de sélection n‘a été suggéré que récemment par des expériences
montrant qu’apres a une forte activation du TCR, ce dernier deviendrait peu réactif vis-a-vis
des antigenes et les cellules deviendraient plus sensibles aux signaux «innés» en
augmentant |'expression des récepteurs a cytokines, les TLRs, etc. (Wencker et al., 2014). En
plus de cette étude réalisée sur les DETCs et les producteurs naturels d’IL-17 Vy6" ou Vy4®,
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les travaux de Kreslavsky et collegues vont dans le méme sens et suggerent une implication
du TCR dans la sélection et la fonctionnalisation des lymphocytes T Vy1V66.3". Le cross-
linking in vitro des TCRs de lymphocytes T y& polyclonaux ou la transduction du TCR
Vy1V66.3 suffisent a induire I'expression du facteur de transcription PLZF et donc de I'IL-4
qui est indispensable a la fonction des lymphocytes T Vy1V86.3" (Kreslavsky et al., 2009). Les
caractéristiques de ces cellules « innate-like » sont donc acquises dans le thymus dans lequel
elles sont sélectionnées, ce qui est en accord avec leur phénotype activé CD44"8"CD62L""
(Kreslavsky et al., 2009)(Ribot et al., 2009). Cependant, les mécanismes impliqués dans la
sélection de ces lymphocytes T y6 sont encore mal définis a I’'heure actuelle, et la nécessité
d’une sélection antigéne-dépendante n’est pas clairement établie.

° Plasticité des lymphocytes T y6 dérivés de la moelle
osseuse
A linverse des sous-populations T y& « innate-like », certains lymphocytes T y&

murins conservent une plasticité fonctionnelle en périphérie leur permettant de s’adapter a
la situation pathologique rencontrée. Les sous-populations plastiques sont surtout des
cellules T Vy1" (non V&6.3) et Vy4" comme il a pu étre observé dans différents modéles
murins de maladie. Par exemple, I'activation des lymphocytes T Vy4" dans un modéle
d’arthrite induite ou des Vy1® dans une maladie chronique granulomateuse aboutit a la
production de fortes quantités d’IL-17 par les deux populations (Roark et al., 2007)(Romani
et al., 2008), alors que dans un modele de mélanome ou de stimulation par le complexe
CD1d-aGalCer elles produisent de I'lIFNy (He et al., 2010)(Paget et al., 2012). Les lymphocytes
T v6 Vy1' comme Vy4" n’auraient pas de spécificité antigénique pour des ligands thymiques
et quittent le thymus avec un phénotype naif CD44°“CD62L"" comme montré pour les
lymphocytes T y6 reconnaissant la PE qui sont naifs avant immunisation (Figure 10, panel
inférieur)(Zeng et al., 2012).

La dichotomie fonctionnelle entre les cellules productrices d’IFNy et celles produisant
de I'lL-17 a fait I'objet de nombreuses études qui ont permis de mieux caractériser chacune
de ces sous-populations (Jensen et al., 2008)(Ribot et al., 2009)(Ribot et al., 2010)(Haas et
al.,, 2009). Les cellules productrices d’IFNy sont CD27"e"
CD44™, CD62L"E" et seraient activées en périphérie suite a la rencontre d’un antigéne et

, caractérisées par un phénotype

d’un signal de costimulation donné par le CD27 (Soares et al., 2007). Cette fonction serait
induite dans ces cellules du fait d’'une faible méthylation du locus de I'lFNy et de I'expression
constitutive du facteur de transcription Eomes (Chen et al.,, 2007)(Yin et al., 2002). Les
producteurs d’IL-17 sont quant 3 eux CD27"°" et ont un phénotype activé CD44"e", cD62L"Y.
Ces cellules peuvent également produire de I'lFNy dans certains contextes du fait de la faible
méthylation du génome sur les loci il17 et ifny (Schmolka et al., 2013). Aprés leur activation
par un antigene en périphérie, ces producteurs d’IL-17 induits ne répondraient plus qu’aux
signaux transmis par des récepteurs innés tels que des TLRs ou des récepteurs a cytokines
comme il a été décrit pour les lymphocytes T y8 IL-17" naturels.
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Deux modeles, mutuellement non exclusifs, sont proposés quant au mode
d’acquisition de ces fonctions effectrices : le modéle de prédétermination, ou la fonction
serait déterminée avant I'expression du TCR, et le modele de spécification TCR-dépendante.
Le premier suggere que chaque sous-population T y6 immature exprime un ensemble de
facteurs de transcription qui favorise I'acquisition de I'une ou I'autre des fonctions, comme
par exemple les lymphocytes T y& Vy4" qui expriment fortement le facteur de transcription
RORyt et produisent fréquemment de I'lL-17 (Narayan et al., 2012). Des facteurs externes
comme les cytokines ou les récepteurs de surface peuvent également avoir une influence sur
la fonction des lymphocytes T y6 tels que I'IL-1B et I'lL-23 qui les orientent vers la production
d’IL-17 (Sutton et al., 2009). Le second modele fait jouer un role au TCR et propose que selon
I'intensité du signal TCR regu, les cellules vont s’orienter vers I'une ou l'autre des fonctions :
les cellules ayant recu un signal de forte intensité produisant de I'lFNy et celles qui ont recu
un signal de faible intensité de I'lL-17 (Jensen et al., 2008)(Hayes et al., 2010). Ces modeles
soulévent encore beaucoup de questions et nécessitent des études supplémentaires pour
déterminer si c’est I'affinité des ligands reconnus par le complexe TCR y6 lui-méme qui joue
un réle sur l'intensité du signal délivré et comment la signalisation du TCR coopére avec les
facteurs environnants (cytokines, etc.) pour orienter la cellule vers une fonction effectrice
particuliére.

« innate-like » yd T cells |
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Programmed TCR Functional
rearrangements programming
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e . > i Epidermis ' CDA44hiEhCDE2LIow
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Figure 10- Acquisition des caractéristiques fonctionnelles des sous-populations murines T yé.

Panel supérieur « innate-like y6 T cells » - Les progéniteurs foetaux génerent, lors de vagues successives et par
des réarrangements programmeés, des lymphocytes T y6 exprimant les TCRs invariants ou possédant des
séquences jonctionnelles trés proches Vy5V61, Vy1lVé6.3 ou Vy6V61l et ayant un phénotype activé
CD44"8"cDE2L". Linteraction des cellules T invariantes Vy5V61" avec les cellules épithéliales thymiques induit
'engagement vers un phénotype Thl-like et leur homing vers la peau, ou les cellules T prendront leur
morphologie dendritique. L'interaction des lymphocytes T Vy1V66.3" avec les cellules thymiques d’origine
hématopoiétique augmente |'expression du CD4 et du NK1.1 ainsi que la production d’IL-4 et d’IFNy,
respectivement sous le contrdle des facteurs de transcription PLZF et T-bet. Les thymocytes exprimant le TCR
Vy6V61l acquierent dans le thymus foetal des propriétés de type Th1l7, sous le controle du facteur de
transcription RORyt, et des propriétés de migration les dirigeant vers les épithéliums utérins, vaginaux, de la
langue et des poumons. Les autres producteurs naturels d’IL-17 expriment les chaines Vy1' ou Vy4" et, comme
les thymocytes T Vy6V&1, acquierent dans le thymus feetal la capacité a sécréter de I'lL-17 via I'expression de
RORyt. Panel inférieur « adaptive y6 T cells » - Dans le thymus, les progéniteurs dérivés de la moelle osseuse
génerent des lymphocytes T y6 exprimant des TCRs divers composés de |’association d’une chaine Vy1 ou Vy4
avec une chaine V&n et ayant une grande variabilité jonctionelle. Ces cellules ne sont pas fonctionnellement

pré-programmeées et migrent en périphérie avec un phénotype naif CD44°"CcD62L"". Ces cellules peuvent se

différencier et s’activer apres avoir rencontré un antigene en périphérie. Selon le contexte cytokinique, elles
deviendront soit des producteurs d’IL-17 caractérisés par I'absence d’expression du marqueur CD27 et un
phénotype activé CD44"8"CD62L°", soit des producteurs d’IFNy avec un phénotype CD44"#"CD62L°CD27"".
Ag : antigen; EOMES : eomesodermin; PLZF : promyelocytic leukemia zinc finger.

b) Fonctions des lymphocytes T yé humains : programmation
thymique ou acquisition en périphérie ?

Contrairement a celle des cellules murines, la programmation thymique des
lymphocytes T y6 humains reste encore assez mal comprise et I'équivalent des cellules
CD27"°%IL-17* n’a pas été trouvé chez 'lhomme. Cependant, il est possible que certaines
sous-populations puissent étre sélectionnées dans le thymus chez 'lhomme. Chez la souris,
I’activation des DETCs met en jeu la molécule thymique Skint-1 comme décrit précédement
(Turchinovich and Hayday, 2011). Récemment, la BTN3-Al a été identifiée comme une
molécule nécessaire a I'activation des lymphocytes T V82Vy9" par les phosphoantigénes.
Cette molécule posseéde des domaines extracellulaires de type Ig similaires a ceux de Skint-1
(Wang et al.,, 2013). De plus, ces molécules ont toutes deux besoin de leur segment
cytoplasmique pour étre fonctionnelles, laissant supposer que leur fonction est dépendante
de leur association avec des protéines intracellulaires. Ces quelques éléments suggerent de
ce fait un role comparable de ces deux molécules impliquant potentiellement la BTN3-Al
dans la programmation thymique des lymphocytes T V62Vy9™. Il est donc possible que ces
cellules se comportent comme les lymphocytes T y6 « innate-like » murins et une étude
récente menée sur des lymphocytes T y& V61" et V82" extraits de thymus présentant, de
maniére surprenante, un phénotype naif CD27°CD45RA" va également dans ce sens. Dans
cette étude, les lymphocytes T y& V81" et V862" thymiques n’ont besoin que d’une
stimulation par de I'lL-2 et/ou de I'lL-15 pour produire de I'lFNy et du TNF-a (Ribot et al.,
2014). Ces cellules T y& humaines, malgré leur phénotype naif semblent donc se comporter
comme les cellules «innate-like » murines en répondant uniqguement aux stimuli
cytokiniques.
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Plusieurs études menées in vitro sur les lymphocytes T y& humains, qu’ils expriment

neg

un TCR V62Vy9 ou qu’ils fassent partie de la population T V62™°, montrent une certaine

neg

plasticité de ces cellules. En effet, les lymphocytes T V62™° peuvent produire de I'IFNy et
avoir une fonction cytotoxique vis-a-vis de cellules tumorales d’origines variées (Maeurer et
al.,, 1996) ou produire de I'lL-17 et recruter des cellules immunosuppressives (Wu et al,
2014). Les lymphocytes T V62Vy9 activés via leur TCR et la molécule de co-stimulation CD27
sont quant a eux préférentiellement polarisés vers une voie de type Thl, produisant de
I'IFNy et des molécules cytotoxiques (Thedrez et al., 2007)(DeBarros et al., 2011)(Born and
O’Brien, 2011). Cependant, cette population peut quand méme étre polarisée in vitro et
acquérir des caractéristiques associées aux cellules de type Th2 ou encore de lymphocytes T
folliculaires (TFH) selon le contexte cytokinique dans lequel ils sont activés via leur TCR
(Vermijlen et al., 2007). Les lymphocytes T V62Vy9, qu’ils soient isolés de sang de cordon
avec majoritairement un phénotype naif ou triés a partir de donneurs adultes sains sur leur
phénotype naif, peuvent se différencier en producteurs d’IL-17 suite a une stimulation TCR
et a I'ajout de différentes cytokines (IL-1B+IL-6+TGF-B pour les cellules de sang de cordon et
IL-1B+IL-6+TGF-B+IL-23 pour celles de donneurs sains) (Ness-Schwickerath et al., 2010)
(Caccamo et al., 2011). Ces résultats suggérent que les lymphocytes T V62Vy9, comme les
sous-populations murines Vy1® et Vy4" adaptatives, sont capables de s’activer en périphérie
suite a la reconnaissance d’un antigéne et sécréter de I'IFNy ou de I'IL-17 selon le contexte
cytokinique.

Les lymphocytes T y& humains pourraient donc potentiellement étre divisés en sous-
populations « innate-like » et adaptatives et acquérir leur(s) fonction(s) dans le thymus ou
en périphérie respectivement. Cependant, certains éléments ne vont pas dans ce sens : (i)
les lymphocytes T y6 murins « innate-like » ont un phénotype activé contrairement aux
cellules humaines extraites de thymus et (ii) la différenciation des lymphocytes T y§ humains
pourrait étre terminée en périphérie puisque les cellules circulantes perdent leur phénotype
naif. Ces études doivent étre complétées afin de déterminer si les lymphocytes T y& humains
sont engagés vers ces fonctions lors de leur développement intrathymique ou si ces
mécanismes different réellement entre ’lhomme et la souris, aboutissant malgré tout a des
fonctions similaires.

40



C. Place des lymphocytes T y6 dans la réponse immunitaire

1. Acteurs de la réponse lymphocytaire aux antigénes de stress

De maniéere classique, la surveillance immunitaire mobilise les cellules immunitaires
innées comme les DCs qui vont « sentir » les modifications du microenvironnement dues a
un agent pathogene par leurs récepteurs innés comme les TLRs ou autres PRRs. Suite a cette
reconnaissance, les DCs vont s’activer rapidement, produire des cytokines et chimiokines
recrutant d’autres effecteurs immunitaires innés et migrer au niveau des organes
lymphoides secondaires pour présenter des peptides microbiens et induire une réponse T
adaptative spécifique du pathogene (Figure 11, panel supérieur « conventional myeloid-cell
mediated response »)(Medzhitov and Janeway, 2000). Ce mécanisme permet d’éliminer les
pathogénes de maniére tres efficace mais sa mise en place nécessite du temps (Hayday,
20009).

; . ; Figure 11- Surveillance du stress.
Conventional myeloid cell-mediated response
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Stress ligands — lymphocytes T yd peuvent répondre. Le

for TCR and NKG2D 5 . ). L )
\/\_,.L 0 «\o) point d’interrogation indique que certains
Grrxs % NKG2D ? = aspects de cette réponse au stress ne sont
S ~ e pas encore bien déterminés. D’apres

18T cel @ (Hayday, 2009).

SR T cells and B cells
“Contextual
interactions”

Les lymphocytes T y6 jouent un réle non redondant dans cette surveillance du stress
du fait de leur localisation tissulaire et de leur capacité a « sentir » des dérégulations
cellulaires/tissulaires. Ces dérégulations ne génerent pas toujours des molécules reconnues
par les DCs mais elles créent un contexte favorable a I'activation des lymphocytes T y6 en
modifiant I'expression de leurs ligands. Une fois ces antigenes de stress détectés et les
lymphocytes T yb activés, ils initient rapidement la réponse immunitaire sans passer par des
phases d’expansion clonale ou de différenciation (Figure 11, panel inférieur « Lymphoid
stress-surveillance response »)(Strid et al., 2008).

Par cette réponse, les lymphocytes T yd s’inscrivent dans le concept de la
réponse/surveillance lymphoide aux antigénes de stress et se placent a l'interface entre
I'immunité innée et adaptative. Ces cellules sont incapables d’éradiquer completement un
pathogene mais elles peuvent cependant limiter rapidement la dissémination des cellules
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infectées ou transformées, maintenir I'intégrité tissulaire et réguler la nature (Th1, Th2, etc.)
et 'ampleur des réponses adaptatives générées en aval (Hayday, 2009). De ce fait, les
lymphocytes T y6 sont de plus en plus impliqués dans des situations d’infection (Shibata et
al., 2007), de transformation tumorale (Strid et al., 2008), d’inflammation (Martin et al.,
2009) mais également dans des cas d’allergie et d’auto-immunité (Sutton et al., 2009). Par la
suite, seuls les contextes infectieux et tumoraux mobilisant les lymphocytes T yb seront
développés.

2. Réles des lymphocytes T yb dans les infections

Les lymphocytes T y6 ont, grace a I'ensemble des caractéristiques mentionnées
précédemment, des roles physiologiques variés dont un rdle de protection contre les
pathogenes intra- et extracellulaires. Chez ’lhomme, les lymphocytes T y6 s’expandent dans
le sang périphérique d’individus atteints d’infections bactériennes (Jouen-Beades et al.,
1997), parasitaires (Ho et al., 1990) ou virales (De Paoli et al., 1990)(Jason et al., 2000). Lors
de ces expansions, les lymphocytes T y& peuvent atteindre jusqu’a plus de 45% des
lymphocytes T chez certains patients alors qu’ils représentent moins de 5% chez les individus
sains. Cependant, les preuves directes montrant le réle protecteur de ces cellules ont été
amenées dans des modeles murins d’infection qui ont permis de comprendre plus en détails
les mécanismes mis en jeu par les lymphocytes T y6 dans les réponses anti-virales.

a) Infections a herpesvirus
L'implication des lymphocytes T y6 dans I'immunité dirigée contre les infections
causées par des virus a ADN est clairement établie, particulierement pour les herpesvirus qui
mobilisent les lymphocytes T y& tant chez ’lhomme que chez les rongeurs.

° Chez la souris

Les études les plus abouties a I’heure actuelle concernent le HSV-1 qui est I'agent
infectieux responsable de I’herpés oral. Chez la souris, deux modeles d’infection a HSV-1
sont généralement utilisés : I'un consiste a injecter le virus dans le coussinet de la souris
alors que le second demande de scarifier une zone de la cornée de la souris et de déposer le
virus sur cette zone. Bien que ces deux modeles soient assez différents, ils ont tous deux mis
en évidence un rdle protecteur des lymphocytes T y6 contre le HSV-1 chez des souris BALB/c
puisque, méme en absence de lymphocytes T af, ils protegent les souris de la mort induite
par l'infection en limitant la réplication et/ou inhibant la neurovirulence du virus (Liu et al.,
1996)(Sciammas et al., 1997). Les lymphocytes T y6 sont retrouvés dans le ganglion
trigéminal (ou ganglion de Gasser) suite a linfection cornéenne, semblent exprimés
majoritairement les chalnes Vyl et Vy4, et produisent de I'IFNy (Sciammas et al,,
1997)(Kodukula et al., 1999). La réponse T yb observée semble étre polyclonale et
spécifiguement dirigée contre la glycoprotéine | du virus (Johnson et al., 1992)(Sciammas et
al., 1994)(Sciammas et al., 1997)(Sciammas et al., 1998). Ces éléments suggerent donc un
role antiviral direct des lymphocytes T y6 passant par la production de molécules anti-
virales.
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Quelques études montrent également une implication des lymphocytes T y& murins
contre le HSV-2. Dans une étude, I'infection intravaginale de souris C57BL/6 par le HSV-2
induit une expansion des lymphocytes T y6 intraépithéliaux et une production d’IFNy par ces
derniers qui protege les souris contre une infection léthale, la déplétion des lymphocytes T
v6 aboutissant a la mort des souris rapidement (Nishimura et al.,, 2004). Dans un modele
semblable, la production d’IL-17 par les lymphocytes T y6 intraéptihéliaux est néfaste et
participe a la pathologie |éthale associée a I'infection intravaginale par le HSV-2 (Kim et al.,
2012). Ces éléments mettent en évidence des rdles relativement antagonistes des
lymphocytes T yb selon les cytokines produites.

° Chez ’'homme

De maniére comparable a leurs homologues murins, les lymphocytes T y6 humains
semblent également mobilisés lors de I'infection a HSV-1. En effet, il est possible d’isoler a
partir de donneurs infectés par HSV-1 des cellules T y6 spécifiques du virus, pouvant lyser de
maniére spécifique et non restreinte par le CMH des cellules infectées par HSV-1 (Maccario
et al.,, 1993). En plus du HSV-1, la réponse antivirale des lymphocytes T y& humains a
également été étudiée pour trois autres herpesvirus : I'Epstein-Barr virus (EBV), I'Herpesvirus
humain 8 (HHV-8) et le Cytomégalovirus (CMV). Seules les réponses dirigées contre les deux
premiers virus mentionnés ci-dessus seront développées dans ce paragraphe, 'immunité T
v6 anti-CMV sera décrite plus en détail dans la partie Il de I'introduction.

L'EBV induit une expansion et une activation des lymphocytes T y6 V62Vy9 humains
dans le compartiment sanguin chez des individus atteints d’'une mononucléose induite par
I'EBV (De Paoli et al., 1990). Les lymphocytes T y6 V81" aussi s’amplifient au contact de
cellules lymphoblastoides B transformées par 'EBV ou de lignées cellulaires de lymphome de
Burkitt EBV' ou EBV"®® infectées in vitro par 'EBV (Orsini et al., 1993)(Hacker et al., 1992). De
plus, les lymphocytes T y6 V62Vy9 et V61" sont capables de lyser efficacement des cellules
lymphoblastoides B EBV" in vitro et le transfert adoptif de lymphocytes T V82Vy9 limite,
voire fait régresser, le développement de ces lignées tumorales chez des souris
immunodéficientes Rag2'/'yc'/' (Fujishima et al., 2007)(Xiang et al., 2014). Cependant, il n’est
pas encore défini si la réponse T y6 dans ce contexte infectieux est due a la reconnaissance
d’antigenes viraux ou d’antigenes cellulaires de stress et de ce fait, la capacité des
lymphocytes T y6 a reconnaitre directement I'EBV est encore débattue (Orsini et al.,
1994)(Héacker et al., 1992).

Le HHV-8 a été impliqué dans différents cancers plus ou moins aggressifs dont le
sarcome de Kaposi. Les seules données disponibles sur la réponse T y6 contre ce virus ont
été obtenues chez 'homme et montrent une augmentation dans le sang périphérique de la
proportion des lymphocytes T V81" parmi les cellules CD3" chez les individus infectés. Ces

neg

lymphocytes T V81" présentent un phénotype effecteur CD57'CD45R0™® et s’amplifient
suite a la reconnaissance de différentes protéines du HHV-8 comme la glycoprotéine B, les

protéines ORF65, ORF73 ou encore K8.1. Suite a une stimulation par coculture avec des
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cellules infectées par le HHV-8 ou juste par des protéines du virus, ces lymphocytes T V61"
produisent de I'lFNy qui a pour effet d’inhiber la propagation du virus in vitro en prévenant
la libération des particules virales infectieuses (Barcy et al., 2008).

D’un point de vue général, 'ensemble des études menées sur les herpesvirus montre
un role globalement protecteur des lymphocytes T y& que ce soit chez 'homme ou la souris,
qui semble majoritairement reposer sur la production d’IFNy et la lyse des cellules infectées.

b) Autres infections virales
Bien que l'implication des lymphocytes T y6 ait été montrée dans de nombreuses
infections virales chez I'"homme, la majorité des données obtenues a ce jour sur leurs
fonctions ont été obtenues chez la souris. Ici, deux modeles murins d’infection seront
développés car ils mettent en lumiere plusieurs éléments : (i) les lymphocytes T yé peuvent
avoir un réle direct vis-a-vis du virus, (ii) ils peuvent également étre a I'origine de la réponse
adaptative et (iii) différentes sous-populations T y& peuvent répondre contre I|'agent

pathogene et avoir des réles différents voir opposés.

Le West Nile Virus (WNV) est un flavivirus neurotropique pouvant infecter ’'homme
et la souris et déclencher dans ces hétes une encéphalite ou une méningite entre autres. Le
modele murin d’infection a WNV a montré que les lymphocytes T y6 peuvent initier
indirectement la réponse adaptative T CD4" et T CD8" en induisant la maturation des DC
(CD40'CD80'CD86'CMH de classe 1I'IL-12%) lors d’une primo-infection (Fang et al.,
2010)(Wang et al., 2006). lls peuvent également avoir un effet anti-viral direct, surtout la
sous-population Vy1*, en limitant la dissémination du virus dans le sang et le systéme
nerveux central par la production d’IFNy (Wang et al., 2003). L'effet anti-viral des
lymphocytes T y6 Vy1® est contre-balancé par un effet pathogénique inflammatoire de la
sous-population T Vy4" qui, en produisant du TNF-a, favorise I’entrée du virus dans le
cerveau en compromettant l'intégrité de la barriere hématoencéphalique (Welte et al.,
2008)(Wang et al., 2004). De plus, les lymphocytes T Vy4' régulent négativement la
prolifération des lymphocytes T y& Vy1" en produisant du TGF-B (Welte et al., 2011). Ces
résultats montrent que ces cellules, en plus de favoriser I'infection du cerveau par le WNV,
limitent I'expansion des lymphocytes T y8 Vy1' et diminuent certainement par ce mécanisme
leur action anti-virale. Ces données montrent que les lymphocytes T y6 peuvent jouer un
role dans l'initiation de la réponse adaptative et que les sous-populations T Vy1® et Vy4"
peuvent ne pas avoir les mémes fonctions voir se réguler entre elles.

La balance entre lymphocytes T y6 Vyl' et Vy4' a également été montrée dans
d’autres modeles murins comme le modele de myocardite induite par le coxsackievirus B3
(CVB3), ol ces cellules ne vont pas avoir un effet direct sur le virus mais vont jouer un role
fondamental dans I'activation de l'immunité adaptative et le développement de la
pathologie associée a I'infection. Dans ce modéle également, la sous-population Vy1® joue
un role bénéfique pour la souris en réduisant I'inflammation par une réponse de type Th2 et
donc les lésions cardiaques, alors qu’a linverse les lymphocytes T Vy4® favorisent
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I'inflammation par une réponse de type Thl et une lyse des myocytes infectés (Huber et al.,
1999)(Huber et al., 2000)(Huber et al., 2003). Cette réponse Th1 va orienter la réponse T aff
CD4" vers la production d’IFNy et favoriser I'activation des lymphocytes T a CD8" effecteurs
auto-immuns qui sont les principaux responsables de la myocardite (Huber et al., 2002).

3. Réles dans le cancer
a) Effets bénéfiques des lymphocytes T yé
. Chez la souris

De nombreuses études réalisées chez la souris sur les 15 dernieres années impliquent
clairement les lymphocytes T y& dans l'immunosurveillance anti-tumorale. En effet,
I'absence de ces cellules résulte en une augmentation du nombre de tumeurs chez des
souris traitées par des agents mutagénes ou chez les souris TRAMP développant
spontanément des cancers de la prostate, en comparaison aux souris controles WT (Girardi
et al., 2001)(Matsuda et al., 2001)(Liu et al., 2008). De plus, I'absence de lymphocytes T y&
favorise I’évolution d’un stade bénin de papillome vers un carcinome (Matsuda et al.,
2001)(Girardi et al., 2003). Il semble donc que les lymphocytes T y& murins soient capables
d’inhiber le développement tumoral et également de limiter la transition vers des formes
plus agressives de cancer. Cet effet anti-tumoral des lymphocytes T y& pourrait passer par
leur activité cytotoxique qui serait induite aprés une activation du TCR et/ou du NKG2D,
comme montré pour la reconnaissance de cellules de carcinome spinocellulaire par les
DETCs (Girardi et al., 2001). Les autres sous-populations T yd infiltrant les tumeurs, qu’elles
soient Vyl' ou Vy4', apparaissent comme source importante et précoce d’IFNy dans
plusieurs types de cancers comme des mélanomes (Gao et al., 2003)(Riond et al., 2009)(He
et al., 2010), ou de métastases pulmonaires (Paget et al., 2012), et peuvent parfois produire
en plus des molécules cytotoxiques comme la perforine ou les granzymes (Lanca et al.,
2013). Pour des tumeurs hématologiques comme le lymphome B, I'activité cytotoxique des
lymphocytes T y6 est un élément essentiel a I'élimination de la tumeur (Street et al., 2004).
On peut également mentionner un réle anti-tumoral plus indirect des lymphocytes T y& Vy4"
et/ou Vy6'. Suite a un traitement chimiothérapeutique par la doxorubicine, ces cellules
migrent au niveau de la tumeur et y sécretent de I'lL-17, cytokine qui va avoir un effet
attractant pour les lymphocytes T cytotoxiques conventionnels qui vont inhiber la croissance
tumorale (Ma et al., 2011). Les lymphocytes T y& murins peuvent donc jouer un role direct
dans la réponse anti-tumorale et avoir un effet indirect en favorisant le développement de la
réponse T adaptative.

° Chez ’'lhomme

Les lymphocytes T y6 humains semblent également impliqués dans la réponse anti-
tumorale et sont retrouvés parmi les lymphocytes T infiltrant les tumeurs (TIL) dans de
nombreux cas. Les cellules T V82" circulantes sont dirigées majoritairement contre des
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tumeurs hématologiques telles que les leucémies ou des lymphomes (Gertner-Dardenne et
al., 2012)(Gomes et al., 2010), alors les lymphocytes T V562" et surtout V81" sont souvent
impliqués dans |"élimination de cellules tumorales d’origine épithéliale comme des
carcinomes coliques, pulmonaires ou rénaux (Maeurer et al., 1996)(Choudhary et al.,
1995)(Groh et al., 1999). Dans certains cas, les lymphocytes T V62" et V62"*® peuvent aussi
reconnaitre et éliminer des tumeurs épithéliales ou hématologiques respectivement (Wrobel
et al., 2007)(Knight et al., 2012)(Siegers et al., 2011). De maniére comparable a la souris, la
réponse anti-tumorale des lymphocytes T y6 humains nécessite |’activation du TCR (Groh et
al., 1998) et/ou de molécules de costimulation comme le NKG2D (Corvaisier et al.,
2005)(Wrobel et al., 2007) ou le NKp30 (Correia et al., 2011). Cette activation induit la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IFNy ou du TNF-a (Groh et al.,
1999)(Halary et al., 2005), et peut également stimuler la fonction cytotoxique des
lymphocytes T y& (Maeurer et al., 1996).

Il semblerait donc que les TIL y& murins et humains participent a la réponse anti-
tumorale par des mécanismes comparables incluant la production d’IFNy, d’IL-17 ou de
molécules cytotoxiques selon le type de cancer et parfois le traitement thérapeutique
donné.

b) Effets néfastes
° Inhibition des réponses anti-tumorales

Les lymphocytes T y& humains et murins peuvent avoir une fonction pro-tumorale
grace a différents mécanismes. Dans un modéle murin de mélanome utilisant les cellules
B16, les lymphocytes T y6 infiltrent les tumeurs et peuvent jouer un réle régulateur en
inhibant I’activité des cellules immunitaires par la production d’IL-4, d’IL-10 ou de TGF-B (Seo
et al., 1998)(Seo et al., 1999)(Ke et al., 2003). De maniere intéressante, les sous-populations
T y8 peuvent se réguler entre elles. Dans le modéle de mélanome B16, les cellules T y& Vy1*
favorisent indirectement la croissance tumorale en inhibant I’expression du NKG2D, de I'lFNy
et de la perforine par les lymphocytes T y8 Vy4" nécessaires a leur activité anti-tumorale
(Hao et al., 2011)(He et al., 2010). Les lymphocytes T y& murins peuvent donc inhiber
I'immunité anti-tumorale en sécrétant des facteurs solubles comme I'lL-10 ou le TGF-B, mais
également en réprimant I'expression de molécules de costimulation comme le NKG2D.

L'activité immunosuppressive des lymphocytes T y& peut également jouer un role
important dans les cancers chez I'homme. C’est le cas dans le cancer du sein ou l'infiltration
des lymphocytes T y6 est un un facteur de mauvais pronostic associé positivement avec des
stades de développement avancés, a la présence de métastases dans les ganglions drainants
et un risque de rechute plus rapide (Ma et al., 2012). Deux autres études réalisées
également sur le cancer du sein montrent que les TIL y& sont majoritairement V61" et ont
une activité régulatrice pro-tumorale en induisant une immunosénescence touchant a la fois
les DCs (absence de maturation) et les lymphocytes T af naifs et effecteurs (inhibition de la
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prolifération et de la sécrétion d’IL-2) (Ye et al., 2013)(Peng et al., 2007). Cet effet régulateur
a été confirmé in vivo dans un modeéle murin de xénogreffe ou la co-injection de TIL y6 et de
lymphocytes T CD8" anti-tumoraux résulte en une inhibition de I'activité cytotoxique de ces
derniers et, de ce fait, a une croissance progressive de la tumeur (Peng et al., 2007). De plus,
les cellules T dont la sénescence a été induite par les TIL y& produisent, entre autres, de
fortes quantités d’IL-10 et de TGF-B de maniére plus modérée (Ye et al., 2013). Il se pourrait
donc que les cellules T sénescentes puissent également avoir des fonctions suppressives et
favoriser elles aussi la croissance tumorale.

° Cas particulier de I'lL-17

Dans le cancer et particulierement les carcinomes, les TIL y6 sont la source majeure
d’IL-17 et peuvent jouer un role pro-tumoral via la production de cette cytokine (Wakita et
al., 2010)(Carmi et al., 2011)(Rei et al., 2014)(Ma et al., 2014). Dans la plupart des cas, I'lL-17
sécrétée par les TIL y6 semble avoir un effet pro-tumoral indirect. L'une des propriétés
connues de I'lL-17 est sa capacité a promouvoir I'angiogenése. Chez la souris, la production
d’IL-17 est liée a la production des molécules pro-angiogéniques comme le Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) et I'angiopoiétine-2 dans deux modéles completement
différents de fibrosarcome et de cancer ovarien (Wakita et al., 2010)(Rei et al., 2014). Il est
probable qu’un mécanisme comparable soit mis en place chez 'homme, puisqu’il a été
montré que la présence de TIL y§ IL-17" corréle avec I'invasion lymphatique et vasculaire de
tumeurs colorectales, et que la présence de facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF est
associée a un mauvais pronostic dans des cas de carcinomes coliques (Liu et al., 2011). Les
lymphocytes T yb producteurs d’IL-17 peuvent également exercer leur activité pro-tumorale
en agissant sur les autres cellules immunitaires. L'IL-17 peut en effet induire une
immunosuppression locale en réduisant la capacité des CPAs a médier une réponse Thl,
augmenter le nombre de métastases et in fine diminuer la survie des souris dans un modele
de carcinome pulmonaire de Lewis (Carmi et al., 2011). La production d’IL-17 par les TIL y6
peut également recruter et activer des cellules immunosuppressives comme les cellules
myéloides suppressives (ou MDSC) sur le site tumoral, comme montré chez I'homme dans le
cancer colorectal (Wu et al.,, 2014), ou chez la souris dans un modele de carcinome
hépatocellulaire (Ma et al. 2014). L’IL-17 sécrétée semble dans ces différents contextes
stimuler les fonctions suppressives des MDSC (Ma et al., 2014), expliqguant probablement le
fait que l'infiltration des TIL y& IL-17" corréle positivement avec le stade de développement
tumoral et les caractéristiques clinicopathologiques associées (Wu et al., 2014).

4, Balance entre les lymphocytes T y6 Vy1* et Vy4* murins
Les études mentionnées et discutées précédemment sur le role des lymphocytes T y6
murins dans les infections, surtout virales, et le cancer mettent en évidence des
contributions fonctionnelles distinctes et parfois opposées des sous-populations T yd Vy1" et
Vy4'. Ces observations sont d’autant plus renforcées par le fait que cette opposition a
également été démontrée dans d’autres modeéles murins de maladie dont des modeles
d’allergie, comme le modele d’hyperréactivité bronchique induite par I'ovalbumine (Hahn et
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al., 2004), et de maladie auto-immune comme

I'encéphalomyélite auto-immune

expérimentale (Blink et al., 2014). Les différents modeles sont regroupés dans le tableau 2

ci-dessous.

Modéle Lymphocytes T yd vyl* Vy4'
i Pathogéniques ,
Infection a L. monocytogenes Protecteurs ;o s Pas d'effet
(résistance diminuée)
. . Pathogéniques
Infection au West Nile virus Protecteurs Protecteurs

Infection au RSV
Mpyocardite induite par le
Coxsackievirus B3
Uvéite autoimmune
expérimentale

Arthrite induite par le collagéne

Hyperréactivité bronchique
allergique
Réponse IgE primaire a
OVA/alum (vaccination)
Mélanome sous-cutané
Hyperréactivité bronchique
induite par 'ozone
Encéphalomyélite

expérimentale autoimmune

Carcinome hépatocellulaire

Pathogéniques

Protecteur

Pathogéniques

Variable

Variable

Variable

Protecteurs

Pathogéniques

Variable

Pathogéniques

Protecteurs (anti-

inflammatoires)

Pas d’effet

Pas d’effet

Pathogéniques

(proinflammatoires)

Catalyseurs

Pas d’effet

Pathogéniques

Protecteurs

(A encéphalite)

Pathogéniques
(proinflammatoires)

Pathogéniques
(proinflammatoires)

Pathogéniques
(proinflammatoires)

Pathogéniques
(proinflammatoires)

Protecteurs (anti-
inflammatoires)

Inhibiteurs

Protecteurs

Pas d’effet

Pathogéniques

Pathogéniques

Tableau 2- Contribution des sous-populations T y§ Vyl' et Vy4' murines 3 la_pathogenése et/ou a la
pathologie de différentes maladies.

21 : promotion de la pathologie mentionnée. Adapté de (Born et al., 2010)

Bien que l'opposition fonctionnelle des sous-populations T y&6 Vy1l™ et Vy4® soit
clairement établie, peu d’études ont été réalisées a I’heure actuelle pour déterminer quels
facteurs sont responsables des différences entre ces deux sous-populations. Une analyse
comparative des profils d’expression génique des lymphocytes T y& Vy1' et Vy4" spléniques
isolés de souris C57BL/6 a montré que ces sous-populations ont globalement des profils
similaires, avec une forte expression de plusieurs chimiokines (CCL-4, CCL-5) et récepteurs a
chimiokines (CCR2, CCR5 et CXCR3) et un haut niveau d’expression des cytokines IFNy, TNF-
o, TGF-B et IL-10 leur conférant a la fois des propriétés immunorégulatrices et
inflammatoires (Dong et al., 2014). Cette analyse a également mis en exergue quelques
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génes exprimés de maniére différentielle entre ces sous-populations : I'lL-4 et I'lL-5 sont
exprimées par la sous-population T y& Vy1' qui s’oriente donc plus vers la voie Th2 une fois
activée alors que la sous-population T y8 Vy4" exprime plus d’IL-17A et d’IL-17F et est plutét
orientée vers la voie Th17 (Figure 12). En plus de ces différences transcriptionnelles, il
semblerait que ces cellules n’utilisent pas les mémes TLR pour s’activer : les lymphocytes T
v Vy1' semblent é&tre plus sensibles a une stimulation par le TLR7 alors que les lymphocytes
T v8 Vy4" semblent plus s’activer suite & une stimulation du TLR2 et/ou 4 (Zhang et al.,
2014)(Zuo et al., 2012)(Roark et al., 2013). Bien que les lymphocytes T y& Vy1® et Vy4' se
distinguent par quelques caractéristiques, leurs fonctions communes et leur grande
variabilité contextuelle en font des cellules pouvant jouer un role bénéfique ou au contraire
néfaste pour I’hdte et il est donc particulierement difficile d’anticiper le role de ces sous-
populations dans un modele donné. Ces éléments illustrent bien le caractére plastique de
ces cellules discuté précédemment, et dont les fonctions sont régulées en périphérie pour
s’adapter a la situation pathologique rencontrée.

y1 v4

IFN-y  TNF-a

IL-10 TGF-B

Figure 12 - Cytokines sécrétées par les sous-populations lymphocytaires T y8 Vy1® et Vy4" murines.

Les deux sous-populations murines de lymphocytes T y6 produisent de I'lFNy, du TNF-a, du TGF-B et de I'IL-10.
Par contre, les lymphocytes T y6 Vy1® ont tendance a produire des cytokines de type Th2 comme I'IL-4 et I'IL-5
alors que les lymphocytes T y8 Vy4' produisent des cytokines de type Th17. Tiré de (Dong et al., 2014).

Il. Effets de I'infection a Cytomégalovirus (CMV) sur la réponse
immunitaire

A. Quelques caractéristiques du virus

Le CMV, ou HHV-5 est classé avec I'EBV et le HSV-1 au sein de la famille des
Herpesviridae (Tableau 3). Il appartient plus particulierement a la sous-famille des beta-
herpesvirinae. Le CMV tire son nom des modifications morphologiques des cellules qu’il
infecte qui deviennent particulierement larges ou « cytomégaliques », et présentent des
inclusions intracellulaires (Weller et al.,, 1960). Le CMV est retrouvé chez de nombreuses
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espéces incluant ’lhomme, les primates non-humains et les rongeurs. Les virus infectant ces
différents organismes partagent des génes en commun mais contiennent aussi des genes qui
sont spécifiques de I'hote infecté. De ce fait, I'éventail d’infection de chacun de ces virus est
réduit, et ces virus sont considérés comme étant des virus spécifiques d’espéce ayant co-
évolé avec leur(s) hote(s) pendant plusieurs millions d’années.

1. Génome et structure

Le cytomégalovirus humain (HCMV) est un virus a ADN bicaténaire linéaire de grande
taille (235 000 pb) contenant plus de 200 cadres de lecture et codant 165 génes, ce qui en
fait le virus herpétique avec le plus grand génome (Dolan et al., 2004). Parmi ces genes,
certains sont nécessaires pour la réplication méme du virus et/ou pour définir son tropisme
cellulaire (Dunn et al., 2003). Le CMV murin, ou MCMV, est semblable au HCMV avec un
ADN bicaténaire linéaire de 230 000 pb contenant environ 200 cadres de lecture prédits
(Rawlinson et al., 1996)(Brocchieri, 2005). La comparaison des virus humains et murins
montre qu’ils présentent 45,2% d’identité de séquence d’un point de vue génomique, et sur
I'ensemble des cadres de lecture du MCMV, 78 ont une identité importante au niveau
peptidique avec le HCMV (Rawlinson et al.,, 1996). Parmi les protéines conservées se
trouvent des protéines nécessaires a la réplication de I’ADN, a la maturation des virions ou a
leur conformation (Tableau 3).

Abbreviation
Herpesvirus B — Size (kb)
Common Formal
Alphaherpesvirinae
Simplexvirus
Herpes simplex virus type 1 HSV-1 HHV-1 152
Herpes simplex virus type 2 HSV-2 HHV-2 155
Varicellovirus
Varicella-zoster virus VZV HHV-3 125 . . . A A
Tableau 3- Classification des herpés virus humains
Betaherpesvirinae
Cytomegalovirus N
"HCMV HCMV — HHV-5 227-236 D’aprés (Crough and Khanna, 2009).

Roseolovirus
Human herpesvirus type 6 HHV-6 HHV-6 159-162
Human herpesvirus type 7 HHV-7 HHV-7 144-153

Gammaherpesvirinae
Lymphocryptovirus
EBV EBV HHV-4 172-173

Rhadinovirus
Human herpesvirus type 8 HHV-8 HHV-8 134-138

D’un point de vue structural, les virions humains et murins ont une taille comprise
entre 200 et 300 nanometres, sont sphériques et comprennent quatre éléments
morphologiques distincts : le core, la nucléocapside, le tégument et I'enveloppe (Figure 13).
Le core est une structure correspondant a I'association de I’ADN avec diverses protéines. Il
est contenu par une nucléocapside icosaédrique composée de 7 protéines: la smallest
capsid protein (MCMV, m48.2 ; HCMV, UL48-49), la minor protein capsid (MCMV, M85 ;
HCMV, pUL85), la major protein capsid (MCMV, M86 ; HCMV, pUL86), la minor capsid
binding protein (MCMV, M46 ; HCMV, pUL46) et d’'un complexe tri-moléculaire (Tableau
4)(Kattenhorn et al., 2004)(Varnum et al., 2004).
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Le tégument est une structure amorphe qui entoure la capside et jouant un role a la
fois structural et immunomodulateur, bien que les protéines qui le constituent ne soit ni
synthétisées ni exprimées a la surface cellulaire (Figure 13)(Varnum et al., 2004)(Crought and
Khanna, 2009). Le tégument du virus humain contient jusqu’a 25 protéines phosphorylées
(Gibson et al., 1996). Les génes codant les protéines humaines ont des homologues chez la
souris comme les protéines pp65 (ou UL83), UL32, UL99, UL82 et ppUL48 du HCMV avec
M83, M32, M99, M82 et M48 du MCMV respectivement (Tableau 4)(Rawlinson et al., 1996).

Membrane
Nucleocapsid

Figure 13- Schéma d’un virion de cytomégalovirus humain.

A/ Reconstitution tridimensionnelle d’une particule intacte icosaédrique de cytomégalovirus humain
(HCMV), vue selon un axe de symétrie triple. B/ Modeéle virtuel tridimensionnel montrant les
composants d’un virion du HCMV. gB : glycoprotéine B; gH : glycoprotéine H. D’apres (Gandhi and
Khanna, 2004).

L'enveloppe du HCMV et du MCMV est une membrane lipidique obtenue a partir des
membranes intracellulaires de la cellule hote a laquelle sont associées des glycoprotéines
virales. Le CMV codent un nombre important de glycoprotéines, comparativement aux
autres herpesvirus. La glycoprotéine majeure est la glycoprotéine B qui est un antigene
important contre lequel les lymphocytes B réagissent et une des protéines les mieux
conservée. Certaines protéines humaines semblent cependant ne pas avoir d’homologue
chez la souris comme la glycoprotéine gN.

ORF du MCMV ORFdu HCMV  Protéine codée

M25 UL25 Protéine du tégument

m25.2 us22 Protéine du tégument

M28 uL28 Inconnue

M31 UL31 Inconnue

M32 uL32 Protéine du tégument, pp150

M35 UL35 Protéine du tégument, famille UL25
M43 uL43 Protéine du tégument, famille US22
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ORFdu MCMV ORFdu HCMV  Protéine codée

M44 uL44 Facteur de processivité de I’ADN polymérase
M45 uL4s Ribonucléotide réductase

M46 UL46 Minor capsid binding protein

M47 uLa7 Protéine du tégument

M43 uL48 Large tegument protein

m48.2 UL48-49 Smallest capsid protein

M51 uLs1 Sous-unité de la terminase

M54 UL54 ADN polymérase

M55 uUL55 gB

M57 uLs7 Protéine de liaison a I’ADN simple brin
Me9 uLeo Transactivateur viral

M70 UL70 Sous-unité du complexe hélicase/primase
M71 UL71 Protéine du tégument

M72 UL72 Homologue de la dUTPase

M74 uL74 g0

M75 UL75 gH

M77 uL77 Pyruvoyl décarboxylase

M80 UL80 Assemblage/Protéase

M82 uLg2 Upper matrix phosphoprotein, pp71

M83 uLa3 Lower matrix phosphoprotein, pp83

M85 uL85 Minor capsid protein

M86 UL86 Major capsid protein

M87 uLs7 Inconnue

M88 uLsg Protéine du tégument

M4 uL94 Protéine du tégument

M95 UL95 Inconnue

M97 uLa7 Phosphotransférase

M98 uLog Nucléase alkaline

M99 UL99 Protéine du tégument, pp28

M100 UL100 gM

M102 UL102 Sous-unité du complexe hélicase/primase
M104 uL104 Protéine structurale

M105 UL105 Sous-unité du complexe hélicase/primase
M116 UL116 Inconnue

M121 uL121 Inconnue

Tableau 4- Protéines virales homologues détectées dans le HCMV et le MCMV.

Adapté de (Kattenhorn et al., 1996).



2. Cycle réplicatif

La réplication virale des herpesvirus suit une cascade trés organisée et régulée
nécessitant successivement I'expression des genes IE (Immediate Early), E (Early) et L (Late),
et ce schéma est suivi par le CMV (Figure 14). Le virus entre dans la cellule hote par un
mécanisme nécessitant en premier lieu une fixation aspécifique par I’héparan-sulfate, puis
les glycoprotéines virales vont interagir avec des récepteurs cellulaires et permettre I'entrée
dans la cellule par endocytose ou par fusion de I'enveloppe virale avec la membrane
cellulaire. Peu de récepteurs d’entrée du CMV sont formellement caractérisés a I’heure
actuelle, parmi lesquels on peut citer le récepteur au Platelet-derived growth factor-a
(PDGF-a) ou le DC-specific ICAM-grabbing nonintegrin (DC-SIGN) (Soroceanu et al.,
2008)(Halary et al., 2002). Les protéines du tégument sont alors libérées dans la cellule et la
capside transportée jusqu’a la membrane nucléaire afin de libérer I’ADN viral dans le noyau.
C’est a ce stade que la réplication virale débute par une phase de réplication trés précoce qui
est initiée dans les 2 premiéres heures post-infection par I'expression des génes immediate-
early. Les protéines IE produites, dont les protéines immediate-early protein 1 (IE1) et IE2,
sont des facteurs de transcription responsables de I'expression des genes viraux. La phase
précoce (early) a lieu dans les 24h suivant l'infection et mene a I'expression d’'une ADN
polymérase virale permettant la réplication du génome. Au cours de la phase tardive ou late
(L), les protéines structurales de la capside, du tégument et de I’enveloppe (dont la
glycoprotéine B ou gB) sont synthétisées et s’associent avec I’ADN viral néosynthétisé pour
former de nouveaux virions. Ces derniers sont libérés soit par une exocytose mobilisant le
réseau trans-golgien soit grace a la lyse des cellules.
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« Glycoproteins (virion) gl, gH and gB are conserved

« Genomic DNA (virion) Viral «Entry

« RNA structures (replication) | envelope | . Egress

« Other?

» Host evasion
= Cell-to-cell spread

Viral capsid L7 \ B - Viral dsDNA genome New progeny
: : virions
DNA genome f % -
«120-220kb o O Tegument proteins
« ~100 transcripts « Host RNA degradation
«47-71% GC content « Viral gene expression
« Conserved AT-rich + Host evasion i
regions (such as OriS) | [ Host cell activation

/ Capsid / Tegument proteins
Stimulation of viral
c?, > gene expression and
modulation of host cell

° °© o ~ -
o @ ° T
K Trans—Golgi% g

/7 > network Cﬁ—o@%

Vlral DNA o & v /I}}
& %/_'
Nucleus ///,
\ Immediate-early gene;/_ﬂ\

///
| Initial viral transcription /NN N/ & Late genes

1 and evasion of the host < \_4/. Structural
! immune system proteins
@ j==2

‘ Early genes
\ Host cell DNA synthesis /



Figure 14- Modéle de virions herpétigues et cycle de réplication lytique.

Les virions sont composés d’'un ADN double-brin, d’'une capside icosaédrique, d’une structure protéique
amorphe entourant la capside appelée tégument, et d’une enveloppe lipidique dérivée de I'appareil trans-
golgien de la cellule héte dans laquelle des glycoprotéines virales sont enchassées.

Les particules virales entrent la cellule par endocytose ou fusion de I'enveloppe virale avec la membrane
cellulaire. Les protéines du tégument sont libérées dans le cytoplasme et la capside transportée jusqu’a la
membrane nucléaire, ou I'ADN viral est relargué dans le noyau. La réplication est ensuite initiée par
I’expression des genes immediate-early qui codent des protéines responsables de |’expression des autres génes
viraux et de I"’évasion immune. S’en suit I'expression des protéines early, permettant la réplication du génome
viral, puis des protéines late, composant la capside, le tégument et les protéines de I'enveloppe. Les protéines
late vont s’associer avec I’ADN répliqué pour former de nouveaux virions qui sont libérés par exocytose ou lyse
de la cellule hote. D’apres (Paludan et al., 2011).

De maniére générale, le cycle réplicatif du virus nécessite au moins 48 a 72 heures
pour générer des particules infectieuses dans des fibroblastes chez ’lhomme. Chez la souris,
le cycle complet prend environ 30 a 36 heures (Schneider et al., 2008). Du fait de ce cycle
lent et de la capacité du CMV a établir une infection latente, le virus doit a la fois moduler la
cellule hote et échapper au systéeme immunitaire afin de terminer son cycle.

3. Tropisme, dissémination et latence

Le CMV a un tropisme trés large lui permettant d’infecter n‘importe quel organe et la
plupart des cellules hématopoiétiques, que ce soit chez ’'homme ou chez la souris. L'ADN du
virus a été détecté dans des types cellulaires trés variés comme les pneumocytes, les
hépatocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales, les stromales de la moélle osseuse,
les monocytes/macrophages ou encore les cellules dendritiques (Hanson et al., 1999)(lbanez
et al., 1991)(Sinzger et al., 1996)(Andrews et al., 2001)(Hsu et al., 2009)(Krmpotic et al.,
2003). Malgré ce tropisme particulierement étendu, la réplication du virus ne semble
pouvoir se faire que dans des cellules différenciées (Sissons et al., 2002). Par exemple, les
monocytes peuvent étre infectés mais la réplication virale y est généralement bloquée, alors
qgue les macrophages peuvent étre un site de réplication chez la souris et ’'homme (Figure
15)(Hanson et al., 1999)(lbanez et al., 1991). De maniére intéressante, les cellules immatures
comme les monocytes, ou les cellules permissives comme les cellules endothéliales
participent a la dissémination du virus dans I'organisme par voie hématogene (Smith et al.,
2004)(Crough and Khanna, 2009)(Daley-Bauer et al., 2014).

Le CMV, comme les autres virus herpétiques, persiste dans son hoéte soit en
maintenant une infection chronique a bas bruit soit en rentrant en phase de latence apres la
primo-infection. L'établissement de cette phase de latence est dépendante de |'expression
de différentes protéines virales comme par exemple UL138 chez 'homme (Petrucelli et al.,
2009). Il semblerait qu’elle soit caractérisée par la présence d’ADN et I'absence de particules
virales détectables (Sissons et al., 2002)(Sinclair, 2008)(Reddehase et al., 2002). Elle s’établit
dans les monocytes (Sinclair and Sissons, 1996), les cellules dendritiques (Reeves et al.,
2005), les cellules endothéliales et les cellules progénitrices CD34" de la moélle osseuse
(Figure 15)(Hahn et al., 1998). Au cours de cette phase de latence, le virus peut se réactiver
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périodiquement de manieére asymptomatique chez les individus immunocompétents.
Certains contextes, et particulierement ceux créant un environnement trés inflammatoire,
peuvent également induire une réactivation du virus comme une transplantation, une
infection, un stress (Reeves et al., 2011).

HCMYV Infection
(Bodily Fluids)

Epithelial Cells

Viral Replication
and Spread

Viral Replication
and Spread

Latency
Macrophages (Bone Marrow)
(Organ Tissue)

Monocytes
(Peripheral Blood)

l Differentiation and Migration |

Figure 15 - Modéle pour I'infection du CMV humain et pour sa dissemination chez I'héte.

Les cellules épithéliales de I’h6te sont infectées par le CMV contenu dans les fluides corporels. Le CMV se
réplique ensuite et infecte les monocytes du sang périphérique par un mécanisme inconnu. Comme suggéré
par la fleche rouge, I'infection primaire des monocytes induit leur différenciation en macrophages permissifs a
la réplication virale. Ces macrophages peuvent devenir des sites d’infection persistante dans les tissus de
I’'hote. Il est également suggéré que les macrophages induits par le CMV peuvent migrer dans la moélle
osseuse et y infecter des cellules progénitrices myéloides, qui sont considérées comme des sites de latence du
HCMV. D’aprés (Smith et al., 2004).

4. Pathologies associées au CMV
Chez les individus immunocompétents, l'infection a CMV est bénigne et
asymptomatique. Dans quelques cas, l'infection peut s’accompagner d’un syndrome
mononucléosique, avec de la fievre, une myalgie, une lymphadénopathie d'une
hépatomégalie (Gandhi and Khanna, 2004). En revanche, chez les sujets immunodéficients et
les enfants, l'infection peut causer un ensemble de dommages importants touchant de
nombreux organes et aboutir, dans les cas les plus graves, au déces de I'individu infecté.

Une partie des manifestations cliniques les plus importantes est observée chez les
nouveau-nés infectés pendant la grossesse, lorsque le foetus n’est pas perdu a cause de
I'infection (Griffiths and Baboonian, 1984). L’infection congénitale peut retarder la
croissance intra-utérine du foetus, déclencher une hépatite, mener a des défauts de
I'audition et/ou a des séquelles neurologiques telles que des microcéphalies ou des
désordres des neurones moteur supérieurs (Boppana et al., 1992). L'infection périnatale est
généralement asymptomatique mais quelques manifestations cliniques peuvent étre
observées sur une courte période comme des pneumonies ou des lymphadénopathies. Bien
gue le MCMV n’infecte pas in utero les embryons, I'infection des souris gestantes induit un
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retard de croissance du foetus, un poids réduits des nouveau-nés en comparaison a des
souris non infectées, et a une augmentation de la mortalité des foetus (Fitzgerald and
Shellam, 1991). L'infection des foetus par injection in utero ou I'injection intra-cérébrale des
nouveau-nés par le virus engendre des modifications similaires a celles observées lors d’'une
infection congénitale chez 'homme, menant a des encéphalites ou a des épendymites
nécrosantes entre autres (Lussier, 1975).

Chez les patients immunocompromis, comme les individus infectés par le HIV ou
transplantés, I'infection primaire ou la réactivation du virus peuvent se manifester par des
pneumonies, des hépatites, des myocardites, des rétinites, ou encore des adrénalites (pour
revue, voir (Crough and Khanna, 2009)). Ces pathologies sont également retrouvées chez la
souris dans des modeéles d'immunosuppression utilisant des souris immunodéficientes
(Reuter et al., 2004), ou de modeles induits par : (i) I'injection de cyclophosphamide (Shanley
et al., 1982), (ii) I'irradiation des souris (Reddehase et al., 1985) ou (iii) I'injection d’une dose
Iéthale de virus a des souris sensibles au CMV (Trgovcich et al., 2000).

Le modele murin d’infection a CMV récapitule globalement bien les différentes
pathologies associées a I'infection a HCMV comme résumé plus en détails dans le tableau 5
ci-dessous.
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Maladie humaine

Caractéristiques du modéle murin

Infection congénitale

Infection du systéme nerveux
central

Rétinite

Effet sur le développement de
l'oreille

Pneumonie interstitielle

Hépatite

Myocardite

Athérosclérose

Adrénalite

Défaut hématopoiétique

Pas d’infection transplacentale, mais défaut de croissance du feetus suite a I'infection
maternelle comparable a ce qui est observé chez I’lhomme. Linfection par le MCMV faite
de maniere artificielle affecte le développement du tube neural.

Non induit par infection congénitale. L'inoculation artificielle induit des microphtalmies
et une atrophie cérébrale des feetus. Linfection intracérébrale des nouveau-nés induit
une épendymite nécrosante, une encéphalite et une malformation cérébrale, comme
observé suite a une infection congénitale chez ’lhomme.

Linfection de souris nude ou SCID adultes, mais pas de souris « normales », résulte en
une infection du systéme nerveux central et une encéphalite.

Linduction d’une rétinite nécessite une infection directement en intra-oculaire. Une
nécrose focale progressive est observée et amplifiée par une déplétion des lymphocytes
T CD8*

La souris n'est pas un modele pour la perte d'audition due a l'infection congénitale
puisque l'infection a la naissance induit une périlabyrinthite, contrairement a l'infection
congénitale par le HCMV qui résulte en une endolabyrinthite.

Caractéristiques essentielles comparables a la maladie humaine; arrive apres
immunosuppression bien que la réplication virale ne soit qu’indirectement liée a la
pathologie. Les agents anti-viraux ne font que réduire la sévérité de la maladie. La
réponse T anti-virale est nécessaire au développement de la pathologie, mais
I'importance relative des lymphocytes T CD4* ou CD8" est controversée.

Ressemble a la maladie humaine. Chez I'adulte, le virus se réplique dans les hépatocytes.
Les foci inflammatoires sont majoritairement composés de cellules T; sont initiés par les
cellules NK, I'lFNy, MIP-1ca. Lors d’une infection |éthale, I'effet cytopathique direct du
virus est dominant. Les fortes quantités d’IFNy et de TNF-a peuvent avoir un role
cytotoxique.

Ressemble a la maladie humaine observée apres une transplantation cardiaque. Les
souris « normales » ont une inflammatoire cardiaque aigué et persistante médiée
majoritairement par les lymphocytes T CD8+ en présence de tres faibles quantités de
virus. La dose de virus et les facteurs génétiques de I'hOte influencent lissue de
I'infection. Les auto-anticorps induits par le MCMV et dirigés contre la myosine
cardiaque peuvent contribuer a la pathologie, bien qu’aucun paralléle n’est été fait chez
I'homme.

Le HCMV peut contribuer a la maladie en renforcant I'inflammation dans les vaisseaux
sanguins, en augmentant la migration des cellules musculaires lisses et en promouvant
leur prolifération. Le modéle murin a des caractéristiques similaires, mais il est
majoritairement utilisé pour des études mécanistiques avec des souris knockout .

Linfection des glandes surrénales de souris immunodéficientes ressemble a la nécrose
surrénalienne détectée chez les patients HIV/AIDS.

Ressemble aux effets du HCMV. Dans un modele d’irradiation et de reconstitution par de
la moelle osseuse autologue, I'injection de lymphocytes T CD8+ anti-viraux prévient ce
défaut d’hématopoiese et donne des bases pour de I'immunocytothérapie humaine. Le
MCMV empéche la reconstitution de la moelle en inhibant la production de cytokines
par les cellules stromales.

Tableau 5- Caractéristiques du MCMV en faisant un modéle pertinent de la maladie induite par le HCMV
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B. L'immunité anti-CMV

L'infection par les herpés virus élicite une réponse immunitaire impliquant a la fois
'immunité innée, avec un rble prépondérant des interférons de type | produits
majoritairement par les DCs et les cellules NK, et I'immunité adaptative mobilisant
majoritairement les lymphocytes T (Figure 16). L'infection par le CMV ne déroge pas a ce
schéma, que ce soit chez 'homme ou chez la souris. En effet, les études extensives menées
sur le modele murin d’infection a MCMV ont mis en évidence, en plus des similarités
mentionnées précédemment, de nombreux points communs entre les réponses

immunitaires dirigées contre le HCMV et le MCMV.
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Figure 16 — Réponse immunitaire dirigée contre le CMV.

Suite a une primo-infection, le CMV se réplique dans I'épithélium des muqueuses (A). Il se dissémine ensuite
aux cellules myéloides mononucléées dont les monocytes et les cellules progénitrices CD34" dans lesquels il
établit une infection latente (B). L’expression des genes viraux est réduite dans ces cellules, limitant leur
reconnaissance par les cellules immunitaires effectrices. La différenciation des monocytes infectés en
macrophages peut initier une réplication productive (C). Ces macrophages peuvent activer les lymphocytes T.
Les particules virales ou les corps denses associés au virus peuvent étre processés par les cellules
présentatrices d’antigénes professionnelles (soit les DCs), qui peuvent stimuler les lymphocytes T spécifiques
(D). L’activation des DCs induit également la production des cytokines capables d’activer I'immunité innée
comme les cellules NK (D). Les lymphocytes T et les cellules NK activés peuvent lyser directement les cellules
infectées par le virus ou bloquer la réplication virale en sécrétant des cytokines comme I'IFNy (E). Les cellules
présentatrices d’antigénes activent également les lymphocytes B qui vont contréler et neutraliser le virus
extracellulaire en produisant des anticorps spécifiques (F). D’aprés (Crough and Khanna, 2009).
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1. Réponse innée
La réponse immunitaire innée dirigée contre le CMV joue un role clé dans la
contention de l'infection virale. Cette réponse implique plusieurs partenaires cellulaires dont
le « dialogue » par des récepteurs innés aboutit a I'élimination des cellules infectées (Figure
17).
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Figure 17- Interactions entre les DC et les cellules NK au cours de l'infection a MCMV.

L'infection par le MCMV déclenche la production d’IFN de type | par les cellules dendritiques plasmacytoides
(pDC) par le TLR9 ainsi que la production d’autres cytokines, comme linterleukine-12, par les cellules
dendritiques via le TLR3 ainsi que la trans-présentation de I'IL-15 induite par les IFN de type I. L'IL-15 est
présentée aux cellules NK par la chaine a du récepteur a I'lL-15 exprimée a la surface des DC, induisant
I'activation des cellules NK. L’IL-12, en combinaison avec I'IlL-15 ou d’autres cytokines pro-inflammatoires,
stimule la sécrétion d’IFNy par les cellules NK. Environ la moitié des cellules NK présents chez la souris C57BL/6
expriment le récepteur Ly49H associé a DAP-12 et reconnaissent, par ce récepteur, la glycoprotéine virale
m157 qui est présente a la surface de cellules infectées par le MCMV. L’interaction entre le Ly49H des cellules
NK et le m157 des cellules infectées cause une prolifération importante des cellules NK Ly49H", stimule leur
activité cytotoxique et la sécrétion de cytokines. ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif.
D’aprés (Lanier, 2008).
a) Les cellules dendritiques

Les DC conventionnelles murines CD8a’ et CD11b’, leurs homologues humains
respectifs CD141" et CD1c’, et les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) jouent un rdle
fondamental dans la réponse anti-virale précoce et l'initiation des réponses immunitaires

innées et adaptatives dirigées contre le HCMV et le MCMV.

Ces cellules sont activées rapidement apres une infection par voie intrapéritonéale
de différentes souches de souris par le MCMV. Cette activation se fait grace aux TLR
endosomaux avec un role prépondérant du TLR9, reconnaissant les motifs CpG non méthylés
de I’ADN viral, et de 'adaptateur MyD88 (Krug et al., 2004)(Dedale et al., 2005). Les TLR7 et
TLR3, qui reconnaissent tous deux les ARN simple brin, peuvent également participer a
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I’activation des DC (viraux ou autres)(Figure 17)(Zucchini et al., 2008a)(Hokeness-Antonelli et
al., 2007)(Tabeta et al., 2004). Suite a cette activation, différents genes vont étre induits
dans tous les types cellules dendritiques et en particulier des genes associés a leur
maturation et des génes nécessaires a leur communication avec les lymphocytes T (Vu Manh
et al., 2013). Grace a I'expression de ce programme génétique commun, les cellules vont
maturer et acquérir un phénotype de CPA en augmentant I'expression a leur surface de
molécules de CMH de classe | et Il et de molécules de costimulation comme le CD86, le CD80
ou encore le CD40, tout en conservant leur lignage (Dalod et al., 2003)(Vu Manh et al.,
2013). Les DC conventionnelles CD11b* matures vont ensuite activer la réponse
lymphocytaire T ap CD4" par présentation d’antigénes viraux (Mathys et al., 2003)(Walton et
al., 2011), et les DC CD8a" vont activer les lymphocytes T CD8" par cross-présentation (Dalod
et al., 2003)(Busche et al.,, 2013). Les DC humaines semblent se comporter comme les
cellules murines puisqu’elles peuvent étre stimulées par différents TLR dont les TLR3, 7 et 9
et acquérir un phénotype de CPA post-stimulation (Loré et al., 2003)(Kvale et al., 2006). De
plus, les DC conventionnelles humaines, CD1c" et CD141%, peuvent présenter ou cross-
présenter des antigénes aux lymphocytes T af humains, respectivement (Kvale et al.,
2006)(Bachem et al., 2010)(Crozat et al., 2010)(Jongbloed et al., 2010).

En plus de leur capacité a présenter et cross-présenter des antigenes, les DC
conventionnelles et les pDC murines activées produisent des cytokines anti-virales, dont les
IFNa et B et I'lL-12. Les pDC sont les producteurs majeurs des IFNo/B et, dans une moindre
mesure, d’IL-12 dans la rate (Asselin-Paturel et al., 2001)(Dalod et al., 2002)(Dalod et al.,
2003)(Zucchini et al., 2008b), ainsi que dans le foie (Hokeness-Antenolli et al., 2007). Il en est
de méme chez 'homme avec les DC conventionnelles et les pDC circulantes qui, une fois
mises au contact du HCMV, produisent des IFN a/B et de I'lL-12 (Renneson et al.,
2009)(Kvale et al., 2006). La sécrétion précoce de ces cytokines va moduler la réponse des
cellules NK : en effet, les IFNa/B vont permettre leur survie via la trans-présentation de I'IL-
15 (Lucas et al., 2007), induire leur prolifération et leur fonction cytotoxique alors que I'lL-12
va stimuler leur production d’IFNy (Figure 17)(Orange et al., 1996a et b)(Nguyen et al.,
2002)(Swiecki et al., 2010). D’autres cytokines produites par les DC, et particulierement
I'lL18, ont également un role important sur la production d’IFNy par les cellules NK
(Andoniou et al., 2005)(Tyznik et al., 2014).

Il semble donc que les cellules dendritiques conventionnelles et plasmacytoides
murines et humaines s’activent par des voies comparables et répondent par des mécanismes
similaires a I'infection par le CMV de leurs hotes respectifs.

b) Les cellules NK
L'importance des cellules NK dans la réponse immunitaire dirigée contre le CMV est
connue depuis longtemps, que ce soit chez ’'homme (Biron et al., 1989), ou chez la souris
(Bukowski et al., 1983)(Bukowski et al., 1984).
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Chez la souris, la réponse NK semble se diviser en deux phases : une phase précoce
aspécifique et une phase plus tardive spécifique (Dokun et al., 2001). La phase précoce a lieu
dans les 2 premiers jours d’infection, avec un pic d’activation et de prolifération des cellules
NK a 36 heures post-infection. Lors de cette phase, les cellules NK suivent une cinétique
d’activation comparable a celle des DC conventionnelles et des pDC (Dalod et al., 2002).
Cette coordination est certainement due au fait que les cytokines produites par les cellules
dendritiques vont induire la sécrétion d’IFNy et/ou la cytotoxicité des cellules NK, qui sont
nécessaires aux cellules NK pour contréler le virus dans le foie et la rate des souris (Figure
17)(Tay and Welsh, 1997)(Loh et al., 2005).

Les études réalisées chez la souris sont faites sur des souches congéniques qui
présentent des différences au niveau du locus H-2. En infectant différentes souches, il a ainsi
pu étre montré que certains haplotypes H-2 conférent une susceptibilité importante vis-a-vis
du MCMV, le virus induisant une mort de ces souris méme a faible dose (Grundy et al.,
1981). Sur la base de cette sensibilité, les souches murines ont donc été classés comme
sensibles, par exemple les souris BALB/c, ou résistantes comme les souris C57BL/6. La
résistance de cette souche semble étre conférée par le géne Cmv-1 codant pour le récepteur
activateur Ly49H (Scalzo et al., 1992)(Brown et al., 2001)(Daniels et al., 2001)(Lee et al.,
2003). Ce récepteur reconnait la glycoprotéine virale m157 qui posséde une structure
similaire aux molécules de CMH de classe | et est exprimée rapidement post-infection
(Smith et al., 2002)(Arase et al., 2002). La reconnaissance de la protéine m157 par les
cellules NK Ly49H" est clairement montrée comme étant responsable de la protection de ces
souris puisque la délétion du géne m157 du MCMV ou celle du Ly49H des cellules NK
rendent les souris sensibles vis-a-vis du virus du fait de 'absence d’activation des cellules NK
(Bubic et al., 2004)(Fodil-Cornu et al., 2008), et a l'inverse, I'expression de la protéine Ly49H
chez des souris sensibles leur confére une résistance contre le MCMV (Lee et al., 2003).

Ces cellules NK Ly49H" sont maintenant connues pour leur fonction de cellules
« mémoires » : comme les lymphocytes T af, elles s’expandent lors de la phase primaire
d’infection grace a I'lL-12, subissent une phase de contraction, se maintiennent pendant
plusieurs mois et sont capables de s’expandre et de protéger de maniere trés efficace les
souris lors d’'une seconde infection (Sun et al., 2009)(Sun et al., 2012)(Min-Oo et al., 2014a).
De plus, ces cellules NK « mémoires » semblent relativement spécifiqgues du MCMV
puisqu’elles perdent leur capacité a répondre aux cytokines seules et ont besoin de lier la
protéine m157 pour s’activer (Min-Oo et al., 2014b). Le MCMV laisse donc une empreinte
importante dans le compartiment NK en ne sélectionnant que les cellules Ly49H".
Aujourd’hui, d’autres genes de résistance appartenant au locus des génes NK Ly49 ont été
mis en évidence comme le récepteur Ly49L des souris BALB.K qui reconnait la protéine virale
mO04/gp34 et semble protéger les souris contre le MCMV (Pyzik et al., 2011). Il reste a savoir
si ces NK peuvent également avoir une fonction mémoire de protection a long terme,
puisque seule la fonction mémoire des NK Ly49H" a été étudiée a ce jour.
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Il semblerait que les cellules NK humaines se comportent de maniéere similaire a leurs
homologues murins. En effet, elles ont également des propriétés anti-virales qui sont
induites par des cytokines produites par les DC et pDC comme I'lL-12 et I'IL-15. De plus,
I'infection par le HCMV sélectionne et amplifie uniquement les cellules NK CD57*'NKG2C*
certainement grace a une protéine virale qui n’est pas encore connue, ce qui est
relativement comparable a ce qui a été observé chez la souris avec les NK Ly49H" (Lopez-
Vergés et al., 2011). De plus, ces NK CD57"NKG2C" semblent é&tre induites spécifiquement
par le HCMV étant donné que l'infection par I'EBV ne résulte pas en une augmentation de la
proportion de NK présentant ce phénotype (Hendricks et al., 2014). Ainsi, la primo-infection
par les CMV humains et murins laisse une empreinte assez marquée dans le compartiment

cellulaire NK, modifiant a long terme ce compartiment.

Les études réalisées chez la souris ont montré que I'absence d’activation des cellules
NK dans certaines souches murines rend ces derniéres sensibles vis-a-vis du CMV, mettant
ainsi en exergue I'importance de ces cellules lors de I'infection. Cependant, ces cellules ne
suffisent pas pour protéger leur hote a long terme contre le virus.

2. Réponse adaptative

a) Réponse cellulaire médiée des lymphocytes T a8
La primo-infection par le CMV induit une réponse lymphocytaire T ap CD8" et CD4"
robuste qui est associée a la résolution de I'infection primaire aigué. Les lymphocytes T af§
ont un réle protecteur particulierement important chez les souris BALB/c puisque leur
absence mene a la mort de ces souris post-infection. Ces deux sous-populations ont des

réles bien distincts au cours de I'infection primaires et évoluent différemment a long terme.

3 Lymphocytes T CD8"

Le role essentiel des lymphocytes T af CD8" dans la réponse immunitaire dirigée
contre le CMV est connu depuis longtemps que ce soit chez 'homme ou chez la souris
(Riddell et al., 1992)(Reddehase et al., 1985)(Reddehase et al., 1988)(Krmpotic et al., 2003).
Ces cellules ont pour fonction majeure I’élimination des cellules infectées par leur activité
cytotoxique et la production de grandes quantités d’IFNy et de TNF-a (Gamadia et al.,
2003)(Pavic et al., 1993).

Les lymphocytes T aB CD8" semblent &tre majoritairement activés par cross-
présentation de peptides viraux par les CPA (Snyder et al., 2010)(Busche et al., 2013). De
nombreux peptides sont reconnus par les cellules T ap CD8" murins isolées de souris
C57BL/6, parmi lesquels certains peptides élicitent des réponses importantes comme par
exemple des peptides dérivés des protéines virales m139, m141 et M45, ce dernier étant
I’épitope dominant la réponse T af CD8" (Munks et al., 2006a). Chez les souris BALB/c, les
peptides reconnus sont différents de ceux engendrant une réponse T af CD8" chez les souris
C57BL/6, probablement parce que ces souris n’expriment pas les mémes molécules de CMH.
De maniére assez comparable, les lymphocytes T aB CD8" humains reconnaissent de
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nombreux peptides dérivés du CMV dont certains sont reconnus par les lymphocytes T de
plus de la moitié de la population étudiée, comme UL123 (IE1) et UL83 (pp65) (Sylwester et
al., 2005)(Kern et al., 2002). De maniére générale, environ 50% des ORFs du HCMV peuvent
&tre reconnus par les lymphocytes T ap CD8". Le CMV peut donc induire une réponse T of
CD8" robuste majoritairement dirigée par la reconnaissance d’antigénes immunodominants.

Lors de la phase aigué d’infection, la reconnaissance des peptides présentés
engendre une expansion des lymphocytes T afp CD8" qui est détectée dés 6 & 7 jours post-
infection chez la souris et environ 20 jours apres la primo-infection chez I’homme (Munks et
al., 2006b)(Sierro et al.,, 2005)(Gamadia et al., 2003). Lors de cette phase, tous les

low

lymphocytes T ap CD8" présentent un phénotype similaire activé CD62L°" pour les cellules
murines et CD45RO'CD27°CD28" pour les cellules humaines. Lors de la phase chronique de
I'infection, les lymphocytes T ap CD8" peuvent étre divisés en deux sous-populations : 1/ une
population dite centrale mémoire CD44"8"CD62L"E" ou CD45RA™ECD27" chez la souris ou
I’'homme, respectivement, et qui est maintenue a faible taux (Sierro et al., 2005)(Snyder et
al., 2008)(Karrer et al., 2003)(Gamadia et al., 2003), et 2/ une population caractérisée par un
fort potentiel cytotoxique et un phénotype effecteur mémoire cD44"e"cpe2L'Y pour les
cellules murines ou CD45RA'CD27"%® pour les cellules humaines dites TEMRA pour T
effecteur mémoire ré-exprimant le CD45RA (Karrer et al., 2003)(Wiesel et al., 2009)(Kuijpers
et al., 2003)(Gamadia et al., 2001). Les cellules humaines TEMRA sont considérées comme
étant caractéristiques de l'infection a CMV (Kuijpers et al., 2003). Chez les individus infectés,
la proportion des lymphocytes T af CD8" TEMRA augmente progressivement avec le temps
pouvant représenter jusqu’a 30% de la population T CD8" ap totale (Sylwester et al., 2005).
Ce phénomeéne, également observé chez la souris, est qualifié d’inflation de la mémoire et
pourrait étre d0 & une stimulation récurrente des lymphocytes T ap CD8" par des antigénes
viraux (Karrer et al., 2003)(Sierro et al., 2005).

L'infection a CMV crée de fortes modifications dans le compartiment lymphocytaire T
aB CD8" chez la souris comme chez I'homme, et laisse de ce fait une « empreinte »
caractéristique du virus.

3 L ymphocytes T CD4*

L'importance des lymphocytes T af CD4" est évidente dans le modéle murin
d’infection a CMV, dans lequel la déplétion a long terme de ces lymphocytes in vivo est
associée a une infection persistante dans les glandes salivaires, favorisant de ce fait la
transmission horizontale du virus (Jonjic et al.,, 1989). De plus, ces cellules peuvent
compenser I'absence ou l'inactivation des lymphocytes T ap CD8" et ainsi avoir un rdle
critique dans le contréle de la réplication virale lors de la primo-infection (Jonjic et al.,
1990)(Walton et al., 2011). L'importance des lymphocytes T ap CD4" a été mise en évidence
chez 'homme plus récemment : lors d’une primo-infection chez des individus transplantés,
I"apparition des lymphocytes T afp CD4" IFNy" spécifiques du CMV avant les lymphocytes T
CD8" spécifiques est corrélée a une infection asymptomatique, alors que chez les individus
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ayant une infection symptomatique et une réplication virale plus longue, leur apparition est
retardée (Gamadia et al., 2003). Ces éléments montrent que chez I’homme comme chez la
souris, les lymphocytes T ap CD4" sont nécessaires au contréle du CMV.

Certains lymphocytes T ap CD4" semblent avoir la méme spécificité antigénique que
les lymphocytes T ap CD8", que ce soit chez ’homme ou chez la souris. En effet, parmi les
peptides activant les lymphocytes T CD4" de souris C57BL/6 se trouvent des peptides des
protéines virales m139, m141 et M45 qui peuvent également étre reconnues par des
lymphocytes T CD8*, comme mentionné précédemment (Arens et al., 2008)(Munks et al.,
2006a). Chez ’'homme, 8 des 15 ORFs majeurs sont partagés par les lymphocytes T ap CD4"
et CD8" comme par exemple UL83 (pp65) (Sylwester et al., 2005)(Beninga et al., 1995)(Kern
et al., 2002). De nombreux autres épitopes du CMV ne sont reconnus que par les
lymphocytes T ap CD4", couvrant jusqu’a pratiquement 60% des ORFs du virus. Du fait de
cette immunogénicité importante, environ 4 a 6% de la population lymphocytaire T CD4" est
spécifigue du CMV chez les individus séropositifs et chez les souris infectées (Arens et al.,
2008)(Sylwester et al., 2005). Comme pour les lymphocytes T afp CD8", le CMV élicite une
réponse particulierement importante des lymphocytes T a CD4".

®me iour post-

Les lymphocytes T ap CD4" producteurs d’IFNy apparaissent dés le 8
infection chez la souris, et entre 7 et 10 jours aprés I'apparition de la virémie chez I'homme
(Arens et al., 2002)(Rentenaar et al., 2000). En phase chronique d’infection, ces cellules
présentent un phénotype effecteur mémoire CD44"8"CD62L°Y ou CD45RO*CD27"#
(Rentenaar et al., 2000). Parmi les lymphocytes T ap CD4" humains spécifiques du CMV, une

"®® normalement rare, est trouvée en fortes proportions chez les

sous-population CD28
individus séropositifs (van Leeuwen et al., 2004). Ces cellules particulieres produisent de
I'IFNy et du TNF-a, et peuvent avoir une activité cytotoxique vis-a-vis de cellules exprimant

des peptides du CMV in vitro (van Leeuwen et al., 2004)(Casazza et al., 2006).

En plus de leur fonction anti-virale liée a la production de cytokines anti-virales
(Davignon et al., 1996), les lymphocytes T ap CD4" participent également a la mise en place
des réponses lymphocytaires B et T ap CD8". En effet, des souris BALB/c déplétées a long
terme en lymphocytes T aB CD4" ne présentent que peu, voire pas d’anticorps anti-CMV en
comparaison a des souris non déplétées qui ont un titre d’anticorps spécifiques du virus
élevé (Jonjic et al., 1989). Ces résultats montrent clairement un réle des lymphocytes T aff
CD4" dans la mise en place de la réponse humorale anti-CMV. De méme, leur absence chez
des individus recevant une thérapie cellulaire T aB CD8" réduit 'activité cytotoxique de ces
derniers suggérant qu’une des fonctions des lymphocytes T aB CD4" est nécessaire a
I’établissement d’une réponse T ap CD8" efficace (Walter et al., 1995).

Les lymphocytes T ap CD4" font donc partie intégrante de I'immunité dirigée contre
le CMV chez ’'homme et chez la souris, exercant a la fois une activité anti-virale directe par la
production de cytokines et parfois une activité cytotoxique, et une activité indirecte en
aidant les autres effecteurs adaptatifs.
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b) Réponse humorale des lymphocytes B

La réponse humorale médiée par les anticorps n’est pas essentielle pour la résolution
de l'infection primaire et ne prévient pas la transmission horizontale du virus chez la souris,
bien que des anticorps dirigés contre le MCMV soient détectés deés le jour 7 post-infection
dans le sérum de souris immunocompétentes. En effet, 'absence des lymphocytes B n’influe
en rien sur la cinétique d’élimination du virus dans les glandes salivaires lors d’'une primo-
infection, puisque celle-ci est la méme chez des souris déficientes en lymphocytes B et des
souris contréle immunocompétentes (Jonjic et al., 1994). Par contre, les lymphocytes B et
plus particulierement les anticorps dirigés contre le CMV ont un rdle important dans la
neutralisation du virus dans les phases de réactivation virale, limitant ainsi sa dissémination
(Jonjic et al., 1994). En effet, aprés I'induction d’une réactivation du MCMV, la présence
d’anticorps spécifiques anti-CMV permet de diminuer de maniére non négligeable (facteur
100 a 1000) la quantité de particules virales infectieuses dans les organes des souris
immunocompétentes en comparaison aux souris déficientes en lymphocytes B. D’autre part,
le transfert adoptif de lymphocytes B mémaoires isolés de souris C57BL/6 immunisées a des
souris RAG1”" déficientes en lymphocytes T et B protege ces dernieres de la mort induite par
le MCMV, laissant transparaitre un rble essentiel des anticorps dans ce contexte
d’'immunodéficience (Klenovsek et al.,, 2007). La preuve directe de l'importance des
anticorps a été apportée par l'injection de sérum de souris immunisées a des souriceaux ou
des souris immunodéficientes, qui permet de réduire la charge virale et les dommages liés
au virus contrairement a un sérum contréle (Klenovsek et al., 2007)(Cekinovic et al., 2008).

Chez I'homme, des 1gG anti-CMV sont détectées dans le sang d’individus primo-
infectés environ 15 a 17 jours apres la détection d’une virémie (Gamadia et al., 2003). Ces
anticorps reconnaissent majoritairement la protéine gB (40-70% des anticorps), bien que
d’autres protéines virales puissent étre ciblées (Britt et al., 1990)(Rasmussen et al., 1991).
L'importance de la réponse humorale a également été démontrée chez ’lhomme dans le cas
d’infections congénitales, lors desquelles les femmes enceintes infectées et ayant développé
des 1gG anti-CMV suffisamment afins transmettent dans une moindre mesure l'infection au
foetus que les femmes non immunisées (Stagno et al., 1986)(Schleiss, 2013).

Les lymphocytes B sont donc des acteurs de la réponse anti-virale dirigée contre le
CMV. Leur réle n’est pas de contréler le virus dans la phase aigué d’infection mais de limiter
la dissémination du CMV au cours des phases de réactivation, et de neutraliser le
rapidement lors d’une infection secondaire. De ce fait, les lymphocytes B ont un réle un peu
a part par rapport aux autres acteurs immunitaires décrits précédemment.

C. Mécanismes d’échappement du CMV

Le HCMV et le MCMV ont coévolué pendant des milliers d’années avec leur hote
respectif, et cette coévolution a généré un équilibre grace auquel le virus peut persister a vie
chez son héte. A cette fin, les CMV ont développé de nombreux mécanismes d’échappement
immunitaire d’ou leur qualification de « maitres » de I’évasion. Les différents mécanismes
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mis en place par ces virus affectent globalement I'ensemble des cellules immunitaires,
induisant une perte d’efficacité globale de I'immunité anti-virale. Seuls certains de ces
mécanismes seront développés dans le but d’illustrer I’éventail large de protéines d’évasion
codées par le génome du MCMV et du HCMV.

Les CMV sont capables de bloquer la présentation antigénique par les DC
conventionnelles, par exemple grace a |'expression dans les cellules infectées de protéines
virales interférant avec la présentation d’antigénes (Lemmermann et al., 2012)(Lu et al.,
2006), ou par la production d’IL-10 d’origine virale chez I’'homme ou d’origine cellulaire chez
la souris (Chang et al., 2004)(Redpath et al., 1999). Ils peuvent également empécher la
production d’IFN de type | par les pDC humaines et les DC myéloides murines (Chang et al.,
2009)(Doring et al., 2014).

Le HCMV et le MCMV peuvent également affecter de maniere relativement
comparable I'activation des lymphocytes T a3 et plus particulierement, des lymphocytes T
aP CD8". En effet, ces virus codent pour des protéines virales capables d’interférer avec les
différents processus nécessaires a la présentation antigénique par les molécules de CMH de
classe I, comme la protéine US11 du HCMV et les protéines m04, m06 et m152 du MCMV
(Jones et al., 1995)(Wagner et al., 2002). De maniére générale, ces protéines peuvent inhiber
la réponse T CD8" en (i) induisant la dégradation des chaines produites et (ii) en inhibant le
chargement des peptides par inhibition des transporteurs d’antigénes ou du protéasome.
Ces différents mécanismes sont représentés dans la figure 18.

L'inhibition de ces molécules de CMH de classe devrait résulter en une activation des
cellules NK du fait de I'absence de signaux inhibiteurs donnés par la fixation d’une molécule
de CMH sur un récepteur NK inhibiteur comme le complexe CD94-NKG2A. Afin d’éviter
I'activation de ces cellules, le HCMV a mis en place un mécanisme de compensation en
codant la protéine UL40 qui va servir de peptide pour la molécule HLA-E et ainsi permettre
son expression. Cette protéine virale est surexprimée a la surface des cellules infectées et va
pouvoir interagir avec le récepteur NK inhibiteur CD94-NKG2A. Cette interaction aboutie a
I'inhibition de I'activité cytotoxique des cellules NK (Figure 18)(Tomasec et al., 2000).

En plus de coder des protéines capables d’activer des récepteurs inhibiteurs des
cellules NK, le HCMV produit également des molécules capables d’induire la dégradation de
ligands des récepteurs activateurs comme MICA chez ’lhomme ou Rae-1 chez la souris qui
sont tous deux reconnus par le NKG2D. Ces molécules sont ciblées par les protéines US18 et
US20 du HCMV ou par la protéine m152 du MCMV qui vont inhiber leur expression en
surface (Fielding et al., 2014)(Krmpotic et al., 2002). Il a également été reporté récemment
que l'allele MICA*008, jusqu’a présent considéré comme conférant un avantage aux cellules
NK humaines puisque résistant face aux mécanismes d’évasion mis en place par le CMV,
peut étre ciblé par la protéine virale US9 et induire sa dégradation par le protéasome (Seidel
et al., 2015).
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Figure 18- Protéines du MCMV et du HCMV affectant la reconnaissance des cellules infectées par les cellules
NK.

Les CMV peuvent interférer avec la présentation des CMH de classe | et ainsi empécher I'activation des
lymphocytes T ap CD8". Les protéines virales murines m04, m06 et m152 inhibent I'expression des CMH de
classe | a la surface des cellules infectées par un processus complexe qui differe selon les alleéles présents chez
I’hote. La protéine m04 peut étre exprimée en surface complexée a des molécules de CMH de classe |, mais la
maniére dont cette association influence la reconnaissance des molécules de CMH par les cellules NK et les
lymphocytes T n’est pas connue. Le HCMV bloque également I'expression des molécules de CMH de classe | par
exemple en exprimant la protéine virale humaine US11 qui interagit avec la chaine lourde des CMH, complexée
ou non avec la B2-microglobuline, et induit leur dégradation. Le HCMV et le MCMV codent également des
protéines pouvant inhiber la réponse NK. L’absence des CMH de classe | pouvant induire I'activation des
cellules NK, le HCMV code pour la protéine UL40 qui fournit un peptide leader pouvant se lier au HLA-E et
permettre son expression a la surface des cellules infectées.Cette molécule est reconnue par les cellules NK
grace au récepteur inhibiteur NKG2A/CD94 dont I'activation va empécher la lyse des cellules infectées. En plus
d’induire I'expression de molécules fixant les récepteurs NK inhibiteurs, les virus codent pour des protéines
empéchant I'expression des ligands des récepteurs NK activateurs. Le MCMV code pour la protéine m152 qui
cible les CMH de classe | et Rae-1 et induit leur dégradation ; le HCMV code de nombreuses protéines bloquant
I’expression de MICA. Des protéines du HCMV découvertes récemment, comme US9, sont capables de cibler
certains alleles de MICA présentant un domaine intracytoplasmique tronqué comme MICA*008 et induire leur
dégradation. D’aprés (Lanier, 2008).

lll.  Place des lymphocytes T yé dans la réponse immunitaire dirigée contre
le CMV

Du fait de leurs caractéristiques partagées a la fois avec I'immunité innée et
I'immunité adaptative et de leur reconnaissance antigénique singuliére en comparaison aux
lymphocytes T conventionnels, les lymphocytes T yd pourraient avoir un réle particulier dans
I'infection a CMV et/ou compenser I'absence ou le défaut d’activation des autres cellules
immunitaires. Leur implication dans la réponse immunitaire dirigée contre le CMV a été mise
en évidence depuis plus de 15 ans par des études réalisées au laboratoire chez des patients
transplantés rénaux. Chez ces individus greffés et immunosupprimés, I'infection a CMV
aboutie a une augmentation en proportion et en nombre des lymphocytes T y6 dans le
compartiment sanguin (Déchanet et al., 1999a), et cette expansion est maintenue a long
terme (>1 an) (Déchanet et al., 1999b). Le CMV est le seul facteur significativement corrélé a
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I’expansion des lymphocytes T y6, d’autres virus comme le HSV, I'EBV ou linfluenza
n’entrainant pas une telle augmentation. Depuis lors, I'expansion de ces lymphocytes post-
infection a CMV a été montrée dans de nombreux autres contextes comme chez des
individus ayant recu des greffes d’organes solides (foie, coeur, poumons, intestin gréle)(Puig-
Pey et al.,, 2010)(Couzi et al.,, 2010), des receveurs de cellules souches allogéniques
réactivant le virus (Knight et al., 2010)(Scheper et al., 2013)(Prinz et al., 2013b), des femmes
enceintes et des feetus (Fornara et al.,, 2011)(Vermijlen et al., 2010), des enfants
immunodéficients atteints de déficits immunitaires combinés séveres (SCID) (Ehl et al.,
2005)(de Villartay et al., 2005). L’expansion des lymphocytes T y6 a également lieu chez des
individus sains séropositifs (Knight et al., 2010)(Pitard et al., 2008). De maniere intéressante,
I’expansion des lymphocytes T yb est corrélée a la résolution de I'infection chez les patients
transplantés rénaux et un délai court entre I'infection et I'expansion des lymphocytes est lié
a une infection moins intense et moins longue (Lafarge et al., 2001). Ces éléments mettent
en exergue le lien étroit existant entre le CMV et les lymphocytes T yd et suggérent un role
anti-viral de ces cellules.

D’autres éléments confortent I'idée que les lymphocytes T y6 font partie intégrante
de la réponse immunitaire dirigée contre le CMV, et plus particulierement de la réponse
adaptative. En effet, les lymphocytes T y6 et les lymphocytes T aB CD8" ont des cinétiques
d’expansion comparables chez les patients transplantés rénaux et les femmes enceintes
infectés (Couzi et al., 2009)(Fornara et al., 2011). Les lymphocytes T yb isolés de patients
transplantés rénaux infectés par le CMV s’amplifient in vitro au contact de virus opsonisés ou
de lysats de fibroblastes infectés. Cette expansion est la conséquence d’une reconnaissance
spécifique et TCR-dépendante du CMV puisque (i) I'ajout d’un anticorps bloquant anti-TCRy6
bloque cette prolifération, et (ii) aucune expansion n’est observée en présence de lysats de
fibroblastes infectés par le HSV (Déchanet et al., 1999b). De plus, I'infection a CMV induit un
remodelage et une restriction du répertoire T aBf CD8" mais aussi T y6 en favorisant
I'expansion de Ilymphocytes T spécifiques. Les lymphocytes T y& amplifiés font
majoritairement partie de la sous-population V82" (V61*, V63" et V65') et présentent un
répertoire oligoclonal voir, chez certains individus, monoclonal, suggérant une sélection
antigénique de ces lymphocytes (Déchanet et al., 1999b)(Knight et al., 2010)(Vermijlen et al.,
2010)(Pitard et al., 2008). Les lymphocytes T y6 V82" amplifiés par le CMV sont activés
(CD69'HLA-DR") et ont un phénotype TEMRA CD27"8CD45RA'CCR7"%, phénotype
caractéristique des lymphocytes T CD8" spécifiques du CMV (Figure 19) (Déchanet et al.,
1999b)(Pitard et al., 2008)(Couzi et al., 2009).
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Figure 19 — Phénotype des

CMV-specific CMV-induced lymphocytes T aB CD8" spécifiques
aff CD8+T cells Vo2ree y6 T cells
du CMV et des lymphocytes T y6
V62" induits par le CMV.
TCRys
Sbss. CD45RA+ cD27- \f CD45RA+ Les deux sous-populations
cD2s- Perforin+ CD28- Perforin+ lymphocytaires induites  par
CCR7- | Granzyme+ CCR7- Granzyme+ I'infection a CMV présentent un
coéaL- 1(59.:“0 r——— couL, ‘:‘1?:" NKG2D+ phénotype effecteur/mémoire
coi2r- o cos. QT cpiss+ TEMRA (CD27"%CD45RA’) similaire
NKG2A+ " . . . .
NRGaC — NKP8O+ a I'exception de certains récepteurs
CDI58- CD57+ CD9%4- o .
NK et du CD16. Tiré de (Couzi et al.,
CDIlé6

2015).

Les lymphocytes T y& exercent leur activité anti-virale par différents mécanismes qui
sont également partagés avec les lymphocytes T apf CD8". Une fois mis au contact de
fibroblastes infectés in vitro par le CMV, les lymphocytes T y6 vont avoir une activité
cytotoxique vis-a-vis de ces cellules. Cette cytotoxicité peut étre due a une production
importante de TNF-a (Halary et al., 2005), et/ou par la production de molécules cytotoxiques
comme la perforine et le granzyme qui vont lyser directement les cellules infectées (Figure
19)(Vermijlen et al., 2010)(Knight et al., 2010)(Prinz et al., 2013b)(Halary et al., 2005)(Couzi
et al., 2012). En plus de cette activité, les lymphocytes T y& peuvent également produire
d’autres cytokines anti-virales et en particulier de I'lFNy (Scheper et al., 2013)(Knight et al.,
2010)(Vermijlen et al., 2010)(Couzi et al., 2012). Grace a cette cytokine, ils sont capables de
limiter la propagation du virus in vitro (Halary et al.,, 2005). Ainsi, les lymphocytes T y&
peuvent controler le virus par des mécanismes comparables aux lymphocytes T af.

Ainsi, de nombreuses caractéristiques des lymphocytes T y6 induits par I'infection a
CMV sont partagées avec les lymphocytes T aB CD8" spécifiques du virus. Cependant, les
lymphocytes T yb expriment un panel de récepteurs NK quelque peu différent de celui des
lymphocytes T af CD8" puisqu’ils sont NKG2D*, NKp80*, CD158" et NKG2A/CD94"*® (Figure
19)(Déchanet et al., 1999b)(Couzi et al., 2009). Une autre différence vient de I'expression du
CD16 ou FcyRIIIA, récepteur de faible affinité au fragment constant des Ig de type G (IgG), a
la surface des lymphocytes T y6 activés (Figure 19). Ce récepteur est absent a la surface des
lymphocytes T o et y& en conditions physiologiques mais son expression au cours de
I'infection permet aux lymphocytes T y6 V562" de s’activer et de produire de I'IFNy en
présence de virus opsonisés par des IgG sans activation préalable du TCR (Couzi et al., 2012).
Enfin, I'infection a CMV induit a la surface des cellules cibles I'expression de ligands (comme
I’'EPCR) et de molécules de costimulation (comme ICAM-1) reconnus par les lymphocytes T
v V82" qui sont bien distincts de ceux reconnus par les lymphocytes T af CD8" (Willcox et
al., 2012). Cette spécificité antigénique particuliere permettrait aux lymphocytes T y6 de
reconnaitre les cellules infectées alors que les mécanismes d’échappement mis en place par
le virus vont empécher I'activation des lymphocytes T af. Ces éléments suggerent donc un

neg

réle des lymphocytes T y6 V62™° partiellement redondant avec celui des lymphocytes T af§
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au cours de l'infection a CMV, mais leurs caractéristiques singuliéres d’activation en font des
acteurs particulierement importants dans des contextes ou la réponse T aff est compromise.

IV. Effet de l'infection a CMV sur le cancer
A. Infections virales et cancer

1. Le cancer : nature et caractéristiques de la pathologie
Le terme général de « cancer » s’applique a un grand ensemble de maladies pouvant
toucher n’importe quel tissu de I'organisme. C'est une cause majeure de morbidité et de
mortalité dans le monde, touchant environ 14 millions d’individus et étant responsable de
8,2 millions de déces en 2012. Les principaux types de cancers développés sont le cancer du
poumon (1,59 millions de déces), le cancer du foie (745 000 déces) et le cancer de I'estomac
(723 000 déces) selon les chiffres de I’Organisation Mondiale de la Santé OMS.

Le cancer est causé par des cellules anormales qui se multiplient de maniére
anarchique et envahissent I'organisme. Le développement de cette maladie, ou
carcinogéneése, est un processus se faisant en plusieurs étapes lors duquel les cellules vont
progressivement acquérir toutes les caractéristiques ou « hallmarks » de cellules
malignes/tumorales (Vogelstein and Kinzler, 1993). Cette transformation est le résultat
d’une accumulation d’altérations somatiques causée par des mutations spontanées ou des
mutations dues a |’exposition a des agents carcinogenes de nature variée (chimique,
biologique, etc.) (Bishop, 1991). La prévalence de ces mutations somatiques est trés variable
entre différents types de cancer, allant d’environ 0,001 mutation par mégabase (Mb) d’ADN
a plus de 400 par Mb. Cette diversité confére a chaque type de cancer une signature
mutationnelle propre (Alexandrov et al., 2013).
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signaling suppressors
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Malgré cette diversité au niveau génomique, la plupart des cellules malignes
partageraient 10 caractéristiques selon le principe révisé en 2011 par Douglas Hanahan et
Robert A. Weinberg (Figure 20) (Hanahan and Weinberg, 2000)(Hanahan and Weinberg,
2011). Cependant, les cellules tumorales présentent dans les tumeurs peuvent étre trés
hétérogenes selon la ou les cellules initiatrices et pourraient donc ne pas présenter les
mémes caractéristiques (Marusyk and Polyak, 2010). De plus, les tumeurs comprennent
également divers types de cellules non-transformées indispensables a la progression du
cancer. On peut par exemple mentionner les cellules endothéliales nécessaires a la
vascularisation des tumeurs solides ou encore les cellules immunitaires inflammatoires qui
générent un microenvironnement favorable au développement de certains types de cancers
(Hanahan and Weinberg, 2011). En prenant en compte cette complexité, les 10
caractéristiques mentionnées semblent plus s’appliquer au cancer en général qu’aux cellules
tumorales elles-mémes (Floor et al., 2012).

2. Les virus oncogéniques

Bien que le potentiel oncogénique de certains virus a été clairement prouvé depuis la
découverte du lien entre I'Epstein-Barr virus (EBV) et le lymphome de Burkitt, il reste
cependant difficile d’identifier un virus comme un facteur causant un cancer chez ’homme.
Ces difficultés proviennent de plusieurs éléments : (i) le cancer se développe rarement lors
de la phase aigué d’infection mais plusieurs années voir plusieurs décennies apres, (ii) le plus
souvent, les cellules tumorales ne produisent pas de particules virales infectieuses, (iii) la
plupart des virus liés a des cancers sont particulierement fréquents dans la population
générale et, (iv) certains virus n’agissent que comme des carcinogenes indirects sans que
leur génome ne persiste dans les cellules cancéreuses infectées (zur Hausen, 2009). Malgré
ces difficultés, plusieurs virus sont connus aujourd’hui pour leurs propriétés oncogéniques et
a I’échelle mondiale, approximativement 12% des cancers humains ont été montrés comme
résultants d’une infection par un virus oncogénique en 2008 (de Martel et al., 2012).

Les cancers viro-induits présentent trois caractéristiques communes :

- Les oncovirus sont nécessaires mais pas suffisants pour induire le développement de
ces cancers, ce qui expligue que lincidence des cancers soit trés nettement
inférieure a la prévalence des virus oncogéniques dans la population,

- Le cancer ne survient que plusieurs années apres l'infection aigué et uniquement
dans un contexte d’infection persistante,

- Le systéme immunitaire peut jouer un réle délétére ou protecteur selon le type de
cancer, certains se développant dans un contexte immunosupprimé alors que
d’autres apparaissent dans un contexte inflammatoire chronique (Mesri et al., 2014).

Les virus oncogéniques sont de types trés divers tout comme la nature des cancers
induits. Les virus clairement établis a I’heure actuelle comme étant les virus oncogéniques
majeurs chez I’homme sont les virus de I’hépatite B (HBV) et de I'hépatite C (HCV) qui sont
tous deux responsables de carcinomes hépatocellulaires (HCC), le virus T-lymphotropique
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humain 1 (HTLV-1) causant des leucémies et des lymphomes, les papillomavirus humains
(HPV) pouvant induire la formation de cancers de la téte et du cou ou des carcinomes
cervicaux, le Kaposi’s sarcoma herpesvirus (KSHV) ou Human herpes virus 8 (HHV-8) qui
induit le développement du sarcome de Kaposi, et I'EBV qui déclenche plusieurs types de
cancers dont le lymphome de Burkitt. Tous ces virus déclenchent des changements dans les
cellules infectées induisant I'acquisition de plusieurs caractéristiques cancéreuses décrites
précédemment et menant finalement au développement d’un cancer. Les changements
induits dans les cellules infectées par chacun de ces virus sont détaillés dans la figure 21. Il
est intéressant de noter que parmi ces virus oncogéniques se trouvent deux virus
herpétiques : 'EBV et le KSHV.

Ces deux virus, comme les autres virus oncogéniques, codent des éléments (protéines
virales ou micro-ARNs notés « V-ONC » dans la figure 21) capables d’interagir avec des
protéines cellulaires leur permettant de moduler plusieurs voies de signalisation
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Figure 21 — Liens entre les oncovirus humains et I’activation des voies cellulaires menant a ’acquisition de
caractéristiqgues tumorales.

A/ Risques oncogéniques liés a la réplication et a la persistence virale. Plusieurs mécanismes moléculaires
employés par les virus oncogénes pour maximiser leur réplication et leur persistence nécessitent un
détournement des voies de signalisation de la cellule infectée et ménent a I'acquisition de caractéristiques
cancéreuses. Les principales stratégies mises en place par les virus pour se répliquer et persister sont listées a
gauche. Sous chaque stratégie sont mentionnées les réponses cellulaires induites par I'infection avec le méme
code couleur que les hallmarks du cancer auxquels elles correspondent (a droite). B/ Le tableau relie les virus
oncogéniques connus avec les principales voies qu’ils régulent et les caractéristiques tumorales qu’ils peuvent
induire. Les caractéristiques sont colorées suivant le méme code couleur que celui mentionné en A/. HBV :
Hepatitis B virus; HCV : Hepatitis C virus; EBV : Epstein-Barr virus; HPVs : high-risk human papillomaviruses;
HTLV-1: human T cell lymphotropic virus-1; KSHV : Kaposi’'s sarcoma herpesvirus; DDR: DNA damage
response; BL: Burkitt's Ilymphoma; NHL: Non-Hodgkin’s lymphomas; PTLD: Posttransplant
lymphoproliferative disorder; NPC : Nasopharyngeal carcinoma; CxCa : Cervical carcinoma; HNCC : Head and
neck cancer; HCC : Hepatocellular carcinoma; ATL : Adult T cell leukemia/lymphoma; KS : Kaposi’s sarcoma, V-
ONC : Viral oncogene. Tiré de (Mesri, Feitelson and Munger, 2014).

(« pathways ») et ainsi de mener leur cycle réplicatif a terme tout en favorisant le
développement tumoral. On peut par exemple mentionner leur capacité a induire la
prolifération cellulaire via des protéines virales comme la protéine LANA (latency-associated
nuclear antigen) du KSHV qui inactive les suppresseurs de tumeurs p53 et Rb et empéche
ainsi I'arrét du cycle cellulaire (Friborg et al., 1999)(Radkov et al., 2000), ou la protéine
LMP2A (latent membrane protein 2A) qui active la voie de la PI3K et induit ainsi la
prolifération et la survie des cellules infectées (Merchant et al., 2000). lls peuvent également
diminuer la sensibilité des cellules a I'apoptose, induire une inflammation, favoriser I’évasion
immunitaire, etc. comme montré dans la Figure 21B et décrit plus en détails dans la revue de
(Mesri et al., 2014).

3. Les virus oncolytiques

Le terme de « virus oncolytique » est de maniére générale employé pour définir des
souches virales non pathogéniques chez des individus immunocompétents, qui infectent et
tuent sélectivement les cellules cancéreuses sans causer de dommages aux cellules saines
environnantes. Ces virus se multiplient dans les cellules tumorales et peuvent les tuer par
des mécanismes directs comme la lyse des cellules, I’activation de I'apoptose, I'expression
de protéines toxiques ou l'inhibition de la synthése des protéines, ou par des mécanismes
indirects tel que I'induction d’une réponse immunitaire anti-tumorale.

L'utilisation de virus en thérapie anti-tumorale a gagné en attention ces 25 derniéres
années, bien que quelques études réalisées au cours des années 50 et 70 suggéraient déja
gue certains virus, comme le virus ourlien, pouvaient naturellement exercer une activité
anti-tumorale et permettre la régression de certaines tumeurs (Asada, 1974). Des années
plus tard, une étude utilisant une souche mutante d’HSV déficiente pour la thymidine kinase
ne se répliquant que dans des cellules en division a montré que I'infection in vitro de lignées
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cellulaires de gliomes humains par ce virus résulte en une lyse de ces cellules, ainsi qu’en
une inhibition de leur croissance en sous-cutané et en intracérébral chez des souris nude
(Martuza et al., 1991). Suite a cette étude, de nombreux types de virus ont été étudiés,
généralement sélectionnés sur des critéres particuliers (tropisme, etc.). Certains ont méme
été modifiés pour étre plus spécifiques ou plus efficaces que les souches parentales et
acquérir une ou plusieurs des caractéristiques suivantes :

e Le virus doit pouvoir étre délivré au niveau du site tumoral en quantité suffisante si
I'injection des particules infectieuses ne se fait pas directement en intratumoral ou
que plusieurs sites doivent étre ciblés en méme temps. On peut par exemple
mentionner I'utilisation de cellules « porteuses » infectées capables d’emmener le
virus sur le site tumoral telles que les lymphocytes T qui peuvent délivrer le Vesicular
stomatis virus (VSV) ou le virus de la rougeole dans des modéles de
tumeurs métastatiques pulmonaires ou de myélome sous-cutané ou disséminé (Qiao
et al., 2008)(Ong et al., 2007). L'utilisation de ces cellules porteuses évite également
la neutralisation des virus par des éléments du systéeme immunitaire et
particulierement les anticorps.

e La spécificité du virus peut étre modifiée de maniere a ce qu’il infecte spécifiquement
un certain type de cellules tumorales. Pour cela, les virus peuvent étre amenés a se
fixer sur des récepteurs exprimés par les cellules tumorales comme il a été fait avec
une souche de HSV modifiée pour se fixer sur 'EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) surexprimé a la surface de nombreux types de cancers comme le
glioblastome (Uchida et al., 2013), ou le virus de la rougeole pour le récepteur de
I’'urokinase qui joue un role critique pour le développement du cancer du sein (ling et
al., 2015).

e Le virus peut avoir, en plus de son effet direct sur la cellule tumorale infectée, un
effet sur les cellules environnantes ce qui permet d’amplifier I'effet anti-tumoral. Par
exemple, un HSV-1 modifié peut induire une réponse immunitaire anti-tumorale
efficace en recrutant des lymphocytes T effecteurs au sein de la tumeur (Fu et al.,
2015), alors que l'injection de cellules tumorales infectées par le virus de la rougeole
favorise la cross-présentation d’antigénes tumoraux par les DC et les pDC (Gauvrit et
al., 2008)(Guillerme et al., 2012). Il peut également étre « armé » pour coder pour
des molécules stimulant des cellules immunitaires comme le GM-CSF (Granulocyte
Macrophage-Colony Stimulating Factor)(Senzer et al., 2009).

Bien entendu, cette liste n’est pas exhaustive et un grand nombre de mécanismes
et/ou modifications autres que ceux mentionnés peuvent étre impliqués dans I'effet anti-
tumoral de nombreux autres virus oncolytiques. Ces différents éléments sont développés
dans les revues (Russell et al., 2012)(Miest and Cattaneo, 2014).

L’efficacité de certains de ces virus a été (ou est) évaluée dans des essais cliniques.
Quelques exemples d’essais en cours en 2014 sont regroupés dans le tableau 6. Parmi les
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virus utilisés dans ces essais, certains sont naturellement oncolytiques comme par exemple

le parvovirus H-1 (ParvOryx)(Geletneky et al.,

2012) et

le

réovirus de type 3

(Reolysin)(Forsyth et al., 2008)(Galanis et al., 2012), les autres virus ont tous été modifiés.

C’est par exemple le cas de trois virus modifiés pour exprimer le GM-SCF : 'HSV OncoVex

(Talimogene laherparepvec), 'adénovirus CG0070 et le virus de la vaccine JX-594 (Tableau
6)(Senzer et al., 2009)(Heo et al., 2013)(Burke et al., 2012). Ces oncovirus modifiés sont tous
en phase | a lll et semblent donner des résultats prometteurs sur le mélanome, le carcinome

hépatocellulaire et le cancer de la vessie, respectivement.

Virus family

DNA viruses

Herpesviridae

Adenoviridae

-4

Poxviridae

Parvoviridae

RNA viruses

Paramyxoviridae

Picornaviridae

Rhabdoviridae

Retroviridae

05

Reoviridae

Phase and type
of clinical trial

Phase lll
complete;
melanoma,
primary end
point met

Phase Il and Ill;
bladder cancer

Approved
therapeutic
(China); SCCHN

Phase 11B;
hepatocellular
carcinoma

Phase | and II;
glioma

Phase I; myeloma

Phase [; glioma

Phase |;
hepatocellular
carcinoma

Phase | and II;
glioma

Phase Ill; SCCHN

Virus name

Talimogene
laherparepvec

CGo070

Oncorine
(H101)

JX-594
(Pexa-Vec)

ParvOryx

MV-NIS

PVS-RIPO

VSV-hIFNB

Toca 511

Reolysin

Genetic changes*

* Armed with GM-CSF

* Tumour-specific replication:
ICP34.5 deleted, US11 altered

* Enabled antigen presentation:
ICP47 deleted

* Armed with GM-CSF
* Preferential replication in
RB-deficient tumours

Preferential replication in tumours:

E1B-55k deleted

* Armed with GM-CSF
* Preferential replication in tumours:
thymidine kinase deleted

None

* Armed with human NIS

» Preferential replication in tumours
(incompetent to block STAT1 and
MDAS)

Translation controlled by the internal
ribosome entry site of another virus

Armed with human IFNf

Armed with cytosine deaminase

None

Route

Intratumoural

Intravesicular

Intratumoural

Intratumoural

Intravenous;
intratumoural

Intravenous

Intratumoural

Intratumoural

Intratumoural;
intravenous;
into resection
cavity

Intravenous

Combination
therapy

None

None

Cisplatin

None

None

Cyclophosphamide

None

None

5-fluorocytosine

Carboplatin
paclitaxel

NCT number

NCT00769704

NCT01301430

NCT01491893

NCT01628640

NCT01156584;

NCT01470794;
NCT01985256

NCT01166542

GM-CSF. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor: hIFNB, human interferon-; ICP. infected cell protein; MDAS, melanoma differentiation-associated
protein 5; MV, measles virus; NCT, national clinical trial: NIS, sodium-iodide symporter; PVS, poliovirus Sabin; RB, retinoblastoma protein; RIPO, Rhinovirus-poliovirus
hybrid: SCCHN, squamous cell carcinoma of the head and neck; STAT1, signal transducer and activator of transcription 1; US, unique sequence; VSV, vesicular
stomatitis virus. *Changes can be in addition to intrinsic virus properties that favour oncolysis.

Tableau 6 — Exemples sélectionnés d’essais cliniques en cours avec des virus de 9 familles différentes.

Tiré de (Miest and Cattaneo, 2014).
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B. Le CMV et le cancer

L'impact de l'infection a CMV sur la transformation et la progression tumorale est
encore aujourd’hui controversé. En effet, selon le type de cancer et/ou le modeéle étudié, ce
virus semble avoir soit des propriétés oncogéniques lui faisant jouer un réle de facteur
initiateur du cancer, des propriétés oncomodulatrices lui donnant un réle dans la
progression et non l'initiation tumorale ou, a 'opposé, des propriétés anti-tumorales.

1. Réle pro-tumoral du CMV

a) Présence du CMV dans de nombreux cancers humains et
corrélations chez les patients

De nombreuses observations réalisées chez I’homme montrent que le CMV est
présent dans un grand nombre de cancers solides. L’ADN, les transcripts et/ou les protéines
virales sont fréquemment détectés dans des polypes et adénocarcinomes colorectaux
(Harkins et al., 2002), des tumeurs cérébrales dont différents types de gliomes et des
astrocytomes (Cobbs et al., 2002)(Scheurer et al., 2008), des lésions prénéoplasiques,
néoplasiques et des carcinomes de la prostate (Samanta et al., 2003), les tissus néoplasiques
des carcinomes mucoépidermoides (Melnick et al., 2012), les rhabdomyosarcomes qu’ils
soient pléomorphiques, alvéolaires ou embryonnaires (Price et al., 2012) ou encore dans les
épithélia néoplasiques de différents types de cancer du sein (Harkins et al., 2010)(Taher et
al.,, 2013). Dans ce dernier type de cancer, la présence d’ADN viral est particulierement
associée au cancer du sein inflammatoire, qui est une forme aggressive de ce cancer
progressant rapidement (EI-Shinawi et al., 2013). De plus, il est également détecté dans des
métastases cérébrales de patients atteints de cancers du sein ou colorectaux ainsi que des
métastases ganglionnaires de cancers du sein (Taher et al., 2014)(Taher et al., 2013). Dans
toutes ces études, le CMV n’est généralement détecté que dans les cellules tumorales, les
cellules non transformées ou stromales n’étant pas positives pour le CMV la plupart du
temps ce qui a été expliqué par le fait que les tumeurs créent un microenvironnement
favorable pour le virus et inversement (Cinatl et al., 2004).

Dans certaines études, des corrélations entre l'infection a CMV, la progression
tumorale et la survie globale des patients ont été réalisées. De maniére générale, le niveau
d’infection a lui aussi une influence sur la survie des patients qu’ils aient un cancer primaire
ou métastatique. Chez des individus transplantés rénaux, qui présentent un risque accru de
développer des cancers, I'infection a CMV pré- ou post-transplantation augmente l'incidence
des cancers, diminue le temps avant leur apparition et augmente le taux de mortalité due au
cancer (Courivaud et al.,, 2012). Chez des individus non transplantés, quelques études
suggerent que l'intensité de l'infection est un facteur déterminant pour la survie a long
terme. En effet, plus le nombre de cellules tumorales infectées est important et moins la
médiane de survie globale des patients est élevée, comme montré dans les glioblastomes
(Rahbar et al., 2012), ou encore dans le cancer colorectal (Chen et al., 2014). De méme, un
fort niveau d’infection (>50% de cellules positives pour des protéines virales) des métastases
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cérébrales d’individus atteints de cancer du sein ou de cancer colorectal est corrélé a une
médiane de survie globale moins importante aprés diagnostique des métastases,
contrairement aux individus ayant un faible niveau d’infection (<50% de cellules
positives)(Taher et al., 2014). L'ensemble de ces études suggérent une association étroite
entre le CMV et la progression tumorale.

b) Propriétés oncogéniques du virus

Certaines études suggérent un role oncogénique du CMV chez I'lhomme et la souris.
La premiére étude publiée a ce sujet par Geder et collegues montre que l'infection de
cellules embryonnaires pulmonaires humaines par le CMV induit la transformation d’une
partie de ces cellules in vitro. Les cellules infectées transformées ont la capacité de former
des tumeurs solides in vivo une fois implantées en sous-cutané sur des souris nude
immunodéficientes (Geder et al., 1976), et ce malgré la diminution de I'expression des
antigénes du CMV dans ces lignées cellulaires au cours du temps (Geder et al., 1978). De
maniére similaire, des cellules embryonnaires rénales de rat peuvent étre transformées par
le CMV humain et I’ADN viral est pratiguement absent des cellules transformées par
I'infection (Doniger et al., 1999)(Shen et al., 1997). Différentes protéines du CMV semblent
étre impliquées dans I'effet oncogénique du virus parmi lesquelles se trouvent les protéines
IE1 et IE2. En effet, la co-transfection de cellules embryonnaires de rein de rat avec des
plasmides codant pour les protéines IE1 et IE2 induit la transformation des cellules. Les
protéines IE1 et IE2 ont un effet mutagene et sont donc des éléments initiateurs de
I'oncogenese (Shen et al., 1997). Ces éléments suggerent un effet oncogénique du CMV
selon le modéle du « hit-and-run » ou le virus jouerait uniquement un réle de déclencheur
(« hit ») aprés lequel il ne serait plus nécessaire ni détectable, et d’autres éléments
favoriseraient ensuite la progression tumorale (« run »).

Bien que le concept du « hit-and-run » soit difficile a prouver et quelque peu
discordant par rapport aux nombreuses études détectant le CMV dans les tumeurs, certaines
études plus récentes soutiennent malgré tout l'idée que le CMV peut étre un virus
oncogénique. Par exemple dans le cas du carcinome mucoépidermoide, le CMV humain
active et accroit la voie de signalisation de la cyclooxygénase 2 (COX2), voie montrée comme
induisant la transformation de cellules murines de glande salivaire par le MCMV in vitro
(Melnick et al., 2012)(Melnick et al., 2011).

c) Propriétés oncomodulatrices du CMV

La majorité des études réalisées a I’heure actuelle suggerent que le CMV est un virus
oncomodulateur n’initiant pas la transformation mais pouvant infecter les cellules tumorales
et agir comme cofacteur favorisant la carcinogenése, selon la définition proposée par Cinatl
et collegues (Cinatl et al., 2004). Afin de mener son cycle de multiplication a terme, le CMV
met en place de nombreux mécanismes visant a détourner la machinerie cellulaire pour
produire en nombre des virions infectieux et a créer un environnement favorable a son
développement. La plupart des mécanismes cellulaires activés/inhibés par le virus sont
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régulés de maniére comparable par les cellules tumorales et pourraient donc étre renforcés
par l'infection de ces cellules.

° Effets sur la cellule tumorale elle-méme
Une fois qu’il a infecté une cellule, le CMV met en place de nombreux mécanismes
pouvant amener la cellule a acquérir des caractéristiques tumorales :

e Le HCMV peut modifier le cycle cellulaire grace a des protéines virales comme le
récepteur a chimiokine US28 qui active indirectement la transition entre la phase G1 et
la phase S via la cycline D1 (Gao et al., 1994)(Maussang et al., 2006), ou grace a d’autres
protéines qui vont bloquer les suppresseurs de tumeurs p53 et Rb comme IE1, pp71 ou la
kinase UL97 (Cobbs et al., 2008)(Kalejta et al., 2003)(Hume et al. 2008). Le virus code
aussi des protéines qui peuvent exacerber les voies de signalisation responsables de la
prolifération des cellules épithéliales comme les voies Wnt, mitogen-activated protein
kinase (MAPK) et phosphoinositide 3-kinase (PI3K) favorisant ainsi la transformation
tumorale (Bongers et al., 2010)(Cobbs et al., 2008),

e Le HCMV peut exercer un effet anti-apoptotique dans les cellules tumorales grace a
différentes protéines virales qui vont empécher l'activation ou le recrutement de
molécules pro-apoptotiques comme la caspase-8 (Skaletskaya et al., 2001), ou encore
Bax et Bak (Goldmacher et al., 1999). Le virus humain peut également activer des
molécules anti-apoptotiques comme I'activating transcription factor 5 (ATF5) et B-cell
lymphoma/leukemia-2 (Bcl-2) (Wang et al., 2014),

e Le HCMV peut favoriser l'invasion tumorale en favorisant I'adhésion des cellules
tumorales a I'endothélium par la surexpression d’intégrines et I'activation de kinases
liées aux intégrines comme la focal adhesion kinase (FAK) (Blaheta et al., 2006)(Cobbs et
al., 2007)(Cobbs et al., 2014). Le HCMV favorise également la transmigration des cellules
tumorales a travers I'endothélium par exemple en perturbant des molécules d’adhésion
et favorise donc certainement I’établissement des métastases (Blaheta et al., 2004).

° Effets sur le microenvironnement tumoral
Le virus peut également exercer son réle oncomodulateur de maniére indirecte :

e Le HCMV peut stimuler la prolifération cellulaire en induisant la sécrétion de facteurs de
croissance comme le TGF-B ou encore I"hepatocyte growth factor (HGF) par les cellules
infectées comme par exemple les fibroblastes (Dumortier et al., 2008),

e Le HCMV favorise I'angiogenése tumorale en produisant des facteurs pro-angiogéniques
comme I'IL-8 (Dumortier et al., 2008)(Botto et al., 2011), ou des analogues de facteurs
pro-angiogéniques comme le Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
(CEACAM1) (MacManiman et al., 2014)(Gerstel et al., 2011). Il peut aussi activer les voies
de signalisation pro-angiogéniques des Mitogen-activated protein kinase (MAPK) et de la
cyclooxygénase 2 (COX2) via le VEGF (Maussang et al.,, 2006)(Soroceanu et al.,
2011)(Tsujii et al., 1998), et favoriser la migration/prolifération des cellules endothéliales
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nécessaires a la formation des néo-vaisseaux (Reinhardt et al., 2005)(Kovacs et al.,
1996)(Bentz et al., 2008).

° Effets sur I'immunité

En plus de cet effet pro-angiogénique, le CMV peut également créer un contexte
globalement immunitaire favorable au développement tumoral. En effet, le HCMV induit
une polarisation M1/M2 des macrophages particuliére : les monocytes infectés se polarisent
en macrophages M1 tout en présentant des caractéristiques de type M2 (Chan et al., 2008).
L'acquisition des caractéristiques M1 va permettre la création d’'un microenvironnement
inflammatoire oncogénique via la production d’IL-6 et de TNF-a, qui ont toutes deux été
reliées a la transformation tumorale (Grivennikov et al., 2010). L'induction simultanée d’une
réponse de type M2 va permettre d’augmenter la production de VEGF, de TGF-B et d’IL-10
(cellulaire ou virale) qui vont favoriser I'angiogenése, le caractere invasif des tumeurs et
limiter la réponse immunitaire (Kotenko et al., 2000)(Spencer et al., 2002)(Dziurzynski et al.,
2011). Ce phénotype M2 a déja été observé pour des macrophages infiltrant des
glioblastomes (Wu et al., 2010). En plus de ces mécanismes, les cellules tumorales infectées
par le CMV échappent de maniére générale au systéme immunitaire grace aux nombreux
mécanismes mis en place a la fois par la cellule tumorale et par le virus pour contréler
I"activation des cellules NK et des lymphocytes T CD8" (pour revue, voir (Lepiller et al., 2011)).
Les mécanismes d’échappement liés au virus sont globalement les mémes que ceux déja
développés dans la partie Il de I'introduction et ne seront donc pas redécrits.

Ainsi, le CMV peut jouer un role particulierement important dans les cancers en temps
que facteur oncomodulateur capable d’agir sur de nombreux facteurs définis précedemment
comme les « hallmarks » des cancers (Figure 20), par des mécanismes assez comparables
aux autres virus oncogéniques (Figure 21).

La majorité des études citées ci-dessus ont été réalisées in vitro sur des cellules isolées.
Seules quelques études réalisées in vivo renforcent I'idée que le CMV a un réle pro-tumoral.
La premiere montre que l'infection par le MCMV de souriceaux Trp53+/' induit la formation
de rhabdomyosarcomes pléiomorphiques détectables 9 mois post-infection. Ces souris sont
connues pour développer tardivement (>9 mois) et de maniére spontanée des tumeurs qui
sont majoritairement de type lymphomes, ostéosarcomes et fibrosarcomes, le
rhabdomyosarcome étant trés rarement observé chez ces souris. De plus, la détection du
virus dans les cellules musculaires de ces souris qui sont les cellules a 'origine du cancer,
suggerent un role direct du MCMV dans la transformation tumorale observée (Price et al.,
2012). La seconde étude a été réalisée sur des souris transgéniques dont les cellules
épithéliales intestinales expriment constitutivement la protéine virale US28. Ces souris
développent spontanément des adénomes et des adénocarcinomes a partir de 40 semaines
et lorsqu’elles sont traitées avec I'agent carcinogene azoxyméthane, elles développent un
plus grand nombre de tumeurs que les souris WT ce qui suggére que la protéine virale US28,
et donc le CMV, promeut le développement tumoral (Bongers et al., 2010). Du fait de ces
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caractéristiques, le virus pourrait étre considéré comme un virus oncogénique et/ou
oncomodulateur.

2. Réle anti-tumoral du CMV

De maniére assez contre-intuitive au vue de la littérature croissante décrivant un
effet pro-tumoral de I'infection a CMV, ce virus peut également avoir un rdle inhibiteur sur
le développement de certains types de tumeur. Cet effet anti-tumoral est particulierement
important contre les rechutes de cancers d’origine hématologique aprés greffe de moélle
osseuse, comme la leucémie myéloide aigué (LMA). En effet, les patients atteints de
leucémie et ayant recu une greffe de moélle osseuse montrent une probabilité de rechute
plus importante en absence d’infection a CMV, alors que les individus infectés et ayant une
réplication virale précoce ont un risque de rechute moindre (Lonnqvist et al.,
1986)(Elmaagacli et al., 2011)(Green et al., 2013)(Mariotti et al., 2014). La réplication virale
est le seul facteur pronostique significatif d’un risque réduit de rechute, suggérant que le
virus est directement responsable de cette diminition par un effet qualifié de « virus-versus-
leukemia ». Par contre, aucune association n’a été trouvée chez les individus receveurs
d’une greffe de moélle a visée thérapeutique pour les leucémies lymphoblastiques aigués
(LLA) ou les lymphomes (Green et al., 2013)(Mariotti et al., 2014). Concernant les leucémies
myéloides chroniques (LMC), deux résultats différents ont été trouvés : I'étude de Green et
colléegues ne montre aucun réle du CMV sur le risque de rechute sur 646 patients alors
gu’une autre étude menée sur 110 patients montre une diminution de l'incidence de
rechute des LMC chez les patients ayant réactivé le CMV (Ito et al., 2013). Dans une étude
récente réalisée sur des patients atteints de LMA, il a été montré que les méthodes de
conditionnement des patients avant la greffe (traitement myéloablatif ou conditionnement
d’intensité réduite) influencent le risque de rechute (Manjappa et al., 2014). Seuls les
patients ayant recu un traitement myéloablatif et réactivant le CMV ont un risque réduit de
rechute, le CMV n’ayant aucun impact sur le risque de rechute des patients ayant eu un
conditionnement d’intensité réduite. L'influence du conditionnement des patients pourrait
potentiellement s’appliquer aux patients atteints de LMC et de ce fait expliquer les résultats
divergents obtenus dans les différentes études. Il semble donc que [lintensité de
I'immunosuppression est un facteur majeur influencant, de maniéere positive ou négative
selon le traitement, I'effet anti-tumoral du CMV dans les LMA et LMC.

Il semblerait que l'effet anti-tumoral observé ne soit pas uniquement dd au CMV
mais serait également dépendant d’une réaction chronique du greffon contre I'hGte ou
graft-versus-host disease (GVHD) déclenchée suite a la réplication du virus. En effet, les
patients atteints de LMA ayant a la fois une réactivation précoce du virus et une GVHD
chronique ont une incidence cumulative de rechute a 5 ans nettement plus faible (4%) que
les individus n’ayant ni réplication virale ni GVHD chronique (42%), une réplication virale
sans GVHD chronique (39%), une GVHD chronique sans réplication virale (37%) (Jang et al.,
2015). De plus, les patients ayant une réactivation du CMV et une GVHD ont des taux de
survie globale et de survie sans leucémie significativement plus importants (83 et 87%) que
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les patients des autres groupes (environ 26 et 28%). Ces observations peuvent étre dues a
deux mécanismes: (i) le CMV et la GVHD peuvent étre deux éléments complétement
indépendants et dont le déclenchement quasi simultané pourrait aboutir a un effet
cumulatif anti-tumoral expliquant la meilleure survie des patients CMV'/GVHD", et (ii) la
réplication précoce du CMV serait responsable du déclenchement d’une réponse du greffon
contre la leucémie (GVL).

La premiére hypothése est soutenue par différentes études réalisées dans des
modeles murins. Une de ces études montre que linduction d’'une GVHD post-
transplantation de moelle osseuse allogénique est associée a une activation des lymphocytes
T aP, particulierement les CD8", qui vont éliminer efficacement les cellules leucémiques
(Cohen et al., 1993)(Weiss et al., 1999). Dans un autre modele, l'induction d’une réponse
allogénique médiée par les cellules NK augmente la survie sans rechute des souris greffées,
montrant que ces cellules comme les lymphocytes T ap CD8* peuvent étre responsables d’un
effet GVL (Morecki et al., 2004). Il semble en étre de méme chez ’homme ou les cellules NK,
qui font partie des premieres cellules régénérées suite a une greffe de cellules souches
hématopoiétiques allogéniques (Storek et al., 2001), sont des médiateurs particulierement
importants de I'effet GVL observé chez des individus greffés atteints de LMA (Ruggeri et al.,
2002)(Ruggeri et al., 2008). Bien que I'effet GVL permette a I’h6te de contréler son cancer, il
a en méme temps un effet néfaste en aggravant la GVHD qui aboutit a la mort des souris
(Morecki et al., 2004).

La seconde hypothése est basée sur I'observation que chez des patients ayant recu
une greffe de cellules souches hématopoiétiques allogéniques, la réactivation du CMV induit
une forte augmentation en nombre de cellules NK mémoires. Ces cellules induites par le
virus produisent de grandes quantités d’IFNy et présentent un phénotype NKG2C'CD57,
phénotype associé aux cellules NK amplifiées spécifiquement par le CMV (Foley et al.,
2012)(Lopez-Vergés et al.,, 2011). Ces différents éléments supportent l'idée que les NK
mémoires induits par la réactivation du CMV apportent certainement leur contribution a
I'effet protecteur anti-leucémique observé post-transplantation. Il a été suggéré que les
cellules leucémiques myéloides puissent étre, comme les cellules myéloides non
transformées, un réservoir pour le CMV et ainsi supporter la réactivation du virus
(Elmaagacli et al.,, 2011)(Barrett, 2011). Cette réactivation au sein des cellules tumorales
pourrait rendre ces dernieres plus immunogenes et en ferait ainsi des cibles des
lymphocytes T et/ou des cellules NK spécifiques du CMV (Ruggeri et al., 2008)(Foley et al.,
2012). Il est également envisageable que la GVL allogénique et la « GVL » induite par
I'infection a CMV puissent avoir un effet synergique chez des individus séropositifs ou
recevant une greffe CMV'. Cette synergie expliquerai pourquoi dans I'étude de Jang et
collegues, seuls les patients ayant a la fois réactivés le CMV et déclenché une GHVD seraient
mieux protégés a long terme.
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C. Infection a CMV et transformation tumorale : deux situations de stress
reconnues par les lymphocytes T y6

1. Reconnaissance croisée de cellules infectées par le CMV et de cellules
tumorales in vitro

Comme nous I'avons mentionné précédemment, l'infection a CMV induit une forte
expansion et une activation des lymphocytes T y& V82" dans le compartiment sanguin
d’individus immunosupprimés ou d’individus sains (Déchanet et al., 1999a)(Déchanet et al.,
1999b)(Pitard et al., 2008). De maniére intéressante, les résultats de I'’équipe montrent une
activation de ces lymphocytes au contact de cellules cibles infectées par le HCMV mais
également au contact de cellules tumorales in vitro. En effet, les lymphocytes T y& V62"
isolés de patients infectés par le CMV et ayant eu une transplantation d’organe solide co-
cultivés avec des lignées cellulaires de carcinomes (colique, cutané, cervical) non infectées
induit leur activation et aboutit a la production de cytokines comme I'IFNy ou le TNF-a et/ou
a une dégranulation et une lyse des cellules tumorales (Halary et al., 2005)(Couzi et al.,
2010)(Willcox et al., 2012). De maniére comparable, les lymphocytes T y& V52" TEMRA
amplifiés par, et reconnaissant le CMV chez patients atteints de LMA et ayant recu une
greffe de cellules souches hématopoiétiques s’activent au contact de cellules infectées par le
CMV et de cellules de cancers hématologiques (dont des cellules primaires de LMA) et
produisent de I'IFNy (Scheper et al.,, 2013). Dans ces différentes études, les cellules
tumorales non infectées sont globalement aussi bien reconnues que les cellules infectées
par le CMV. Ces reconnaissances sont toutes médiées par la liaison du TCR y6 avec des
antigenes du soi comme il a été montré pour I'EPCR, et nécessitent pour certains clones des
molécules de costimulation comme ICAM-1 ou le CD8a (Halary et al., 2005)(Willcox et al.,
2012)(Scheper et al., 2013). Ainsi, les lymphocytes T y6 V82" sélectionnés par le CMV
possedent une réactivité croisée leur permettant de reconnaitre de maniere TCR-
dépendante, des cellules infectées par le CMV et des cellules tumorales de différentes

origines.

2. Impact de cette reconnaissance croisée in vivo
Cette réactivité croisée a été mise a I'épreuve dans un modeéle de xénogreffe de
cellules tumorales humaines implantées dans des souris immunodéficientes NOD-scid
gamma (NSG). La co-injection en sous-cutané de cellules HT29 d’adénocarcinome colique

neg

humain et de clones T y& V62™* possédant la double réactivité CMV/cancer, retarde le
développement des tumeurs en comparaison au groupe de souris contréles n’ayant pas recu
de lymphocytes T y6 (Devaud et al., 2009). Dans un autre scénario, la croissance d’une
tumeur primaire HT29 implantée en orthotopique (intracaecal) a des souris NOD-scid
gamma (NSG) est diminuée par le transfert d’un clone T y&6 V62" isolé d’un individu
séropositif pour le CMV. De plus, I'apparition des métastases est clairement retardée en
présence de lymphocytes T y6 dans ce modéle (Devaud et al.,, 2013). Chez 'homme,

neg

I’'amplification des lymphocytes T yd V62™° post-infection a CMV est associée a un moindre

risque de cancer (majoritairement cutanés) chez les patients transplantés rénaux (Couzi et
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al., 2010), et a un moindre risque de rechute des LMA chez les patients ayant recu une greffe
de cellules souches allogéniques a visée thérapeutique (Scheper et al., 2013). L'ensemble de
ces éléments suggeére donc que, méme en absence de GVHD, l'infection a CMV sélectionne
et amplifie des lymphocytes T y& V52" possédant a la fois une fonction anti-virale et une
fonction anti-tumorale et que ces deux situations pathologiques induisent I'expression

d’antigenes communs de « stress » aboutissant a un effet anti-tumoral.
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RESULTATS




I Projet n°1 — Etude du potentiel anti-viral des lymphocytes T y6 dans le
modeéle murin d’infection a MCMV

A. Contexte de travail et problématique

Comme nous lI'avons mentionné dans l'introduction générale, un certain nombre
d’études dont des études réalisées au laboratoire montrent que les lymphocytes T y& V562"
humains sont mobilisés et activés au cours de l'infection et/ou de la réactivation du CMV
(Déchanet et al., 1999b)(Pitard et al., 2008). Il est intéressant de noter que la réponse des

"®€ induite par le CMV a également été observée chez des individus

lymphocytes T y6 V62
immunodéficients comme des enfants présentants des déficits immunitaires combinés
séveres (SCID) en lymphocytes T af et en lymphocytes B (Ehl et al., 2005)(de Villartay et al.,
2005). Bien que cette réponse anti-virale des lymphocytes T y6 humains soit maintenant
clairement démontrée, certaines questions restent sans réponse chez 'homme ou le seul
compartiment pouvant étre analysé sans nécessiter un acte trop invasif est le sang : quel est
ou quels sont les sites d’activation des lymphocytes T y& V52" dans 'organisme ? Ces
cellules étant majoritairement situées dans les épithélia et les muqueuses, il est plus que
probable que leur activation se fasse dans un ou plusieurs tissus. Les lymphocytes T y6 ont-
ils un effet protecteur anti-viral ? Le CMV étant spécifique d’espéce, il est nécessaire de
développer des modeles d’études mimant de maniere suffisamment proche la pathologie et
la réponse immunitaire du HCMV afin de pouvoir apporter des réponses et ainsi mieux

comprendre les facteurs activant les lymphocytes T y6 dans ce contexte infectieux.

Comme nous l'avons discuté précédemment, le modéle murin d’infection a MCMV
semble étre un bon modele d’étude possédant des nombreuses similitudes avec I'infection
par le HCMV, que ce soit au niveau des pathologies associées a I'infection ou au niveau de la
réponse immunitaire mobilisée. Au démarrage de ce projet, seules deux études impliquaient
les lymphocytes T yd murins dans la réponse immunitaire dirigée contre le virus. L'étude
réalisée par Cavanaugh et collégues sur des souris BALB/c montre que le nombre et la
proportion de lymphocytes T y6 augmentent dans les glandes salivaires des souris infectées
en i.p. depuis 14 jours par rapport aux souris naives controles (Cavanaugh et al., 2003). Cette
expansion laisse transparaitre une activation des lymphocytes T y6 au cours de l'infection a
MCMV, mais aucun mécanisme n’est proposé dans cette étude. La seconde étude, menée
sur des souris C57BL/6 infectées en i.p., montre elle aussi une mobilisation en nombre et
une activation précoce des lymphocytes T y6 dans le foie et la cavité péritonéale, débutant
dés le 3°m® jour d’infection et atteignant son maximum a jour 5 (Ninomiya et al., 2001). Cette
expansion concerne majoritairement la sous-population T Vy1®, bien que des lymphocytes T
Vy4" soient également détectés par PCR dans le foie des souris infectées. Il est suggéré que
I"activité anti-virale des lymphocytes T y0 passe par la production d’IFNy qui agirait sur la
réplication du virus, puisque le traitement des souris par un anticorps anti-TCRyd aboutit a
une diminution de la quantité d’IFNy détectée par ELISA dans le foie total et a une
augmentation de la charge virale. Cependant, il a été montré par la suite que I'anticorps
utilisé n’est pas déplétant et rend uniquement les lymphocytes T y6 « invisibles » (Koenecke
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et al., 2009), et aucune preuve directe de la production d’IFNy par les lymphocytes T y6 n’a
été apportée. Ces études semblent montrer que les lymphocytes T y& murins sont mobilisés
contre le MCMV, de maniere comparable a leurs homologues humains vis-a-vis du HCMV.
Cependant, elles ne permettent pas d’affirmer que les lymphocytes T y6 ont un rdle anti-
viral protecteur, ni de conclure clairement sur la place et I'importance de ces cellules au sein
de la réponse immunitaire dirigée contre le MCMV.

Au vu de ces éléments, I‘objectif principal de cette étude a été de déterminer si les
lymphocytes T y6 murins ont un role protecteur contre le MCMV et, si oui, comment ces
cellules sont capables de protéger les souris infectées. Afin de tester I'importance de chaque
sous-population lymphocytaire T (af et y&) dans la réponse anti-CMV, nous avons réalisé
notre étude sur des lignées de souris de fond génétique C57BL/6 déficientes en lymphocytes
TaP (TCRa”), en lymphocytes T y6 (TCR&"") ou déficientes pour ces deux sous-populations
lymphocytaires (CD3£'/'). L'infection de ces lignées murines en i.p. par la souche Smith du
MCMV nous a permis d’évaluer I'implication des lymphocytes T y6 dans la protection et le
contrble de la charge virale, et d’étudier I'évolution du compartiment T y& au cours de la
phase aigué d’infection.

Ce projet fait I'objet d’un article qui a été accepté pour publication dans le journal PLoS

Pathogens trés récemment.

Une étude publiée trés récemment dans le journal PLoS Pathogens montre des
résultats globalement similaires aux notres, bien que le modele utilisé soit différent et basé
sur I'étude des souris JHT (Annexe 1)(Sell et al., 2015). Ces souris sont déficientes en
lymphocytes T a CD8" et en lymphocytes B, et I'utilisation d’un virus MCMV déficient pour
la protéine m157 (MCMV-m157), qui n’active pas la réponse cellulaire NK (voir introduction
p. 56), a permis aux auteurs de cet article d’étudier la réponse T y& dans un contexte
d’'immunodéficience importante. Dans la partie « Discussion » de ce travail, nous avons donc
pris le parti de discuter nos résultats par rapport a cette étude.
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Abstract

Cytomegalovirus (CMV) is a leading infectious cause of morbidity in immune-compromised
patients. y5 T cells have been involved in the response to CMV but their role in protection
has not been firmly established and their dependency on other lymphocytes has not been
addressed. Using C57BL/6 af3 and/or y3 T cell-deficient mice, we here show that y8 T cells
are as competent as af3 T cells to protect mice from CMV-induced death. y3 T cell-mediated
protection involved control of viral load and prevented organ damage. y8 T cell recovery by
bone marrow transplant or adoptive transfer experiments rescued CD3e™"~ mice from CMV-
induced death confirming the protective antiviral role of y3 T cells. As observed in humans,
different yd T cell subsets were induced upon CMV challenge, which differentiated into ef-
fector memory cells. This response was observed in the liver and lungs and implicated both
CD27* and CD27™ y8 T cells. NK cells were the largely preponderant producers of IFNy and
cytotoxic granules throughout the infection, suggesting that the protective role of y& T cells
did not principally rely on either of these two functions. Finally, y8 T cells were strikingly suffi-
cient to fully protect Rag™~yc ™"~ mice from death, demonstrating that they can act in the ab-
sence of B and NK cells. Altogether our results uncover an autonomous protective antiviral
function of y8 T cells, and open new perspectives for the characterization of a non classical
mode of action which should foster the design of new y8 T cell based therapies, especially
useful in aB T cell compromised patients.

Author Summary

v T cells are unconventional T lymphocytes that play a unique role in host protection
against pathogens. Human Cytomegalovirus (HCMYV) is a widespread virus that can cause
severe organ disease such as hepatitis and pneumonitis in immune-compromised patients.

PLOS Pathogens | DOI:10.1371/journal.ppat.1004702 March 6, 2015
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Our decade-long study conveys compelling evidence for the implication of human y8 T
cells in the immune response against HCMV, but their protective role could not be formal-
ly demonstrated in humans. In the present study we use the murine model of CMV infec-
tion which allows the spatial and temporal analysis of viral spread and anti-viral immune
responses. We show that, in the absence of off T cells, yd T cells control MCMV -induced
hepatitis, pneumonitis and death by restricting viral load in the liver, lungs and spleen. Y8
T cells expand in these organs and display memory features that could be further incorpo-
rated into vaccination strategies. In conclusion, yd T cells represent an important arm in
the immune response against CMV infection that could be particularly important in the
context of o T cell immune-suppression.

Introduction

Human CMV (HCMYV) is a universally distributed pathogen that infects 50-90% of the world's
population. Asymptomatic in healthy people, HCMV infection may lead to increased morbidi-
ty and mortality in immunocompromised individuals. Overall survival following transplanta-
tion is decreased when either the donor or the recipient is HCMV-seropositive [1,2,3]. Because
of drug-related adverse effects and drug resistance there is growing interest for immunotherapy
as an adjunct to antiviral therapy. Understanding the mechanisms developed by the immune
system to control HCMYV is therefore critical to enable the design of new curative or preemp-
tive protocols aimed at enhancing patient immune defense against this virus.

Effective immune control of HCMV has been compellingly shown to rely on both conven-
tional lymphocytes and NK cells [4]. However, as we initially reported, HCMV also induces a
robust Y8 T cell response in organ transplant recipients [5]; and later, yd T cell response to
HCMYV was extended to several other situations not always associated to immunosuppression;
such as immunodeficiencies, bone marrow transplantation, pregnancy, elderly and also in
healthy individuals [6,7,8,9,10,11,12]. HCMV-mediated persistent expansion of y8 T cells in
transplant recipients is associated with infection resolution [13], and implies tissue-associated
V&2-negative y3 T cells which acquire a terminally differentiated phenotype upon HCMV
pressure [10,14]. When isolated in vitro, these lymphocytes were shown to kill HCMV-infected
cells, limit virus propagation and produce IFNy through recognition of opsonized viruses
[15,16].

Several features of Y8 T cells might explain their specific relationship to HCMV: (i) they are
not MHC restricted, and thus not affected by HCMV strategies to inhibit HLA molecules, (ii)
they recognize self-antigens on the surface of stressed cells such as virus infected cells [17,18]
and (iii) they are located at external body surfaces (eg gut and lung) and organs (eg liver) in-
volved in HCMYV transmission and replication [19]. Moreover, HCMV-reactive Y8 T cells ex-
hibit dual reactivity against tumor cells, due to the recognition of stress-induced self-antigens
shared by HCMV-infected and tumor cells [15,18,20]. In agreement with this, HCMV-infec-
tion and/or y3 T cell expansion have been associated with reduced cancer risk in kidney trans-
plant recipients [21] and with graft-versus leukemia effect in bone marrow transplant
recipients [22,23,24].

All these specificities are consistent with an antiviral protective role of Y8 T cells against
HCMYV and they thus represent valuable candidates for anti-HCMV immunotherapy especially
in immunocompromised patients vulnerable to neoplasia. However, their role in protection
and specific contribution within the global anti-CMV immune response has not been firmly es-
tablished, nor their anatomical sites of activation and intervention. The aim of the present
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study was therefore to take advantage of the murine model of CMV infection to address these
questions and to assess the respective ability of off and Y8 T cells alone to protect mice from
CMYV infection. Murine CMV (MCMYV) has been widely used to model the immune response
to HCMV in mice since it reproduces with reasonable accuracy the antiviral response of CD8
T cells and NK cells [25]. Murine y3 T cells have been implicated in MCMYV infection only
once [26], and their sufficiency for protection has not yet been addressed. We show herein that
vd T cells are as competent as off T cells to control MCMYV infection and protect mice from
death encouraging the development of novel anti-viral immunotherapeutic protocols based on
vd T cell manipulation.

Results

vd T cells are as efficient as a3 T cells to protect mice from MCMV-
induced death

In mice, MCMV-specific o T cells control viral spread and protect infected mice from death
[27] but little is known regarding the implication of Y3 T cells. To evaluate the respective con-
tribution of off and y3 T cells to the immune response against MCMV, mice deficient for y3 T
cells (TCR8 ™), for o T cells (TCRa ") or for both T cell subsets (CD3e ") were challenged
with 10> plaque forming units (PFU) of salivary gland MCMV. This dose was reported to be
sublethal for C57BL/6 mice (as described at http://mutagenetix.utsouthwestern.edu/protocol/
protocol_rec.cfm?protocolid=5). Accordingly, 100% of CD3e"'~ control mice survived MCMV
infection, whereas CD3¢ ™'~ died about 4 weeks after viral challenge (Fig. 1A), confirming the
critical role of T cells in controlling MCMYV infection. CD3g ™'~ mice were extremely sensitive
to MCMYV despite the presence of NK cells [28] since they died at doses of MCMYV as low as
2.10° PFU (Fig. 1B). Unexpectedly, both TCR8 "~ and TCRa '~ mice survived as long as
CD3e*'~ control mice. These results reveal that the presence of either o or v T cell subset
was sufficient to protect mice from MCMYV infection, disclosing the potentially critical function
of y8 T cells in the immune response against MCMV.

vd T cells control viral loads in organs

To examine whether this protection against CMV by v T cells relies on the control of viral
loads, the kinetics of MCMYV spread in T cell deficient versus T cell competent mice was deter-
mined in various organs. Comparison between each mouse line is shown in Fig. 2 and compar-
ison between different time points is shown in S1 Fig. In the absence of T cells, MCMV DNA
copy numbers increased substantially from day 3 to 24, with up to 10 copies (/100ng DNA) in
the spleen and lungs of CD3e ™'~ mice before death. Interestingly, y8 T cells alone (in TCRo. "~
mice) were sufficient to prevent an increase of viral load in all organs, except the salivary glands
which are known to support prolonged virus replication even in wild-type mice (S1 Fig.). At
the end of these experiments, MCMYV copies were much lower in T cell bearing mice than in
mice without T cells (Fig. 2), underlining the inability of C57BL/6 mice to control MCMYV in-
fection in the absence of T cells. It was of particular interest to see that in the lungs vy T cells
were as potent as o T cells to control the viral load except at day 14. As a whole, these results
suggest independent control of MCMYV spread by the oy and yd T cell subsets, revealing that
vd T cells are sufficient to control viral load and can substitute for the absence of o T cells.

PLOS Pathogens | DOI:10.1371/journal.ppat.1004702 March 6, 2015 3/22
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Fig 1. y5 T cells prevent mice from MCMV-induced mortality. A. TCR5™~, TCRa™~ CD3¢*~ and CD3s ™~
mice (10 of each) were infected i.p. with 1.10% PFU of MCMV at day 0 and monitored every other day for
mortality. Data are from one representative of 3 independent experiments. B. CD3¢*~ and CD3¢™~ mice (4 of

each) were infected i.p. with indicated doses of MCMV at day 0 and monitored every day for mortality. Data
are from one experiment.

doi:10.1371/journal.ppat.1004702.9001

vd T cell-dependent control of viral load associates with reduced organ
damage

Hepatitis and pneumonitis are common features of CMV pathogenesis in both humans and
mice. Hepatitis can be assessed in living infected mice through the quantification of transami-
nase levels in the serum. As shown in Fig. 3A, aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) only increased in the absence of all T cells (CD3g ™'~ mice), reaching
up to 8 fold the basal level before death of CD3e ™'~ mice. Accordingly, histological analysis of
livers from CD3e ™' infected mice before death (day 22) showed typical features of active hepa-
titis, with many large granulomas mainly composed of histiocytic cells associated with multiple
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Fig 2. MCMV dissemination in lungs, spleen, liver, intestine and salivary glands from T cell competent
and T cell deficient mice. TCR5™~, TCRa™~, CD3¢*'~, and CD3¢ ™~ mice were infected i.p. with 2.10% PFU of
MCMV. Atindicated days post-infection, 4 mice of each mouse line were dissected and MCMV gB was
quantified in organs by real time PCR. The experiment was repeated 3 times under similar conditions.
Histograms represent means of MCMV DNA copy number (per 100 ng genomic DNA) + SD of all mice from
the three experiments (n = 4x3 mice). Statistical differences between viral loads in TCRa™~ versus CD3¢*~
mice, and in TCRa™~ versus CD3¢ ™'~ mice are shown.

doi:10.1371/journal.ppat.1004702.9002

A
600 - 600 -
-
500 { ?22‘;_# T 500 | —8— CD3e*
24 - . —— TCR&"
g™ I:CD':“/ g 400 | —a— TCRa* T
E’ 300 {7 ¢ = 300 | —a— CD3e*
.|
)
< 200 = 200
100 100
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Days post-infection Days post-infection
B Liver Lungs
Uninfected x200
x200
Infected
(Day 22) ~ 4». :3 ;
x400
3 l‘ {“:: \J":\‘A?;{A.‘

Fig 3. v5 T cell control of MCMV infection is associated with reduced organ damage. A. TCRs™~, TCRa™~, CD3¢*~ and CD3¢™"~ mice were infected i.p.
as indicated in Fig. 1A. 3 mice/group were bled at days 0, 3, 7, 15, 21 and just before death for biochemical analyses of AST and ALT in serums. The
experiment was repeated twice and data obtained for one representative mouse/group are shown. 1 death of CD3¢™~. B. TCRa™~ and CD3¢™"~ mice were
uninfected, or i.p. infected with 2.10% pfu of MCMV. Uninfected and Day 22-infected mice were sacrificed and the liver and lungs were embedded in paraffin
for HES staining. Apoptotic hepatocytes are shown (arrowheads). Scale bar =200 mm. Magnifications are indicated in the right-hand side of the figure. The
data are from one representative of 3 mice for each condition.

doi:10.1371/journal.ppat.1004702.g003
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apoptotic hepatocytes (Fig. 3B). In contrast, only a few small granulomas were observed in
TCRo™'™ mice livers at that time point. Furthermore, CD3g™'~ mice presented an active pneu-
mopathy with large granulomas and hemorrhagic foci at day 22, while TCRo. ™ lung histology
was close to normal with only a slight increase of inflammatory cells in the inter-alveolar septa
(Fig. 3B). In conclusion, CD3g ™"~ mice showed clear evidences of both liver and lung diseases 3
weeks post MCMYV infection, in agreement with the high viral loads found at that time in these
organs. In contrast, liver and lung disorders were not observed in TCRo.'~ mice, emphasizing
the ability of y3 T cells to control MCMYV infection and associated organ disease. Whether 3 T
cells limit organ disease only as a consequence of viral replication control or also by producing
mediators of tissue repair deserves further attention.

Expansion of y5 T cells in the liver and lungs of MCMV-infected TCRa ™~

mice

We next sought to analyze whether the control of MCMYV spread was associated with an ampli-
fication of y3 T cells in infected organs. S2 Fig. shows the gating strategy used for y3 T cell flow
cytometry analysis. After a slight decrease at day 3, yd T cell numbers increased importantly in
the lungs until day 21 (approximately 8 fold), and this rise persisted until the end of the experi-
ment. A significant but more modest and transient increase was also observed in the liver (ap-
proximately 2 fold from day 3 to 7). By contrast and to our surprise given their preponderance
in gut intraepithelial lymphocytes, no significant variation of y3 T cells was observed in the in-
testine. In the spleen, Y3 T cells levels remained stable until day 21 when they decreased

(Fig. 4A). In conclusion, control of MCMYV infection by ¥ T cells in TCRa. ™/~ mice is associat-
ed with a transient y3 T cell increase in the liver, and a delayed but strong and persistent expan-
sion of y3 T cells in the lungs.

vd T cells responding to MCMV display an effector-memory phenotype

We next asked whether y3 T cells responding to MCMYV differentiate into effector-memory
cells as we observed previously in humans [10,14]. After a transient decrease early post MCMV
challenge, the proportion of effector memory (EM, CD44"CD62L") v8 T cells increased in the
spleen, liver and lungs concomitantly with a decrease of central memory (CM, CD44"CD62L")
v3 T cells. Effector memory y3 T cells reached more than 80% in the liver and lungs at day 56
(Fig. 4B and 4C). Consistent with the absence of variation in y3 T cell numbers in the intestine,
no modification of y3 T cells phenotype could be observed in this organ. These results confirm
that MCMYV induces a marked response of y3 T cells in the lungs and liver, which is more mod-
estly seen in the spleen and absent from the intestine.

Vy1*and Vy4* y8 T cell subsets are both involved in the response to
MCMV

The subsets of murine yd T lymphocytes expressing the Vy1 or Vy4 chains of the TCR pre-
dominate in the spleen, liver and lungs, whereas intestinal yd T cells are almost exclusively
Vy7" (nomenclature of Heilig and Tonegawa [29]). We assessed the quantity, repertoire and
memory phenotype of these 3 T lymphocyte subsets in the liver, spleen and lungs. Not sur-
prisingly, low proportions of Vy1* y3 T cells were found in the intestine (S2 Fig.). As observed
in Fig. 5A, the expansion of 8 T cells in the lungs and liver after day 3 concerned mainly Vy1*
but also Vy4" y3 T cells. Both subsets followed the kinetics of total y8 T cells (Fig. 4A). Analysis
of subsets also showed a response of Vy17, but not Vy4™ T cells, in the spleen (Fig. 4A and

Fig. 5A). The proportion of EM cells among both Vy1" and Vy4" y8 T cells increased after day

PLOS Pathogens | DOI:10.1371/journal.ppat.1004702 March 6, 2015 7/22
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Fig 4. Mobilization of y5 T cells in MCMV-infected organs from TCRa™~ mice. TCRa™~ mice were infected i.p. with 2.10% PFU of MCMV. At indicated
post-infection days, 5-9 mice were sacrificed, immune cells prepared from each organ and y3 T cells stained as shown in S2 Fig. A. Kinetics of absolute y6 T
cell numbers determined as described in methods. Presented data are mean + SEM of 8-9 mice from one representative of 2 experiments. B. CD62L and
CD44 expression by lymphocytes was evaluated by flow cytometry, with the presented gating strategy (lungs shown as example). C. Longitudinal analysis of
vd T cell phenotype in all organs. Results are pooled from 2 independent experiments representing a total of 13—14 mice (means + SEM). Statistical
differences of cell numbers and percentages between day 3 and other time points are shown, as well as statistical differences between days 0 and 56 (solid
line).

doi:10.1371/journal.ppat.1004702.9004

3 in the lungs, liver and spleen (Fig. 5B). In contrast, Vy7" y8 T cell numbers/memory pheno-
type did not vary significantly upon MCMYV infection (Fig. 5A and Fig. 5B), as could be ex-
pected from the analysis of the whole y3 T cell population in the intestine (Fig. 4A and

Fig. 4C). The complementary-determining-region (CDR3)y1 and CDR3y4 length profile of
liver, spleen and lung-derived y3 T cells were not different between uninfected and infected
mice for 14 days (S3 Fig. and S4 Fig.), indicating that there were no major changes in these
CDR3 repertoires after expansion.
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post-infection, 5-9 mice were sacrificed and immune cells were prepared from each organ. Expression of Vy1, Vy4 and Vy7 chains by lymphocytes was
evaluated by flow cytometry (S2 Fig.). A. Kinetics of absolute cell numbers for each subset. Presented data are mean + SEM of 8-9 mice from one
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2 independent experiments representing a total of 13—14 mice (means + SEM). Statistical differences of cell numbers and percentages between day 3 and
other time points are shown, as well as statistical differences between days 0 and 56 (solid line).

doi:10.1371/journal.ppat.1004702.9005

v8 T cells recovery rescues CD3¢™"~ mice from MCMV-induced death

Y3 T cells development in CD3e ™'~ mice was reconstituted by bone marrow (BM) transfer ex-
periments using TCRo ™~ mice as donors (referred to as TCRo.™”~ > CD3e ™'~ mice). This
method allowed the generation of the BM-derived Vy1* and Vy4" y8 T cell subsets that were
increased upon MCMYV infection. Control BM transplants were also performed with TCRS ™~
donors (TCR8™~ > CD3¢e ™~ mice) and with CD3e*"~ donors (CD3e*~ > CD3e™'~ mice). v8
and/or oy T cell reconstitution was allowed to establish for 3 months before MCMYV infection
of the mice. Y3 T cell subset percentages were analyzed in blood from live mice throughout re-
constitution (Fig. 6A). Two months after grafting, the percentages of blood Y8 and/or o T cells
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Fig 6. 75 T cell recovery rescues CD3s~~ mice from MCMV-induced death. A. Bone marrows (BM) from TCR5™~, TCRa™~, CD3¢*~ and CD3¢™~ mice
(10 of each) were transferred into CD3¢ ™~ recipient mice at day 0 (1 donor BM/recipient). At days 15, 30, 60 and 90, blood samples were collected (5 for each
grafted mouse line) in order to follow af/y3 T cell reconstitution in peripheral blood. The evolution of the proportions of o T cells in CD3¢*~ > CD3¢™~and
TCR&™" > CD3¢™~ mice are shown (top) as well as the evolution of v5 T cells in CD3¢*'~ > CD3¢ ™"~ and TCRa™~ > CD3¢™~ mice (bottom). Results are
expressed as percentages among peripheral blood lymphocytes + SD. B. Three months post-graft, CD3¢*~ > CD3¢™~, TCRa™~ > CD3¢ ™", TCR ™~ >
CD3¢™~ and CD3¢™~ > CD3¢™~ mice (10 of each) were infected i.p. with 2.10° PFU of MCMV and monitored daily for mortality. This experiment was
repeated twice with concordant results. C. 8 T cells from uninfected or 14-days infected TCRa™~ mice were purified and i.v. transferred (8-9.10° cells,
92-93% purity) into CD3e~~ mice (8-9 recipients). 24h after transfer, reconstituted CD3¢™"~ mice were challenged with 2.10% PFU of MCMV and monitored
daily for mortality. 7 untransferred CD3¢ ™"~ were used as controls. This experiment was repeated twice.

doi:10.1371/journal.ppat.1004702.g006

(among total lymphocytes) had reached a plateau (Fig. 6A). The proportion of peripheral blood
¥8 T cells in CD3e*~ > CD3e ™~ mice was lower than that found in TCRa.”~ > CD3¢ ™'~ mice
(Fig. 6A, lower panel), in accordance with previous findings which showed that yd T cells in
TCRo ™~ outnumbered v8 T cells in C57BL/6 mice [30]. When infected with MCMYV at 3
months post-graft, TCRo™/~ > CD3g ™'~ mice survived MCMYV infection as efficiently as
CD3e"” > CD3e™~ and TCRS~ > CD3e ™'~ mice, in marked contrast with CD3g™"~ >
CD3e ™" mice (Fig. 6B).

In a second experimental scenario Y8 T cells were purified from TCRo ™~ splenocytes and
injected intravenously (i.v.) into CD3e ™'~ hosts one day before MCMYV infection. Surprisingly,
very low protection was obtained when y3 T cells isolated from control mice were transferred,
whereas y3 T cells from MCMV-infected mice conferred good protection (Fig. 6C).

All together our results confirm the protective anti-CMV role of BM-derived y3 T cells, and
show that priming of splenic yd T cells with MCMYV in donor mice is necessary for protection
against MCMYV after their adoptive transfer.

vd T cells are not the main producers of IFNy and cytolytic granules
during early acute MCMV infection

We next sought to gain insight into the mechanism by which y8 T cells exert their antiviral
function. CD27 expression was shown to segregate yd T cells into two functional subsets in
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mice: CD27" y8 T cells being the main producers of the antiviral cytokine IFNy and CD27~ y8
T cells being prone to secrete IL-17A which is not classically considered as important in antivi-
ral responses [31] [32]. To determine which of these subsets respond to CMV, we analyzed
their evolution in organs from MCMV-infected mice. As evidenced in S5A Fig., CD27" cells
dominated the y8 T cell response in the lungs, while CD27" and CD27~ subtypes were roughly
equally implicated in the liver. However, IL-17A transcripts were barely detected in these or-
gans (S5B Fig.). By contrast, IFNy was expressed in both these organs but noticeably peaked as
early as day 3, before the rise of y3 T cell numbers and C8 transcripts (S5B Fig.).

Since the presence of IFNY transcripts in organs from TCRa '~ infected mice could be at-
tributed to NK cells, we determined IFNy production at the cellular level by intracellular stain-
ing of lymphocytes and using the gating strategy shown in S6 Fig. As shown in Fig. 7A, the
proportion of IENy-producing NK cells peaked at day 3 in all organs. IFNy-producing y& T
cells also peaked 3 to 7 days post-infection (Fig. 7A), but represented a minor population when
compared to IFNy-producing NK cells at similar time points (Fig. 7B). Consequently, NK cells
were the largely preponderant producers of IFNy during early acute MCMYV infection
(Fig. 7B), accounting for 2% of lymphocytes at day 3 in the liver and lungs (i.e. when the rela-
tive expression of IFNy was the highest, S5B Fig.). Similarly, during the course of infection, the
proportions of CD107a" NK cells were higher than that of CD107a* y8 T lymphocytes (S7
Fig.). These experiments are in accord with the substantial role of NK cells in the control of
early MCMYV infection through IFNy production and cytotoxicity [33], and suggest that the
antiviral role of y3 T cells might not principally rely on these two functions.

NK-independent antiviral protective effect of y3 T cells

Considering the above results we hypothesized that Y3 T cells could exert an indirect antiviral ef-
fect by promoting NK cells accumulation as has been previously reported [34]. We therefore
compared the evolution of NK cell numbers early post-MCMYV infection in TCRo”~ and
CD3e™'~ mice. For both mouse lines and as depicted in C57BL/6 wt mice, the overall kinetic was
organ-specific with an early decrease of NK cells in the spleen in contrast to liver (Fig. 8A) [35]
[36]. In contrast to our hypothesis and despite the MCMV-induced death of CD3¢ ™'~ mice, NK
cell numbers were globally higher in CD3& ™~ mice than in TCRo./~ mice at all early time points
tested (Fig. 8A), showing that Y8 T cells antiviral activity was not due to an early increase of NK
cells. In addition, when transferred into B/NK/T cells immunodeficient Rag ™ ~yc ™"~ mice,
MCMV-primed y8 T cells were also strikingly sufficient to long term protect these mice from
death (Fig. 8B). Atday 56, 3 T cells could easily be detected in the liver, spleen and lungs of
Rag™yc™'" recipient mice in contrast to NK cells, demonstrating that the protective function of
v T cells could act in the total absence of NK cells (Fig. 8C).

Discussion

Previous work conveys compelling evidence for the implication of human V82" y§ T cells in
the immune response against HCMV infection [5,6,7,9]. However, key questions that cannot
easily be addressed in humans remain unanswered, such as the spatial and temporal regulation
of the anti-HCMYV v3 T cell response and its protective role. Because of its similarity with the
human CMV pathogenesis and immune response, the mouse model of MCMYV infection has
been extensively used and is well characterized. The goal of this study was to take advantage of
this model to address these questions concerning the protective role and localization of the y8
T cell response. Herein, we show that yd T cells are as competent as of T cells to protect against
CMYV challenge, a finding that can be of particular relevance in clinical settings, situations or
diseases where o T lymphocytes are compromised (hypomorphic Ragl mutations, individuals
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Fig 7. v5 T cells are not the main producers of IFNy during early acute MCMYV infection. TCRa™~ mice were infected i.p. with 2.10° PFU of MCMV. At
indicated days post-infection, 6—8 mice were sacrificed and immune cells were isolated from each organ for ex-vivo analysis of IFNy production by live
(7AAD™) CD3e"NKp46™ and CD3e*y5" cells. A. Proportions of IFNy producing cells for each NK or y3 T cell subtype are shown. B. Percentages of IFNy
producing NK and y3 T cells among lymphocytes. Data are from 1 representative of 2 independent experiments and are expressed as mean percentages +
SEM of 6-8 mice. Statistical differences between day 0 and other time points are shown.

doi:10.1371/journal.ppat.1004702.g007

treated with immunosuppressive drugs, foetuses or neonates, . . .) and where y3 T cells have al-
ready been shown to expand [6,7,8,9,10,11,12]. This protective function of 3 T cells, under
conditions of suboptimal o T cell response, has previously been observed earlier in mice in
the context of infection by Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) [37] or by the gut coccidian
parasite Eimeria vermiformis [38]. These results also corroborate the conserved level of protec-
tion against infection observed in patients lacking TCR o T cells due to a mutation in the gene
coding the TCR o chain [39]. Since y8 T cells have been shown to play an important role in
young mice in other infectious models, it would be interesting to evaluate this role in the con-
text of MCMYV infection [40]. In addition to extending our results to more a “natural setting”
of suboptimal aff T cells responses, it would allow analysis of the role of non BM-derived y8 T
cell subtypes [41]. Finally this MCMV model could be used to evaluate the importance of Y3
versus o T cells in the context of immunosuppression as used in transplant recipients.
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**% = p<0,001. B. y5 T cells from 14-days infected TCRa™~ mice were purified and i.v. transferred (1.10° cells, 97% purity) into Rag”~yc™~ mice (10 recipients).
24h after transfer, reconstituted Rag™~yc ™~ mice were challenged with 2.10° PFU of MCMV and monitored daily for mortality. 5 untransferred Rag™~yc™~ mice
were used as controls. Results are from one representative of 2 independent experiments. C. Left: flow cytometry analysis of live (7AAD™) CD3¢*panyd* T cells
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of 8 and NK cells. Results are from one representative mouse.

doi:10.1371/journal.ppat.1004702.g008

After administration of MCMYV via the intraperitoneal route, MCMYV targets the liver and
spleen as cell free viruses within the first hours before dissemination to the other organs [42].
Accordingly, viral loads were the highest at day 3 in the liver and spleen but peaked at day 7 in
the lungs and intestine in all mouse lines tested in the present study. In TCRo.’~ mice, viral
loads were the lowest at day 14 in the liver and spleen and at day 21 in the lungs (Fig. 2), i.e.
after the significant increase of both Vy1* and Vy4" y8 T cell subsets in the liver and lungs
(Fig. 4A), and of Vy1* y8 T cells in the spleen (Fig. 5A). Three weeks post-MCMYV infection,
high viral loads and liver/lung injury were evidenced in CD3¢ ™"~ mice despite normal develop-
ment and function of NK cells in these mice [28]. In contrast, liver and lung disorders were not
observed in TCRo.’~ mice at that time. These results are consistent with a role for v T cell re-
sponse/expansion in these organs to control virus multiplication and associated organ damage
in the absence of o T cells. The protective role of Y8 T cells was ascertained by reconstituting
Y3 T cells in CD3™'~ mice by bone marrow transplantation, or by adoptive transfer of splenic
¥ T cells from TCRo.'~ MCMYV infected mice. However, when isolated from the spleen of
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TCRo. ™ uninfected mice, Y8 T cells were inefficient to induce protection in CD3g ™'~ recipi-
ents. We can exclude the possibility that lack of protection in CD3e ™~ mice which received
naive Y8 T cells was due to an absence of engraftment, because both naive and MCMV-primed
v T cells were found in the liver, spleen and lungs of recipient mice (S8 Fig.). The absence of
protection by non-primed y3d T cells purified from splenocytes may be due to a delay of recon-
stitution/differentiation in recipient mice that allow the virus to overwhelm the y3 T cell re-
sponse. Infection of donor mice by CMV most likely prime y8 splenocytes to readily respond
to CMV once transferred in CD3e ™'~ mice, compensating this reconstitution limitation.

The development of the anti-CMV immune response involves a complex network of cells
from the innate and adaptive immunity that act sequentially to favor health over disease. Re-
search in mice has paid a lot of attention to the early control of MCMYV by NK cells, which are
responsible for the enhanced resistance of the C57BL/6 mouse strain when compared to
BALBc mice. In C57BL/6 mice, NK cell antiviral activity relies on both perforin and IFNy-re-
lease that control viral loads in the liver, spleen and lungs [33,43]. Our ex vivo analysis of lym-
phocytes from C57BL/6 TCRa '~ infected organs show that the early boost (days 3-7) of IFNy
expression and cytotoxic granule exocytosis is mostly due to NK cells, while y3 T cells partici-
pate only modestly to these functions (Fig. 7 and S7 Fig.). Thus, although we cannot exclude
that this modest contribution might help in controlling MCMYV loads, these results rather raise
the possibility that yd T cells operate either by regulating other immune cells or through the
production of unknown antiviral mediators. Strikingly, however, our adoptive transfer experi-
ment into Rag™’“yc™’~ immunodeficient hosts showed that y3 T cell antiviral protective func-
tion can be independent of NK/B/af T cells. This emphasizes their efficiency and opens
interesting perspectives for their possible manipulation in clinical situations where other im-
mune cells are defective.

The kinetics of y3 T cell response was organ specific, with a progressive increase and accu-
mulation of yd T cells in the lungs, whereas y3 T cells quickly increased and dropped at day 21
in the liver and spleen (Fig. 4A). The persistence within the lungs of memory Y8 T cells con-
trasts with the transient increase of pulmonary y3 T cells that was observed in other murine in-
fectious contexts [44,45,46]. However it reproduces the persistence of Y8 T cell expansion in
human blood during HCMV-infection which could result from persistent activation of y3 T
cells in chronically infected tissues [5,10]. This suggests that the lungs could be an anatomical
site for replication of HCMV and chronic activation of Y8 T cells, consistent with the fact that
HCMYV is frequently found in lungs of solid organ transplant patients where it can induce tis-
sue invasive disease [4].

The y8 T cell response to MCMV implicates bone marrow derived Vy1* and Vy4" T cells. It
will be interesting in the future to determine whether these subsets play similar functions in the
response to MCMYV, since evidence for distinct roles of Vy1* and Vy4" T cells in the protection
and/or pathogenesis during infection of mice has been reported [46,47,48]. The involvement of
several subsets in the response to MCMYV is in agreement with the implication of diverse
V8278 T cell subsets (V81, V83, V85) in the response to HCMV [5]. In contrast to long term
HCMV-induced y8 T cells that display a restricted CDR38 length repertoire [5], the CDR3y1
and v4 length repertoire of liver, spleen and lung-derived y3 T cells was equivalent in 14-days
MCMV-infected and uninfected TCRo;”~ mice (S3 Fig. and S4 Fig.). This could reflect a TCR-
independent innate-like response of Y8 T cells and/or high frequencies of MCMV-specific Y& T
cells already existing in naive mice. However, we cannot exclude the presence of a shared anti-
gen-recognition motif in CDR3y of different lengths (as observed for the CDR38 of T22-specif-
icyd T cells [49]). The number of CDR3y1 peaks (4 or 5) confirms previous analysis of CDR3
repertoire in mice [50].
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Another interesting question concerns the memory function of v T cells during MCMYV in-
fection, as recently described for CD44"CD27" y8 T cells in mouse models of bacterial infec-
tions [51,52]. Adaptive and innate like 8 T cells could both participate to memory, in light of
the emerging role for innate cells in this context [53]. Previous contact with HCMV induced a
rapid recall expansion of effector memory V82"¢ y8 T cells, which coincided with better infec-
tion resolution of HCMV reactivation in transplant recipients [10]. CMV infection in mice
also induces CD44"CD62L" effector memory y8 T cells that are maintained and outnumber
CD44"CD62L" central memory v T cells at day 56 in all organs (Fig. 4B and Fig. 4C). By defi-
nition, effector memory cells are prone to exert rapid functions at the aggression site and the
results shown here support the hypothesis that peripheral blood effector-memory human
V2"€ y3 T cells are re-circulating cells that originate from CMV-targeted organs. It remains
to be investigated whether murine y3 T cells recognize self-encoded stress-regulated antigens
on CMV-infected cells, as demonstrated for human y3 T cells [18].

Acute infections with HCMV can result in serious disease in infected neonates and in the
context of immunosuppression linked to transplantation. Inducing or enhancing the antiviral
response of Y3 T cells in this context is an attractive objective. Our findings open new perspec-
tives for the use of the murine model of MCMYV infection to define the precise mechanism of
antiviral activity of yd T cells and to develop new strategies to induce their activation in vivo.
Their absence of MHC restriction, their combination of conventional adaptive and innate-like
responses, their particular anatomical localization and their dual reactivity against infected and
tumor cells, are specific features that place Y8 T cells as unique effectors for clinical manipula-
tion. In conjunction with the identification of stress antigens recognized by Y8 T cells on in-
fected cells, these results open new avenues for clinical manipulation of Y8 T cells against
CMV-mediated disease.

Materials and Methods
Ethics statement

All experimental procedures involving animals were conducted according to European Union
guidelines (European Directive 2010/63/UE) (http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_
animals/home_en.htm) and approved by the local ethics committee: Comité d'éthique pour
l'expérimentation animale de Bordeaux (CE50), [project n® 50120197-A].

Mice

We used C57BL/6 mice. CD3e ™~ [54], TCRo ™ [30] and Rag’/ ’yc’/ " mice [55] were from the
CDTA (Centre de Distribution, Typage et Archivage Animal, Orléans, France). TCRS ™™ [56] were
a gift from Dr Malissen (Centre d'Immunologie de Marseille Luminy, France). Mice were used be-
tween 8-12 weeks of age and kept under pathogen-free conditions (Animalerie spécialisée, Univer-
sité Bordeaux Segalen, France). CD3e ™'~ were bred to C57BL/6 mice (C57BL/6J, Charles Rivers
laboratory, Larbresle, France) to obtain CD3g™~ control mice. MCMYV -infection was performed in
an appropriate animal facility (Animalerie A2, Université Bordeaux Segalen, France).

Virus stock and infection of mice

MCMYV was acquired from the American Type Culture Collection (Smith strain, ATCC VR-
194) and propagated into BALBc mice (BALBcBy/J, Charles Rivers laboratory, Larbresle,
France) to generate MCMYV salivary gland extracts. Virus titers were defined by standard pla-
que assay on monolayers of mouse embryonic fibroblasts (MEF). Unless indicated, infections
were performed by i.p. administration of 2.10° PFU of the salivary gland viral stock.
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AST and ALT quantifications

Mice were bled via the retroorbital sinus after anesthesia (one eye every other week) and the se-
rums collected and frozen. AST and ALT were quantified using standard enzymological meth-
ods (laboratoire de Biochimie, CHU Bordeaux, France).

Tissue processing and histology

Mice were euthanized by cervical dislocation. Liver and lungs were removed, fixed for 24 h in
3.7% neutral-buffered formalin (Sigma-Aldrich), followed by standard histological processing
and paraffin embedding. Sections of 4 um thickness were processed for Hematoxylin/Eosin/
Safran (HES) staining (following standard protocols).

Quantification of MCMV loads

Genomic DNA was isolated from organs using Nucleospin tissue purification kit (Macherey
Nagel). Real time PCR to quantify MCMYV was performed in Step one plus thermocycler (Ap-
plied biosystem) using GoTaq qPCR Master Mix (Promega) with primers specific for MCMV
glycoprotein B (gB) (gi330510, forward primer: AGGCCGGTCGAGTACTTCTT and reverse
primer: GCGCGGAGTATCAATAGAGC). Known quantities of plasmid comprising MCMV
gB were used for the titration curve.

Relative quantification of transcripts by real time PCR and spectratyping

Total RNA from immune cells was prepared with Nucleospin RNAII kit (Macherey Nagel).
Goscript reverse transcriptase (Promega) was used to generate cDNA. Real time PCR was per-
formed in CFX 384 (BioRad). The relative expression of transcripts was determined using the
GAPDH reference gene. For spectratyping analysis, PCR (40 cycles) was performed with Vy1
and Cy4 or with Vy4 and Cy1 primers, resulting in amplification of the sequences containing
the CDR3y1 or CDR3v4, respectively. Then a run-off reaction (one cycle) was performed using
a fluorescently labeled Jy4-FAM primer for CDR3y1 and with a Jyl-FAM primer for CDR3y4
(primers sequences from [50]). The labeled reaction products were run on a capillary sequenc-
er (ABI3730xl analyzer) at ImmuneHealth (Gosselies, Belgium). The fluorescence intensity
was analyzed using Peak Scanner 1.0 (Applied Biosystems).

List of primer Fw (forward) and Rv (Reverse):

GAPDH (Genbank NM_008084):

Fw 5-AATGGGGTGAGGCCGGTGCT-3

Rv 5’-CACCCTTCAAGTGGGCCCCG-3’

IFNy (NM_008337.3)

Fw: 5-ACTGGCAAAAGGATGGTGAC-3’

Rv 5-TGAGCTCATTGAATGCTTGG-3’

IL17-A (NM_010552.3)

Fw 5-TCATCTGTGTCTCTGATGCTGTT-3’

Rv 5-TTGGACACGCTGAGCTTTGA-3

C5 (X12729.1)

Fw 5-CTGTGCACTCGACTGACTTTGAACC-3

Rv 5-CCCAGCACCGTGAGGGACATC-3

CDR3vy1

Fw Vyy1 5-CCGGCAAAAAGCAAAAAAGT-3

Rv Cy4 5-AAGGAGACAAAGGTAGGTCCCAGC-3

Jy4-FAM 5'-TACGAGCTTTGTCCCTTTG-3'
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CDR3y4
Fw Vy4 5-CTTGCAACCCCTACCCATAT-3’
Rv Cyl 5-CCACCACTCGTTTCTTTAGG-3’
Jy1-FAM 5-CTTAGTTCCTTCTGCAAATACC-3’

Preparation of immune cells from organs and numeration

We used cell strainers to mash the spleens and livers in RPMI-1640 with 8% FBS; red blood cells
were lysed with NH,CL. For the liver, immune cells were isolated by centrifugation (2000 rpm, 20
min) over a 40/80% discontinuous Percoll gradient (GE Healthcare). Pulmonary mononuclear
cells were isolated as described [57]. Intestinal intraepithelial mononuclear cells were isolated as
described elsewhere [58]. Total organ live cells (unstained with Trypan blue) were then counted
using a hemocytometer (Malassez chamber). The proportion of y§ T cells (CD3e"pany8™) and
NK cells (NK1.1"NKp46 ") among total organ live cells (7AAD") was evaluated by FACS using a
large FSC/SSC gate that included all cells but debris. This proportion was then multiplied by total
organ cell number to obtain the absolute number of y& T cells and NK cells.

Antibodies and flow cytometry

The following monoclonal antibodies were from BD Pharmingen: anti-CD3e (145-2C11),
anti-TCRS (GL3), anti-CD44 (IM7), anti-CD62L (MEL-14), anti-CD27 (LG.3A10), anti-
NKI1.1 (PK136) and anti-NKp46 (29A1.4). Anti-IFNy (XMG1.2), anti-CD107a (1D4B) and re-
spective isotype control mAbs: Rat IgG1k (eBRG1) and Rat IgG2ax (eBR2a) were purchased
from eBioscience. Anti-Vyl (2.11), anti-Vy4 (49.2) and anti-Vy7 (F2.64) mAbs were a kind gift
from P. Pereira (Institut Pasteur, Paris). For flow cytometry analysis, immune cells were first
incubated with anti-mouse CD16/32 (eBioscience) and stained with relevant antibodies and 7-
AAD (BD Pharmingen). Fixed cells were acquired using a LSRFortessa (BD Biosciences), and
analyzed using FlowJo software (Tree Star). For intracellular IFNy staining, cells were incubat-
ed in complete medium for 2h at 37°C; 10ug/ml of Brefeldin A (Sigma-Aldrich) was added dur-
ing the last hour. Intracellular staining was performed after cell surface staining, using BD
Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization Kit and according to the manufacturer’s instruc-
tion (BD Biosciences). For CD107a staining, cells were incubated in complete medium for 2h
at 37°C; 10pg/ml Brefeldin A (Sigma-Aldrich) and anti-CD107a or isotype control mAb were
added during the last hour. Cells were then stained with relevant monoclonal antibodies.

Bone marrow transplant experiments

Mice femora and tibia from CD3e*~, TCRa.’~, TCR8 '~ and CD3e ™'~ were isolated and the
BM was flushed with 1 ml of IMDM with FBS (1%). BM cells from one donor were injected to
one CD3e™~ mice (8-10 per group), intravenously (i.v.) through the retrobulbar sinus in a vol-
ume of 0.2 mL IMDM. Mice were conditioned by i.p. injections of Busulfan 22.5 mg/kg (Pierre
Fabre laboratory) two days and one day prior to transplantation [59].

Adoptive transfer experiments

10 TCRo™'~ mice were uninfected, or 14 days infected with 2.10° PFU of MCMV. Immune
cells were prepared from spleens and pooled before y3 T cell sorting using the TCRy/8" T Cell
Isolation kit (Miltenyi Biotec). Purity was verified by flow cytometry and 8.10° to 1.10° Y5 T
cells i.v. transferred into CD3e™'~ or Rag ™ “yc ™' recipients. 24h after Y5 T cell transfer, recipi-
ent mice were infected i.p. with 2.10° PFU of MCMV and followed daily. 2-3 months after in-
fection, recipient mice were sacrificed to verify the presence of y8/NK cells in organs.
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Statistical analysis

Differences were evaluated by the Mann-Whitney test and represented as follows: * = p<0.05,
** = p<0.01, ** = p<0.001, **** = p<0.0001.

Supporting Information

S1 Fig. Longitudinal follow-up of viral loads. TCRS'~, TCRa. ", CD3e "'~ and CD3e ™'~ mice
were infected i.p. with 2.10° PFU of MCMV. At indicated days post-infection, 4 mice of each
mouse line were dissected and MCMYV gB was quantified in organs as described in methods.
The experiment was repeated 3 times under similar conditions. Results of 3 independent exper-
iments are depicted as mean of 4 mice for each experiment. Statistical differences between day
3 and other time points are shown.

(TIF)

$2 Fig. Gating strategy for flow cytometry analysis of y& T cells. TCRo. '~ mice were infected
i.p. with 2.10° PFU of MCMYV and sacrificed at different time points. Immune cells were isolat-
ed from each organ and stained with indicated antibodies. Lymphoid cells were gated on for-
ward and side scatters (P;) and 7-AAD"® viable cells (P,) were selected for the analysis of
CD3e"panyd" T cells (P3). P; was used for subsequent analysis of Vy1 and Vy4 (or VY7) ex-
pression. Data are from one representative mouse.

(TIF)

$3 Fig. The CDR3y1 repertoire of liver-, spleen- and lung-derived yo T cells does not
change upon MCMYV infection as assessed by spectratyping. Mice (6 of each) were uninfect-
ed (Day 0) or infected 14 days with 2.10° PFU of MCMV. The liver, spleen and lungs were re-
moved and the RNA prepared for spectratyping analysis as described in the materials and
methods. Each box represents the CDR3y1 data of one different mouse. Above each box the
corresponding mouse ID is indicated.

(TIF)

$4 Fig. The CDR3v4 repertoire of liver-, spleen- and lung-derived yo T cells does not
change upon MCMYV infection as assessed by spectratyping. Mice (6 of each) were uninfect-
ed (Day 0) or infected 14 days with 2.10° PFU of MCMV. The liver, spleen and lungs were re-
moved and the RNA prepared for spectratyping analysis as described in the materials and
methods. Each box represents the CDR3v4 data of one different mouse. Above each box the
corresponding mouse ID is indicated.

(TIF)

S5 Fig. y0 T cells are not the main producers of IFNy and cytolytic granules during early
acute MCMYV infection. TCRo”~ mice were infected i.p. with 2.10> PFU of MCMV. At indi-
cated days post-infection, 5-9 mice were sacrificed and immune cells were prepared from each
organ. A. Kinetics of absolute CD27" and CD27~ y8 T cell numbers. The proportions of
CD27" and CD27" v3 T cells among live cells were determined by flow cytometry analysis and
reported to total organ cell counts. B. Total RNA was prepared and transcripts for indicated
molecules were quantified as described in methods. These experiments were performed twice
with comparable results and data are the means + SEM of 8-9 mice from one experiment. Sta-
tistical differences between day 0 and other time points are shown.

(TIF)

S6 Fig. Gating strategy for flow cytometry analysis of IFNy producing y6 T cells and NK
cells. TCRo. ™'~ mice were infected i.p. with 2.10° PFU of MCMYV and sacrificed at different
time points. Immune cells were isolated from each organ and stained with indicated antibodies.
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Lymphoid cells were gated on forward and side scatters (P;) and 7-AAD" viable cells (P,) were
selected for the analysis of CD3e"panyd™ T cells (P3) and CD3e NKp46 " cells (Ps). IENy-pro-
ducing y8 T cells (P4) were analysed among total Y3 T cells (P3) or among live lymphocytes
(Py). IFNy-producing NK cells (P¢) were analysed among total NK cells (Ps) or among live
lymphocytes (P,). Data are from the liver of one representative mouse.

(TIF)

S7 Fig. v0 T cells are not the main cytotoxic effectors during acute MCMYV infection
TCRa '~ mice were infected i.p. with 2.10° PFU of MCMYV. At indicated days post-infection,
6-8 mice were sacrificed and immune cells were prepared from each organ for flow cytometry
analysis. The proportions of CD107a" for each CD3e NKp46" (NK) or CD3e"y8" (y3) cell
subtype are shown, as well as percentages of CD107a* NK and CD107a" y8 T cells among lym-
phocytes. Data are from 1 representative of 2 independent experiments and are expressed as
the mean percentages + SEM of 6-8 mice. Statistical differences between day 0 and other time
points are indicated.

(TIF)

S8 Fig. v0 T cells are present in the liver, spleen and lungs of adoptively transferred mice.
¥3 T cells from uninfected or 14-days infected TCRo.'~ mice were purified and i.v. transferred
(8-9.10° cells, 92-93% purity) into CD3e ™’ mice (8-9 recipients). 24h after transfer, reconsti-
tuted CD3& ™~ mice were challenged with 2.10° PFU of MCMV and monitored daily for mor-
tality. 3 naive y3 T cells transferred mice were sacrificed at day 26 just before death (anticipated
by defined signs of infection such as piloerection) and all MCMV-primed y§ T cells transferred
mice were sacrificed at day 62 (end of the experiment). Immune cells were prepared from liver,
spleen and lungs for flow cytometry analysis of live (JAAD™) CD3e"y3" cells. Data are from
one representative mouse for each group.

(TIF)
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B. Discussion

Notre étude a mis en évidence le role protecteur anti-viral des lymphocytes T y&
murins contre la mort induite par le CMV dans un contexte d'immunodéficience lié a
I’'absence des lymphocytes T aff dans les souris TCRa”" (Figure 1A), et également a I'absence
de lymphocytes B, d’ILC et de NK lors de transferts de lymphocytes T y6 purifiés a des souris
Rag'/'yc'/' (Figure 8). Les résultats obtenus par Sell et collégues confirment le role protecteur
des lymphocytes T y& qui protegent les souris de la mort induite par le MCMV en absence
d’immunité lymphocytaire T ap CD8", B et NK (Annexe 1) (Figure 1C - Sell et al., 2015). Ces
résultats mettent en évidence I'importance que peuvent prendre les lymphocytes T y6 dans
des contextes oU la réponse T aff est compromise. lls sont confortés par les observations
réalisées chez des enfants SCID ou des enfants ayant une mutation TRAC (TCRa subunit
constant gene) qui, malgré leurs déficiences, sont protégés contre le CMV ou d’autres agents
infectieux, et ce probablement grace aux lymphocytes T y6 (Ehl et al., 2005)(de Villartay et
al., 2005)(Morgan et al., 2011). Il serait intéressant de tester si dans des conditions
d’'immunosuppression induite, c’est-a-dire en traitant des souris WT par des agents
immunosuppresseurs, les lymphocytes T y& seraient plus résistants que les lymphocytes T a3
vis-a-vis du traitement immunosuppresseur et/ou s’ils repeuplent plus rapidement les souris
et pourraient ainsi avoir un réle antiviral primordial. Ce modéle nous rapprocherait des
conditions des patients transplantés en étant dans des conditions d’immunodéficience
moins drastiques que les cas mentionnés ci-dessus, et dans lequel les lymphocytes T af
seraient malgré tout compromis.

L'effet protecteur des lymphocytes T yd semble étre lié a leur capacité a limiter la
réplication virale. En effet, nos résultats montrent que dans les souris TCRa”", les
lymphocytes T y6 contrdlent la charge virale dans les différents organes cibles du MCMV que
sont le foie, la rate, les poumons et les intestins (Figure 2 et S1). lls semblent également
réduire les dommages tissulaires puisque aprés infection, les souris TCRa”" présentent
nettement moins de granulomes hépatiques et pulmonaires que les souris CD3£'/'; ce qui est
probablement en relation avec le controle de la charge virale par les lymphocytes T y6 dans
les souris TCRa”" (Figure 3). Il en est de méme dans |'étude de I'équipe de M. Mach et T.
Winkler ou le transfert adoptif de lymphocytes T y6 a des souris RAG”" infectées est suffisant
pour éliminer le virus (Annexe 1)(Figure 2D - Sell et al., 2015). La diminution de la charge
virale est concomitante a I’'expansion des lymphocytes T y6 dans différents organes cibles de
I'infection. Celle-ci est observée a partir du 7°me jour d’infection et semblent méme se
maintenir jusqu’au jour 56 post-infection dans les poumons (Figure 4A). Cette amplification,
également observée dans les expériences de Sell et collegues, est probablement due a une
prolifération des cellules dans les organes comme il a été montré par l'incorporation de Ia
bromodéoxyuridine (BrdU)(Figure 5 - Sell et al., 2015). Ces résultats montrent donc que les
lymphocytes T yd s’expandent dans différents organes cibles du CMV chez la souris, et
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complétent les données montrant une amplification des lymphocytes T y6 V62™° sanguins

chez ’'homme (Déchanet et al., 1999b)(Pitard et al., 2008). Il est donc envisageable que les
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lymphocytes T y6 soient mobilisés in situ contre le CMV et qu’ils migrent ensuite au niveau
du compartiment sanguin ou ils se maintiennent a long terme.

Dans de nombreux modeles murins d’infection virales, dont des modeéles d’infection
par des virus herpétiques (HSV1 et 2), les lymphocytes T y6 sont capables de protéger les
souris d’'une mort liée a I'infection par la production d’IFNy (Sciammas et al., 1997)(Kodukula
et al., 1999)(Nishimura et al.,, 2004). Dans notre modeéle tout comme celui de Sell et
collegues, les lymphocytes y6 produisent précocement (dés le jour 3) de I'IFNy (Figure 7A).
Cependant, nous avons montré que la majeure partie de I'lFNy est produite par les cellules
NK dans tous les organes testés (Figure 7B) et les résultats de Sell et collegues montrent que
I'injection d’un anticorps neutralisant I'IFNy n’altére pas la protection conférée par les
lymphocytes T y6 (Figure 4B - Sell et al., 2015). L'effet protecteur de ces cellules semble ainsi
reposer sur un autre mécanisme. Celui-ci pourrait dépendre de la fonction cytotoxique des
lymphocytes T y& : en effet, nous avons observé une augmentation de la proportion de
cellules exprimant en surface le marqueur CD107a des le 3eme jour d’infection dans différents
organes, suggérant une dégranulation précoce des lymphocytes T y6 in situ (Figure S7). Cette
activité cytotoxique a également été montrée par Sell et collegues ex vivo par un test de
relarguage du chrome 51, dans lequel I'incubation de lymphocytes T y& induits par I'infection
avec des fibroblastes murins infectés résulte en une lyse de ces derniers (Figure 2A - Sell et
al., 2015). Il est donc possible que les lymphocytes T y8 puissent participer directement a
I’élimination des cellules infectées par le MCMV deés les premiers jours d’infection mais la
relevance de cette activité cytotoxique dans la protection a long terme n’a pas été évaluée.
Cependant, notre étude montre que les principaux effecteurs cytotoxiques sont les cellules
NK. Il est donc envisageable que comme I'IFNy, la cytotoxicité ne soit pas la fonction anti-
virale principale des lymphocytes T yé murins au cours de I'infection a MCMV. L’ensemble de
ces éléments montrent donc que les lymphocytes T y& murins sont capables de produire de
I'IFNy et d’avoir une activité cytotoxique au cours de l'infection a CMV, comme il a été
montré pour leurs homologues humains. Ils suggerent également que ces fonctions ne sont
pas indispensables a la protection des souris, et laissent penser que I'activité anti-virale des
lymphocytes T y6 est basée sur une autre de leurs nombreuses fonctions.

Dans notre étude, les lymphocytes T yd acquiérent de maniére concomitante a leur
low

expansion un phénotype CD44°CD62L°", qui est maintenu a long terme et décrit comme
caractéristique des lymphocytes T af CD4" et CD8" murins effecteurs mémoires dans
I'infection a CMV et d’autres infections (Figure 4B et C)(Snyder et al., 2008)(Henao-Tamayo
et al., 2010). Ce phénotype rappelle le phénotype TEMRA exprimé par les lymphocytes T yb
V62" et T apf CD8" humains induits par le CMV et suggére donc que les virus humains et
murins sont capables d’activer de maniere comparable ces effecteurs immunitaires et de les
maintenir a long terme. Cette activation se traduit par la capacité des lymphocytes T yé
isolés de souris TCRa”" infectées depuis 14 jours et transférés a des souris cD3e”" 3 protéger
ces dernieres de la mort induite par le CMV, contrairement aux cellules isolées de souris

naives (Figure 6C). D’autre part, chez des souris TCRa”" infectées depuis 21 jours, les
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lymphocytes T y6 induits par le MCMV sont capables de répondre rapidement lors d’une
infection secondaire et d’éliminer de facon efficace le virus (Annexe 1)(Figure S4 - Sell et al.,
2015), comme il a déja été montré chez ’lhomme (Pitard et al., 2008). Ces résultats sont en
faveur d’une réponse mémoire des lymphocytes T y6. Cependant, nous savons que dans ces
souris le virus n’est pas encore complétement éliminé apres 14 ou 21 jours d’infection
(Figure 2). Il est donc possible que la présence du virus suffise a maintenir les lymphocytes T
y6 activés et capables de contréler tres rapidement le virus, sans pour autant avoir une
fonction de cellule mémoire. Un autre élément est cependant en faveur d’une réponse
mémoire T y& : le transfert de lymphocytes T y6 isolés de souris infectées depuis 6 semaines
a des souris sensibles vis-a-vis du CMV est suffisant pour les protéger de I'infection (Figure
2D - Sell et al., 2015). Peu d’études décrivent la fonction mémoire des lymphocytes T y&
murins et ont été réalisées dans des modeéles d’infection bactériennes, ol I'agent pathogene
est éliminé de l'organisme avant que linfection secondaire soit faite (Sheridan et al.,
2013)(Murphy et al., 2014). Dans le cas du CMV, le virus n’est pas éliminé mais se maintient
dans son hote sans produire de particules infectieuses au cours de la phase de latence, qui
semble s’établir au bout des 3 mois chez la souris. Il serait donc intéresssant d’induire une
réactivation du virus ou de réaliser une infection secondaire tardive, pour éviter que le virus
injecté lors de la primo-infection ne continue d’activer les lymphocytes T y6 et ainsi pouvoir
réellement évaluer la capacité mémoire des lymphocytes T y&.

La répartition tissulaire des différentes sous-populations de lymphocytes T yd murins
« innate-like » et adaptatives (dérivées de la moelle osseuse) est bien définie et différente
d’un organe a l'autre (voir Introduction page 20). Les organes cibles du MCMV que nous
avons étudiés contiennent tous au moins une des deux sous-populations adaptatives que
sont les lymphocytes T y6 Vy1® et Vy4'. En suivant I'évolution de ces sous-populations au
cours de l'infection, nous avons pu noter une expansion de la sous-population T y& Vy1*
surtout au niveau du foie et des poumons, et dans une moindre mesure de la sous-
population T y& Vy4" (Figure 5A). Ces résultats rappelent trés clairement la mobilisation de

"®€ chez les individus infectés, qui

différentes sous-populations de lymphocytes T y6 V62
peuvent exprimer la chaine V61, V63 ou V&5 (Déchanet et al.,, 1999b). L'importance des
cellules T Vy1" et Vy4" murines a été évaluée en greffant de la moelle osseuse d’une souris
TCRa”™ 3 une souris CD3e”". Dans ces conditions, les lymphocytes T y6 Vy1® et Vy4" sont
régénérés en majorité, les autres sous-populations n’étant produites que lors de la vie
foetale (Carding et al.,, 2002). Les souris greffées survivent a linfection par le MCMV
montrant que les lymphocytes T y6 Vy1' et/ou Vy4" sont responsables de la protection de
ces souris (Figure 6B). Bien que nous n’ayons pas vu de restriction du répertoire TCR de ces
cellules a jour 14 (Figures S3 et S4), des clones exprimant des TCR Vy1 particuliers ont été
détectés 28 jours post-infection par séquencage dans I'étude de Sell et collegues (Figure 7 -
Sell et al., 2015). Cette restriction est en faveur d’une sélection antigénique de certains
lymphocytes T y& Vy1®, mettant en évidence |'appartenance de ces cellules a I'immunité
adaptative et les rapprochant des lymphocytes T ap CD8" spécifiques du MCMV. Il est donc
probable que ce soit cette sous-population T y6 Vy1* qui protége les souris a long terme, ce
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qui renforce et corrobore les résultats de Ninomiya et collegues (Ninomiya et al., 2001). Ces
éléments rappellent I’expansion, le maintien et la restriction du répertoire des lymphocytes
T yd V562" observés chez les individus séropositifs pour le CMV (Déchanet et al.,
1999b)(Pitard et al., 2008)(Knight et al., 2010). Chez la souris, les lymphocytes T y& Vy1' sont
déja reconnus comme pouvant protéger leur hote contre de nombreux agents infectieux que
ce soit des virus comme le WNV ou le virus de l'influenza (Wang et al., 2003)(Carding et al.,
1990), ou des bactéries comme Listeria monocytogenes ou le bacille de Calmette et Guérin
(Nakamura et al., 1999)(Inoue et al.,, 1991). Bien qu’aucune preuve directe n’ait été
apportée, il est possible que les lymphocytes T Vy1* puissent étre mobilisés lors de la phase
tardive d’infection et puissent protéger les souris a long terme en devenant des cellules
mémoires. Il est intéressant de noter que dans notre modéle, la sous-population T y& Vy4"
est également mobilisée, bien que ce soit dans une moindre mesure par rapport aux
lymphocytes T Vy1®. Ces deux sous-populations ont des réles globalement opposés dans la
littérature et dans le cas des infections, les lymphocytes T Vy1l" ont un réle souvent
protecteur contrairement a la sous-population T y& Vy4" qui est elle plutdt pathogénique
(voir Introduction pages 39 et 42 a 44). Du fait de cette balance fonctionnelle, il serait
intéressant de déterminer si les lymphocytes T y6 Vy4" ont un réle pro-MCMV dans notre
modele et, si tel était le cas, de mieux comprendre pourquoi les deux sous-populations
plastiques dérivées de la moelle osseuse ne se comportent pas de la méme maniére dans le
méme environnement infectieux.

D’un point de vue général, nos résultats montrent que I'infection a MCMV déclenche
une réponse lymphocytaire T y& anti-virale protectrice. Ces cellules sont capables de
suppléer a I'absence de plusieurs autres acteurs immunitaires dont I'importance contre le
CMV est clairement établie, comme les lymphocytes T af et les NK. Les nombreuses
similarités du modéle murin d’infection a CMV et de l'infection par le HCMV nous laissent
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envisager que I'expansion des lymphocytes T yd V62 ™° est associée a un effet protecteur de
ces cellules chez I'homme, comme il a été suggéré dans divers cas de déficiences
immunologiques. |l est donc particulierement important de mieux comprendre les
mécanismes d’activation et de protection des cellules murines afin de savoir comment

améliorer la réponse de leurs homologues humaines.

C. Perspectives

La confrontation de notre étude avec celle de S. Sell et collegues montre donc de
nombreux points communs et prouve sans aucun doute que les lymphocytes T yb sont
capables de protéger leur hote contre le CMV. Cependant, plusieurs éléments restent encore
sans réponse et nécessitent des expériences supplémentaires :

e Malgré nos efforts communs pour découvrir quelle fonction des lymphocytes T y6 est
responsable de leur effet protecteur contre le MCMYV, cette question reste encore sans
réponse. Il semble bien que la production d’IFNy par les lymphocytes T y& ne soit pas
indispensable a leur effet protecteur. Une des possibilités que les deux études ont
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commencé a explorer est I'activité cytotoxique de ces cellules. Il est donc nécessaire de
déterminer si I'effet anti-viral des lymphocytes T yb repose principalement sur cette
fonction en réalisant des transferts adoptifs de cellules T yo déficientes pour la perforine
ou le granzyme ou en bloquant ces molécules par un traitement anticorps au cours de
I'infection. Afin d’avoir une vue d’ensemble plus large, il serait également envisageable
de réaliser une analyse transcriptionnelle ou protéique des facteurs produits par les
lymphocytes T yd a différents temps d’infection dans le foie et les poumons (la ou les
lymphocytes T y6 sont le plus mobilisés), respectivement par la technique du nanostring
ou par un cytokine array.

e Le phénotype et le répertoire des lymphocytes T yd est modifié suite a I'infection par le
MCMV. Ces résultats rappellent le phénotype TEMRA des lymphocytes T y& V62 "®€ et T
aP CD8" mémoires induits par le CMV et la restriction du répertoire de ces cellules chez
I'homme. Il serait donc intéressant de savoir si les lymphocytes T y& murins peuvent
effectivement acquérir une fonction de cellules mémoires, capables de réagir tres
rapidement et d’éliminer efficacement le virus lors d’une réactivation ou d’une infection
secondaire faite a distance de la primo-infection et de déterminer la ou les sous-
population(s) impliquée(s).

En plus de l'intérét purement fondamental porté a ces perspectives, ces différents
éléments pourraient potentiellement nous permettre de mieux comprendre la biologie des
lymphocytes T y6 humains au cours de l'infection a CMV et de pouvoir a long terme, utiliser
ces cellules a des fins plus appliquées.
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Il. Projet n°2 — Effet anti-tumoral de I'infection a MCMV dans un contexte
d’immunodéficience

A. Contexte de travail et problématique

Plusieurs études réalisées au laboratoire sur les lymphocytes T y6 V82" humains
amplifiés dans le sang des patients présentant une infection a HCMV suggérent que ces
cellules possedent une double réactivité anti-virale et anti-tumorale: in vitro, ces
lymphocytes sont capables de reconnaitre et de lyser a la fois des fibroblastes infectés par le
HCMV et différentes lignées cellulaires carcinomateuses dont les cellules tumorales
d’adénocarcinome colique HT29, alors que des fibroblastes non infectés ou des cellules
intestinales normales ne sont pas reconnues (Halary et al., 2005). In vivo, (i) le transfert
adoptif de ces lymphocytes T y6 HCMV-induits a des souris immunodéficientes est suffisant
pour inhiber la croissance des cellules tumorales humaines HT29 et limiter le développement
de métastases (Devaud et al.,, 2009)(Devaud et al., 2013), et (ii) chez les patients
transplantés rénaux, la séropositivité au HCMV est liée a un risque réduit de cancers
comparativement aux patients séronégatifs, et cette protection est corrélée a I'expansion
sanguine des lymphocytes T y6 V52" (Couzi et al., 2010). L’ensemble de ces éléments est en
faveur d’un rdle anti-tumoral indirect du CMV passant par |'activation d’une réponse T y&
V52" chez ’lhomme.

Notre but était d’utiliser le modéle murin de l'infection a CMV afin d’apporter des
preuves directes concernant cette potentielle protection anti-tumorale des lymphocytes T y6
CMV-induits. Au démarrage de ce projet nous avions déja montré que les lymphocytes T y&
étaient capables de pallier a I'absence des lymphocytes T af (dans les souris TCRa”
aB"y8’), et de protéger ces souris de la mort induite par le MCMV en s’amplifiant et en
contrélant la charge virale dans différents organes cibles du virus. De plus, les lymphocytes T
v6 murins ont été décrits comme capables de contréler le développement de différents
types de tumeurs en absence d’infection, dont des tumeurs spontanées de la prostate (Liu et
al., 2008), des tumeurs cutanées induites par des carcinogenes (Girardi et al., 2001)(Matsuda
et al., 2001) ou des lignées cellulaires tumorales comme la lignée de mélanome B16F10 (Gao
et al., 2003)(He et al., 2010).

Pour aborder cette étude, nous avons choisi d’utiliser la lignée MC38 qui est une
lignée d’adénocarcinome colique induit chez la souris C57BL/6. Le choix de cette lignée
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repose sur la forte réactivité des lymphocytes T y& V62™° induits par le HCMV contre des
lignées d’adénocarcinomes coliques humains HT29 et Caco-2 (Halary et al., 2005), et sur leur
capacité a inhiber le développement de tumeurs HT29 implantées en situation orthotopique
chez la souris (Devaud et al., 2013). De plus, les lymphocytes T y6 sont présents en forte
proportion dans I’épithélium intestinal et pourraient donc participer a la surveillance de ce

tissu.
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Dans une premiére approche nous avons évalué la croissance des cellules MC38
implantées en sous-cutané a des souris TCRa” (ap"8y6*) et CD3e” (ap"Ey5"°),
préalablement infectées ou non par le MCMV. Dans ce modele nous n’avons pas observé
d’effet majeur des lymphocytes T y6 sur la croissance tumorale en absence d’infection, les
souris TCRa”" présentant des volumes tumoraux comparables aux souris cD3e™ (Figure 22A).
L'infection préalable des souris TCRa" 7 jours avant l'injection des cellules tumorales ne
modifie presque pas le développement des tumeurs. Par contre, de maniére assez
inattendue, I'infection des souris CD3e”" T-déficientes résulte en une inhibition importante
de la croissance tumorale (Figure 22A).
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Figure 22 — L’infection par le MCMV inhibe la croissance tumorale chez les souris cp3e”.

A/ 8-10 souris CD3e” et TCRa” ont été infectées en i.p. avec 2.10° PFU de MCMV. Apres 7 jours, les souris
infectées et 8-10 souris contréle CD3e” et TCRa” ont recu en s.c. 5.10° cellules MC38 et la croissance tumorale
a été suivie ensuite tous les 2-3 jours. Les courbes représentent la moyenne et I'écartype des volumes
tumoraux de chaque groupe de souris obtenus dans une expérience. B/ 10 souris CD3e” et TCRa” ont été
infectées avec 2.10° PFU de MCMV. Aprés 14 jours, les souris infectées et 10 souris controle cD3e” et TCRa”
non infectées ont été sacrifiées et les splénocytes isolés . Des souris cD3e” ont recu en i.v. 40.10° splénocytes
de souris CD3e” non infectées (hommées MCMV™® CD3e” < CD3e”), de souris CD3e” infectées (MCMV' CD3e"
< cD3e”), de souris TCRa’ non infectées (MCMV™® TCRa” < CD3e”) ou de souris TCRa” infectées (MCMV*
TCRa” < CD3s’/’). Les souris receveuses ont regu le lendemain 5.10° cellules MC38 en s.c. et la croissance
tumorale a été suivie ensuite tous les 2-3 jours. Les courbes représentent la moyenne et |'écartype des volumes
tumoraux de chaque groupe de souris obtenus dans une expérience représentative de 2 expériences
indépendantes. T : sacrifice des souris CD3¢e” receveuses a cause de signes de souffrance dis a I'infection.
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Dans une seconde approche simplifiée, nous avons transféré en intraveineuse (i.v.)
les splénocytes des souris TCRa™” (contenant des lymphocytes T y&), ou en contrdle de souris
CD3£’/‘, infectées ou non par le MCMV a des souris cD3e” naives pour le virus (40.10°
splénocytes par receveuse). Le lendemain de linjection, 5.10° cellules MC38 ont été
implantées en sous-cutané (s.c.) au niveau du flanc droit des souris receveuses et la
croissance tumorale suivie de maniére comparable a la premiéere approche. Ici encore, les
lymphocytes T y6 (et autres cellules immunitaires) contenus dans les splénocytes des souris
TCRa" infectées et non infectées ne sont pas suffisants pour inhiber la croissance tumorale
en comparaison au groupe controle MCMV"® CD3e” < CD3e™ (Figure 22B). Par contre, une
inhibition claire de la croissance tumorale est observée chez les souris transférées avec des
splénocytes de CD3e” infectées (MCMV* cD3e’ < CD3£‘/'), confortant les observations faites
précédemment et renforcant notre hypothése d’un probable lien entre le virus et |'effet
anti-tumoral observé. Globalement ces résultats montrent que dans nos conditions
expérimentales, les lymphocytes T y6 n’ont pas d’effet anti-tumoral, et ce en absence ou en
présence de CMV.

Linhibition de la croissance tumorale observée chez les souris CD3&” infectées par le
MCMV ou recevant des splénocytes de souris CD3e” MCMV" est en désaccord avec la
littérature puisqu’un role protecteur anti-tumoral du CMV a uniquement été décrit chez des
individus atteints de cancers d’origine hématopoiétique (Elmaagacli et al., 2011)(lto et al.,
2013), alors qu’il possede plutdt un effet pro-tumoral chez les individus atteints de cancers
solides, dans lesquels il est souvent détecté et considéré comme un facteur pronostic négatif
associé a une survie a long terme moins importante des individus atteints de cancer (Harkins
et al., 2002)(Taher et al., 2014). Cependant et malgré les études de plus en plus nombreuses
en faveur de cette association néfaste entre le CMV et le cancer, le r6le oncomodulateur de
ce virus est encore controversé faute de preuve directe le reliant au développement
tumoral.

Au vu de ces éléments, nos résultats préliminaires semblaient offrir un nouveau point
de vue sur ce débat en montrant que le CMV peut également exercer son activité anti-
tumorale sur des tumeurs solides chez la souris. De ce fait, nous avons voulu pousser cette
étude pour comprendre comment le CMV inhibe la croissance tumorale dans nos conditions
expérimentales.
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B. Matériels et Méthodes
Déclaration éthique

Toutes les procédures expérimentales impliquant des animaux ont été réalisées selon les
directives de I’"Union Européenne (European Directive 2010/63/UE)
(http://ec.europa.eu/environment/chemicals/lab_animals/home_en.htm) et approuvées
par le comité éthique local Comité d'éthique pour l'expérimentation animale de Bordeaux
(CE50), [project n° 50120197-A].

Souris et lignées cellulaires

Nous utilisons des souris CD3e”" de fond génétique C57BL/6 (Malissen et al., 1995), et TCRa’
- (Philpott et al., 1992) provenant du CDTA (Centre de Distribution, Typage et Archivage
Animal, Orléans, France) et des souris NOD-scid gamma (NSG) provenant des laboratoires
Jackson (Shultz et al., 2005). Les souris ont été utilisées a un dge compris entre 8 et 12
semaines, hébergées dans une animalerie SPF (Animalerie A2, Université de Bordeaux,
France) et gardées en conditions exemptes de pathogéne. Les lignées cellulaires murines
d’adénocarcinome colique MC38 et de mélanome murin B16F10, toutes deux générées sur
fond C57BL/6, ont été généreusement données par le Dr B. Robert (Institut de Recherche en
Cancérologie de Montpellier) et le Dr P. Voisin (Centre de Résonance Magnétique des
Sytémes Biologiques, Bordeaux) respectivement. Les lignées de fibroblastes murins NIH 3T3
(souris Swiss) et d’adénocarcinome colique humaines HT29 sont de I’American Type Culture
Collection (ATCC). Les cellules ont été cultivées a 37°C, 5% CO, en milieu complet DMEM
(Invitrogen Gibco) supplémenté avec 8% de sérum de veau feetal inactivé par la chaleur (PAA
Laboratories GmbH). Toutes les lignées cellulaires utilisées sont régulierement testées pour
I’'absence de mycoplasme.

Stock de virus

Le MCMV provient de I’ATCC (souche Smith, ATCC VR-194). Pour les expériences réalisées in
vivo, le virus a été amplifié dans des souris de fond génétique BALB/c (BALBcBy/J,
Laboratoire Charles Rivers, Larbresle, France) pour générer des extraits de glandes salivaires
contenant le MCMV. Pour les expériences réalisées in vitro, le virus a été amplifié par des
passages successifs sur un tapis cellulaire de NIH 3T3. Les titres des virus ont été définis par
la méthode standard des plages de lyse sur monocouche de fibroblastes embryonnaires
murins (MEF). La souche clinique de HCMV TB40-E (généreusement donnée par C. Sinzger,
Université de Turbingen, Allemagne) a été amplifiée in vitro comme décrit précédemment
(Halary et al., 2005).

Implantation des cellules tumorales in vivo et infection des souris

Apres anesthésie, les souris ont recu en sous-cutané 5.10° cellules MC38, B16F10 ou
HT29 au niveau du flanc droit. Les souris ont été infectées le méme jour par l'injection en
intra-péritonéal de 10? ou 10* Plaque-Forming Units (PFU) de MCMV extrait de glandes
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salivaires ou 10* PFU de HCMV. La croissance tumorale a été suivie en mesurant la longueur
et la largeur des tumeurs avec un pied a coulisse trois fois par semaine. Le volume tumoral a
été estimé en utilisant la formule suivante : volume tumoral (mm?) = [Longueur (mm) x
Largeur® (mm)]/2.

Infection des cellules et détection des protéines virales in vitro

Les cellules NIH 3T3, MC38, B16F10 et HT29 sont ensemencées a raison de 3000 cellules par
puits en plaque 96 puits dans 100 pul de milieu complet. Apres 24h d’adhésion, les cellules
sont infectées avec des multiplicités d’infection (MOI) de 0.01, 0.1, 1, 10 et 100 particules
virales infectieuses par cellule. Apres 48h d’incubation a 37°C, 5% CO,, les cellules sont
lavées en PBS. Elles sont ensuite fixées et les péroxydases endogeénes inhibées avec une
solution d’acétone-H,0-H,0, pendant 20 min a -20°C. Les protéines virales IE1 et gB ont
ensuite été marquées avec les anticorps primaires non couplés CROMA101 et CROMA7
respectivement (CapRi, Université de Rijeka, Croatie) et le kit Vectastain Universal Elite ABC
R.T.U Kit (Vector Laboratories, Burlingame, Etats-Unis) en respectant les recommandations
du fabricant. La révélation a été faite avec du 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) (Vector
Laboratories).

Etude de la viabilité des cellules post-infection

La viabilité des cellules post-infection a MCMV a été évaluée par test MTT. Les cellules ont
été ensemencées a raison de 500 a 2500 cellules selon la lignée cellulaire par puits en plaque
96 puits dans 100 pl de milieu complet. Apres 24h d’adhésion, les cellules sont infectées
avec des multiplicités d’infection (MOI) de 0.01, 0.1, 1, 10 et 100 particules virales
infectieuses par cellule dans 100 pl de milieu complet. Aprés 3 jours d’infection, les cellules
sont incubées pendant 2 a 4h a 37°C, 5% CO, avec 15 pl par puits une solution de bromure
de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium a 5 mg/ml (Sigma Aldrich). Les
cristaux de formazan formés suite a I'action des succinate déshydrogénases cellulaires, sont
ensuite solubilisés par I'ajout de 105 pl par puits d’isopropanol contenant 5% d’acide
formique et la densité optique est lue a 570 nm avec un Varioskan Flash (Thermo Scientific).
L'absorbance du milieu seul a ensuite été soustraite a celle des conditions testées pour
évaluer 'absorbance spécifique de chaque condition.

Analyse de |'apoptose in vitro par détection de I'annexine V

Les cellules NIH 3T3, MC38, B16F10 et HT29 sont ensemencées a raison de 3000 cellules par
puits en plaque 96 puits dans 100 pul de milieu complet. Aprés 24h d’adhésion, les cellules
sont infectées avec des multiplicités d’infection (MOI) de 0.01, 0.1, 1, 10 et 100 particules
virales infectieuses par cellule et incubées 72h a 37°C, 5% CO,. Les cellules sont lavées en
PBS, décollées par un traitement a la trypsine puis laissées 30 min a température ambiante
en millieu complet. L'apoptose cellulaire a été déterminée en utilisant le FITC Annexin V
Apoptosis Detection Kit | (BD Pharmingen). Le marquage de I'annexine V a été réalisé suivant
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les instructions du fabricant. L'acquisition des cellules ainsi marquées a été faite sur un
LSRFortessa (BD Biosciences) et I'analyse avec le logiciel FlowJo (Tree Star).

Révélation de la protéine IE1 du MCMV par immunohistochimie

Les tumeurs (B16F10, MC38 et HT29) ont été prélevées en fin de chaque expérience, pesées
puis mises en cassettes et fixées en parformaldehyde 4% pendant 4 heures. Les échantillons
sont ensuite transférés dans une solution d’éthanol 70% et inclus en paraffine. Les antigénes
sont démasqués sur des coupes de 4 um d’épaisseur par une incubation de 30 min en
tampon Tris (10 mM) EDTA (1 mM) a pH9. Apreés inhibition des péroxydases endogénes par
une solution d’H,0, 3%, les sites de fixation aspécifique et I'avidine sont bloquées grace aux
solutions de blocage de Vectastain Universal Elite ABC R.T.U kit et Avidin/Biotin Blocking kit
respectivement (Vector Laboratories, Burlingame, Etats-Unis). La protéine IE1 est marquée
par I'anticorps primaire non couplé CROMA101 (CapRi, Université de Rijeka, Croatie) et au
Vectastain Universal Elite ABC R.T.U kit et révélée avec le Novared (Vector Laboratories).
Une contre-coloration est faite en hémalun de Mayer avant I'analyse. Les lames sont
scannées avec le Pannoramic Scan et analysées avec Pannoramic Viewer (3DHISTECH,
Budapest, Hongrie).

Analyses statistiques

Les études statistiques ont été réalisées grace au logiciel Graphpad prism 5. Les différences
de croissance tumorale mesurées in vivo ont été analysées par un test de two-way ANOVA.
Les différences statistiques entre les poids tumoraux ont été déterminées par un test de
Mann-Whitney. La significativité est notée comme suit: * =p < 0.05; ** =p<0.01; ***=p
<0.001; **** =p <0.0001.

C. Résultats
Le MCMV inhibe la croissance tumorale de maniere dose-dépendante chez des souris

immunodéficientes CD3e™

Notre étude sur le modele murin d’infection a CMV a mis en évidence la capacité des
lymphocytes T y6 a protéger les souris TCRa”" contre la mort induite par le virus. Cette
protection est liée a un contréle de la charge virale par les lymphocytes T y§, contréle qui est
absent chez les souris CD3e” qui présentent rapidement des charges virales importantes.
Ainsi, l'inhibition de la croissance des MC38 observée dans les souris infectées cD3e” (Figure
22) pourrait étre due a la présence d’une grande quantité de particules virales dans ces
souris, contrairement aux TCRa™ qui controlent 'infection. Afin de tester si I'intensité de
I'effet anti-tumoral du MCMV était dépendante de la charge virale, nous avons injecté 2
doses différentes de virus aux souris CD3¢” : une dose plus faible de 10% PFU et une plus
forte de 10* PFU qui ont été injectées en i.p. le méme jour que les cellules tumorales. La
croissance des cellules MC38 est inhibée dans les 2 lots de souris infectées, méme lorsque
celles-ci ne sont infectées qu’avec 10° PFU (Figure 23A, panel de gauche). Cette inhibition est
dose-dépendante comme nous |'avions envisagé, avec un ralentissement de la croissance
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nettement plus important a 10* PFU et une différence significative en fin d’expérience entre
les groupes infectés a 10% et 10* PFU. Ces observations sont renforcées par les poids des
tumeurs qui suivent la méme tendance et sont statistiquement différents entre les groupes
(Figure 23B). Des résultats similaires ont été obtenus avec la lignée B16F10, tant au niveau
de la croissance que du poids des tumeurs (non montré).
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Figure 23 — Inhibition dose-dépendante de la croissance tumorale et impact de I'immunité innée sur cette

3

reponse.

A/ Les souris CD3e” et NSG ont été infectées en i.p. avec 10% ou 10* PFU de MCMV. Le méme jour, 5.10°
cellules MC38 ont été implantées en s.c. au niveau du flanc droit de ces souris ainsi qu’a des souris contrdle non
infectées. Suite a I'apparition de tumeurs visibles, la croissance tumorale a été suivie tous les 2-3 jours en
évaluant le volume tumoral. Les données sont exprimées en moyenne des volumes * écartype de 5 a 8 souris.
Chaque graphique représente une expérience représentative de 2 expériences. Les statistiques notées en bleu
ou en rouge correspondent aux différences statistiques a un jour donné entre le groupe non infecté et le
groupe infecté a 10° ou 10* PFU respectivement. Les statisiques notées en noir montrent les différences
statistiques entre les groupes infectés avec 10° ou 10" PFU en fin d’expérience. B/ A la fin de chaque
expérience, les tumeurs des différents groupes sont prélevées et pesées. Les données représentent le poids
moyen des tumeurs obtenus dans les 2 expériences * écartype. Les statistiques entre les différents groupes
sont montrées.
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Le MCMV inhibe la croissance tumorale indépendamment d’un effet des cellules

immunitaires innées

Les souris CD3e” sont déficientes en lymphocytes T mais possedent tous les autres
composants cellulaires de I'immunité, et plus particulierement les cellules de I'immunité
innée comme les cellules NK, mais ne présentent probablement pas d’anticorps du fait de
I’'absence des lymphocytes T. Les cellules NK jouent un role important dans la réponse anti-
virale et sont capables de contrdler, au moins partiellement, la réplication virale. Afin
d’étudier directement I'effet du MCMV indépendamment du potentiel effet anti-tumoral
des cellules immunitaires innées activées par linfection, nous avons reproduit nos
expériences avec des souris NSG déficientes en lymphocytes T et B, en cellules NK, en
cellules lymphoides innées (ILCs) et qui possédent des macrophages incapables de sécréter
de I'lL-1B (Shultz et al., 2005). Les résultats obtenus sont globalement similaires a ceux
observés chez les souris CD3£'/', I'infection par le MCMV résultant en une inhibition de Ia
croissance des tumeurs MC38 (Figure 23A et B), et des tumeurs B16F10 (non montré).
Cependant, nous pouvons noter que méme si les tumeurs apparaissent au méme moment
sur les souris CD3e”" et NSG et que leur croissance est relativement comparable en début
d’expérience, les tumeurs atteignent plus vite un volume avoisinant les 2000 mm? chez les
souris NSG que les souris CD3e” en absence de virus (13 jours contre 17,
respectivement)(Figure 23A). Ce résultat suggere que les cellules immunitaires présentes
chez les souris CD3e” (dont les cellules NK) sont capables de limiter partiellement le
développement tumoral en absence d’infection. D’autre part, les tumeurs sont inhibées de
maniére significativement plus rapide a 10* PFU dans les souris NSG (10 jours contre 12 pour
les souris CD3e”) et & 10° PFU (12 jours contre 14). Une explication possible est que les
cellules immunitaires des souris CD3g”" puissent, en luttant contre le MCMV, bloquer son
effet anti-tumoral et ainsi permettre indirectement aux tumeurs de se développer. En fin
d’expérience, une différence significative est trouvée entre les groupes infectés a 10% et 10*
PFU pour les deux types de souris, tant au niveau du volume tumoral que du poids des
tumeurs. L'ensemble de ces éléments est donc en faveur d’un role anti-tumoral du CMV
indépendant des cellules immunitaires effectrices T, B, NK et ILCs.

Le MCMYV est détecté par immunohistochimie au sein des tumeurs

L'effet anti-tumoral du MCMV pourrait étre soit direct et donc lié a 'infection des
tumeurs, soit indirect par des modifications du microenvironnement tumoral ou d’autres
mécanismes. Afin d’évaluer la capacité du virus a infecter directement les cellules tumorales,
nous avons recherché la présence de cellules infectées au sein des tumeurs par un marquage
du facteur de transcription viral IE1. Des cellules infectées IE1" sont détectées in situ dans les
tumeurs des souris infectées avec 10> PFU et 10* PFU (Figure 24A et B). La proportion de
cellules infectées semble dépendre de la quantité de particules virales infectieuses injectées
aux souris, les tumeurs des souris infectées avec 10> PFU de MCMV présentant moins de
cellules 1E1" que celles des souris infectées avec 10* PFU. Cependant, une analyse plus
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approfondie et quantitative est nécessaire pour confirmer ce résultat et déterminer si les
cellules infectées sont des cellules tumorales.

Uninfected Infected (

102 PFU MCMV)

Infected (104 PFU MCMV)

Mouse #1

Mouse #2

Mouse #3

Mouse #1

Mouse #2

Mouse #3

Figure 24 - L’effet dose du MCMV sur la croissance des cellules MC38 est maintenu chez les souris
immunodéficientes NSG.

Les souris NSG de I'expérience présentée en figure 25 et portant des tumeurs MC38 ont été sacrifiées a jour 13.
Les tumeurs ont été prélevées, pesées et fixées en formaldéhyde. La protéine IE1 du MCMV a été révelée par
immunohistochimie. Chaque image est représentative de la tumeur d’une souris analysée a A/ faible
grossissement (barre d’échelle : 200 um) ou a B/ fort grossissement (barre d’échelle : 50 um). Les 3 souris
analysées pour chaque groupe sont représentées. Les fleches indiquent quelques plages de cellules IE1”.
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Le MCMYV infecte des lignées tumorales murines de différentes origines

Comme nous |'avons mentionné précédemment, le HCMV a été détecté dans de
nombreux types de cancers. Cependant, ces études ne permettent pas de savoir si le HCMV
a infecté les cellules avant ou apres leur transformation. Quelques d’études se sont
intéréssées a déterminer la capacité de ce virus a infecter des cellules tumorales in vitro. Ces
études semblent globalement montrer que le HCMV est capable d’infecter des lignées
tumorales humaines de différentes origines dont des lignées de tératocarcinome (Génczol et
al., 1985), d’astrocytome ou de gliome (Cinatl et al., 1999)(Cobbs et al., 2007), ou de
carcinomes coliques ou prostatiques (Jarvis et al., 1999)(Esclatine et al., 2000)(Blaheta et al.,
2006). Peu d’études ont été réalisées chez la souris a ce sujet, mais il semblerait que le
MCMV puisse infecter in vivo les cellules a I'origine de certains cancers, comme les cellules
musculaires lisses dans le cas du rhabdomyosarcome (Price et al.,, 2012), et pourrait
potentiellement se répliquer dans des cellules tumorales comme par exemple des cellules
leucémiques (Pottathil et al., 1986).

Dans la plupart des études mentionnées ci-dessus, I'impact de I'infection des cellules
tumorales sur le cancer n’a pas été évalué ou a été associé a un effet pro-tumoral du virus
humain. En contradiction avec cette littérature, la présence de cellules IE1" au sein des
tumeurs murines et I'effet anti-tumoral observé dans notre modele suggerent globalement
un role direct anti-tumoral du MCMV. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons donc
cherché a déterminer la capacité du MCMYV a infecter différentes lignées tumorales murines
in vitro. Pour cela, les fibroblastes NIH 3T3 contréles, connus pour leur permissivité au
MCMV, les cellules MC38 et de mélanome B16F10 ont été incubées avec différentes MOI de
virus et l'initiation de la réplication a ensuite été évaluée par la détection de la protéine
virale IE1. Comme attendu, les cellules contréles NIH 3T3 s’infectent et sont positives pour
IE1 méme a de faibles MOI (Figure 25). Concernant les lignées tumorales, nous avons pu
observer que les cellules MC38 et B16F10 sont permissives au MCMV mais ont une
sensibilité différente vis-a-vis du virus (Figure 25). Les lignées tumorales murines CT26
(carcinome colique de souris BALB/c) et CMT93 (carcinome rectal de souris C57BL/6) ont
également été testées et sont elles aussi permissives au MCMV (non montré). Pour les
cellules B16F10, des plages d’infection sont détectées dés la MOI 0,01 comme nous I'avons
observé pour les fibroblastes controles. Les cellules MC38 semblent étre plus résistantes
face au MCMV puisque nous ne détectons des cellules IE1* qu’a partir de la MOI 1.

Des résultats concordants ont été obtenus par la détection de la glycoprotéine
d’enveloppe gB (Figure 25). Cependant, I'anticorps de détection utilisé reconnait la forme
native de la protéine et pourrait, de ce fait, détecter les virions fixés a la membrane et non
internalisés en plus des néo-virions produits dans les cellules. Afin de pouvoir conclure
réellement sur ce point, une expérience préliminaire a été réalisée lors de laquelle les virions
non internalisés ont été éliminés par des lavages en solution acide. Le transfert des
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surnageants de culture de ces cellules traitées sur des fibroblastes nous a permis de voir que
les cellules MC38 et B16F10, comme les NIH 3T3, produisent des particules virales
infectieuses (non montré). Bien qu’une analyse quantitative soit nécessaire afin de confirmer
ces observations et de pouvoir donner une conclusion définitive sur le niveau d’infectabilité
de ces cellules, nos résultats suggerent malgré tout que les cellules B16F10 et MC38
pourraient permettre au virus de faire un cycle viral complet et produire des particules
virales infectieuses.

NIH 373 cells
Control (+) B16F10 cells MC38 cells

IE1 staining gB staining IE1 staining gB staining IE1 staining gB staining

)

Figure 25 — Le MCMV infecte les lignées tumorales B16F10 et MC38 mais a différentes MOI.

Les fibroblastes de la lignée contréle NIH 3T3 et les cellules tumorales B16F10 et MC38 ont été ensemencées a
raison de 3000 cellules par puits en plaque 96 puits. Le lendemain, les cellules ont été infectées avec
différentes MOl de MCMV et incubées pendant 2 jours a 37°C, 5% de CO2. Les protéines virales IE1 et gB ont
ensuite été détectées grace a des anticorps monoclonaux spécifiques. Chaque image a été prise avec un
grossissement de x20, et est représentative de 2 a 3 expériences indépendantes.

Le MCMYV induit I'apoptose des cellules B16F10 mais pas des cellules MC38

Du fait de sa capacité a infecter les cellules tumorales, le virus pourrait avoir un effet
anti-tumoral direct par différents mécanismes : inhibition de la prolifération cellulaire,
induction de I'apoptose, etc. Dans un premier temps, nous avons donc évalué la viabilité des
cellules MC38 et B16F10 72h post-infection a MCMV par un test MTT. Comme attendu,
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I'infection des cellules contréle NIH 3T3 a un effet majeur sur la viabilité de ces cellules et cet
effet est d’autant plus marqué que le dose de virus est importante (Figure 26A). La tendance
est la méme pour les cellules B16F10. L'infection des cellules MC38 ne résulte quant a elle
gu’en une petite diminution de la viabilité a MOI 100 en comparaison aux deux autres
lignées cellulaires (Figure 26A). Ces résultats sont assez cohérents avec la différence de
permissivité virale de ces cellules (Figure 25).

Une des premieres hypothéses que nous avons formulée aprés avoir obtenu ces
résultats est que le virus pourrait induire I'apoptose des cellules infectées et ainsi expliquer
la diminution de viabilité observée. Dans des conditions comparables au test MTT, nous
avons donc évalué indirectement I'apoptose par cytométrie de flux en mesurant I'expression
de I'annexine V (AnV) a la surface des cellules infectées et I'incorporation de I'iodure de
propidium (IP). Les cellules NIH 3T3 entre en apoptose dés la MOI 1, condition a laquelle
environ 30% des cellules sont AnV" (Figures 28B). Malheureusement, la faible quantité de
cellules ayant supporté I'infection aux MOI 10 et 100 n’a pas permis d’analyser de maniére
fiable I'apoptose dans ces conditions. Comme pour les cellules NIH 3T3, I'apoptose est
induite dés la MOI 1 pour les cellules B16F10 et & MOI 10, I"apoptose tardive (AnV'IP*) et
globale (AnV'IP* °" ") sont estimées a environ 33% et 48% de cellules apoptotiques,
respectivement (Figure 26B). Pour ces cellules également, la MOI 100 n’a pu étre analysée.
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Figure 26 — Le MCMV induit ’apoptose des cellules NIH 3T3 et B16F10 de maniére dose dépendante.

Les cellules ont été ensemencées et infectées comme mentionné dans le Matériels et Méthodes. Aprés 72h
d’infection, A/ la viabilité des cellules a été déterminée en mesurant la métabolisation du MTT et B/ I'apoptose
(précoce AnV'IP"™® et tardive AnV'IP") a été évaluée par cytométrie de flux via I'expression de I'annexine V. Les
résultats montrés sont représentatifs de deux expériences indépendantes exprimés en moyenne + écartype.

De maniére intéressante, les cellules MC38 ne semblent pas entrer en apoptose
apres infection et ce, méme a MOI 100 (Figure 26B). Ces résultats suggerent que le MCMV
peut exercer son activité anti-tumorale de maniere directe par au moins deux effets: le
premier reposerait sur I'induction de I'apoptose des cellules infectées comme observé pour
les cellules B16F10, et le second reposerait sur un mécanisme non déterminé ici, qui pourrait
étre par exemple une inhibition de la prolifération des cellules MC38 a forte MOI. Il reste
néanmoins possible que le MCMV exerce également un effet indirect in vivo sur
I’environnement tumoral.

Le MCMYV inhibe la croissance in vivo des cellules tumorales humaines HT29

Puisque les lignées tumorales utilisées dans nos expériences sont permissives au
MCMV, il nous est difficile d’évaluer la part de I'effet indirect du virus sur I'inhibition de la
croissance observée in vivo. Nous avons ainsi déterminé l'effet du virus murin sur la
croissance des cellules tumorales humaines HT29, que l'on pensait non permissives au
MCMV du fait de la spécificité d’espéce du virus. Des souris NSG ont recu en s.c. 5.10°
cellules HT29 et ont été infectées avec 10* PFU de MCMV ou de HCMV. Nous avons pu
observer une forte inhibition de la croissance de ces cellules uniquement lorsque les souris
ont été infectées par le MCMV et une différence significative entre les poids des tumeurs de
souris MCMV" et des autres groupes (Figures 27A et B). Le HCMV n’a eu aucun effet sur la
croissance ou le poids des tumeurs comme nous |'attendions puisque les cellules HT29 et les
souris ne sont pas infectables par ce virus.
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Figure 27 — La croissance des cellules tumorales humaines HT29 est également inhibée en présence du
MCMV mais pas du HCMV.

A/ Les souris NSG ont été infectées en i.p. avec 10" PFU de MCMV ou de HCMV. Le méme jour, 5.10° cellules
HT29 ont été implantées en s.c. au niveau du flanc droit de ces souris ainsi qu’a des souris contrdles non
infectées. Suite a I'apparition de tumeurs visibles, la croissance tumorale a été suivie tous les 2-3 jours. Les
données sont exprimées en moyenne des volumes * écartype de 5 a 8 souris. Chaque graphique montre une
expérience représentative de 2 expériences. Les statistiques notées en noire ou en violet correspondent aux
différences statistiques entre le groupe infecté avec le MCMV et les groupes non infectés ou infectés avec le
HCMV respectivement. B/ A la fin de chaque expérience, les tumeurs des différents groupes sont prélevées et
pesées. Les données représentent le poids moyen des tumeurs obtenus dans les 2 expériences + écartype. Les
statistiques entre les différents groupes sont montrées.

Malgré la spécificité d’espéce mentionnée précédemment, le MCMV a été montré
comme capable d’infecter des cellules humaines (Tang et al., 2006). Nous avons donc testé si
les cellules HT29 étaient infectables par le MCMV. In vitro, les protéines IE1 et gB ont été
détectées dans les cellules infectées avec des MOI de 10 ou 100 (Figure 28A). De méme in
situ, au sein des tumeurs, quelques plages d’infection sont observées et celles-ci seraient a
premiére vue composées d’un nombre réduit de cellules IE1" en comparaison aux cellules
MC38 a la méme dose de virus (10* PFU)(Figure 28C)(Figure 24). Malgré l'infection par le
MCMV, les cellules HT29 infectées métabolisent le MTT de maniére comparable aux cellules
non infectées, et ce quel que soit la MOI, suggérant que la viabilité et la prolifération des
cellules n’est pas affectée (Figure 28B). D’autre part, ces cellules ne semblent pas produire
de particules virales infectieuses contrairement aux cellules murines (non montré). Ces
éléments sont donc en faveur d’un effet indirect du MCMV sur l'inhibition de croissance des
cellules HT29 observée in vivo, qui pourrait également participer a I'effet anti-tumoral
observé avec les autres lignées.
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Figure 28 — Les cellules humaines HT29 sont faiblement permissives au MCMV mais I'infection n’affecte pas
leur viabilité in vitro.

A/ Les cellules tumorales HT29 ont été ensemencées a raison de 3000 cellules par puits en plaque 96 puits. Le
lendemain, les cellules ont été infectées avec différentes MOI de MCMV et incubées pendant 2 jours a 37°C, 5%
de CO2. Les protéines virales IE1 et gB ont ensuite été détectées grace a des anticorps monoclonaux
spécifiques. Chaque image a été prise avec un grossissement de x20, et est représentative de 2 expériences
indépendantes. B/ Les cellules ont été ensemencées et infectées comme mentionné dans le Matériels et
Méthodes. Aprés 72h d’infection, la viabilité des cellules a été déterminée en mesurant la métabolisation du
MTT. Les résultats montrés représentent une expérience et sont exprimés en moyenne + écartype. C/ Les
souris NSG ont été infectées en i.p. avec 10" PFU de MCMV ou de HCMV. Le méme jour, 5.10° cellules HT29 ont
été implantées en s.c. au niveau du flanc droit de ces souris ainsi qu’a des souris controle non infectées. Apres
16 jours de croissance, les souris ont été sacrifiées et les tumeurs prélevées et fixées en formaldéhyde. La
protéine IE1 du MCMV a été révelée par immunohistochimie sur les groupes non infecté et infecté par le
MCMV. Une souris représentative est montrée par groupe a faible grossissement (« Low magnification » :
barre d’échelle : 200 um) ou a fort grossissement (« High magnification » : barre d’échelle : 50 um). Un total de
3 a 5 souris ont été analysées pour chaque groupe. Les fleches indiquent les plages de cellules IE1".

D. Discussion

Les résultats préliminaires que nous avons obtenus sur des souris déficientes en
lymphocytes T montrent une inhibition de la croissance de cellules de carcinome colique
murin in vivo uniguement lorsque les souris étaient préalablement infectées par le MCMV.
Ces observations laissent ainsi transparaitre un effet anti-tumoral du CMV murin. L’objectif
principal de cette étude a donc été de déterminer si et comment le MCMV pouvait avoir un
réle anti-tumoral chez des souris immunodéficientes.
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Par des analyses réalisées in vitro, nous avons pu montrer que le MCMV est capable
d’infecter différents types de lignées tumorales murines telles que des carcinomes (coliques
ou rectaux) ou encore la lignée de mélanome B16F10. De plus, l'infection par le MCMV
résulte en une inhibition de la croissance des lignées tumorales MC38 et B16F10 in vivo chez
des souris CD3e”" déficientes en lymphocytes T et des souris NSG présentant une déficience
immunitaire bien plus profonde. Ces éléments renforgent donc notre idée initiale d’un
potentiel lien direct entre I'infection des cellules et I'effet inhibiteur du MCMV observé in
vivo. Nous avons pu démontrer que le virus peut diminuer la viabilité des cellules B16F10 et
induire leur apoptose dés 72h post-infection in vitro; il est donc envisageable que le
mécanisme opere également in vivo pour ces cellules, bien que cela reste a confirmer in situ.
Le MCMYV pourrait également agir par d’autres mécanismes étant donné que, bien que la
croissance des cellules MC38 soit inhibée in vivo par le virus, I'infection de ces cellules in
vitro ne semble pas déclencher I'apoptose et n’induit qu’une diminution partielle de la
viabilité cellulaire a une forte MOI. Cet effet anti-tumoral pourrait étre direct en induisant un
autre type de mort cellulaire que I'apoptose, ou pourrait étre d(i a un mécanisme impactant
la prolifération des cellules.

Une autre possibilité est que le virus joue un effet indirect, comme cela a été suggéré
par les études d’Erlach et al. dans lesquelles le MCMV inhibe le développement d’une lignée
de lymphome murin a tropisme hépatique non permissive vis-a-vis du virus (Erlach et al.
2002)(Erlach et al., 2006)(Erlach et al., 2008). Le mécanisme n’a cependant pas été
déterminé mais les auteurs mentionnent que I'immunité ne semble pas impliquée dans le
controle des tumeurs. L'existence d’une activité anti-tumorale indirecte du MCMV est
difficile a étudier avec les cellules MC38 puisque, méme si ces cellules semblent n’étre
infectables qu’a de fortes MOI in vitro, il est imaginable que les souris présentent des
charges virales suffisamment importantes pour infecter une partie des cellules tumorales et
inhiber ainsi leur croissance par un mécanisme direct. Malgré cela, I'inhibition de croissance
des cellules HT29 in vivo, la faible permissivité de ces cellules et I'absence d’effet de
I'infection sur leur viabilité in vitro sont globalement en faveur d’un réle indirect du virus,
peut-étre en empéchant la vascularisation de la tumeur puisque les cellules endothéliales
murines sont trés permissives au MCMV (Brune et al., 2001). Il est également envisageable
gu’il y ait a la fois une action directe et indirecte du virus dont I'effet cumulatif induirait
I'inhibition de croissance observée. Bien que tous les mécanismes par lesquels le MCMV
exerce son effet anti-tumoral ne soient pas caractérisés, nous pouvons conclure que I'effet
de linfection par le MCMV est différent selon la lignée cellulaire tumorale étudiée mais
résulte en une inhibition de la croissance tumorale in vivo dans nos conditions
expérimentales.

A notre connaissance, notre étude est la premiére a montrer que le MCMV peut avoir
un effet anti-tumoral en infectant directement des cellules transformées. Comme le HCMV,
le MCMV est capable d’infecter des cellules tumorales in vitro (Blaheta et al., 2006)(Cobbs et
al., 2007). Chez ’'homme, I'infection par le HCMV a été associée a un effet pro-tumoral chez
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des individus atteints de cancers solides (Rahbar et al., 2012)(Chen et al., 2014)(Courivaud et
al., 2012), alors que le virus semble pouvoir avoir un effet anti-tumoral chez des individus
atteints de cancers d’origine hématologique et recevant une greffe de cellules souches ; ces
individus sont fortement immunosupprimés et peuvent donc avoir des charges virales
élevées (Green et al., 2013)(Elmaagacli et al., 2011). L'effet pro- ou anti-tumoral observé
chez ’homme pourrait étre dd : (i) a I'origine des cancers qui est différente dans ces études,
et (ii) a 'immunosuppression appliquée dans les cas de greffe de cellules souches. Notre
étude a été réalisée dans des contextes d’'immunodéficience particulierement importants
(surtout pour les expériences menées sur les souris NSG) et montre un effet anti-tumoral du
CMV vis-a-vis de tumeurs solides, comme observé dans les études menées sur les individus
atteints de cancers hématologiques chez I'homme. Il est donc probable que les différences
observées chez I'homme ne soient pas uniquement dues a l'origine du cancer mais
également au traitement immunosuppresseur utilisé comme il a été suggéré par Manjappa
et collegues (Manjappa et al., 2014). En effet, dans cette étude que nous avons déja
mentionnée, les patients atteints de LMA et ayant recu un traitement myéloablatif ont un
risque de rechute réduit en comparaison des patients ayant eu un conditionnement
d’intensité réduite, suggérant bien que le niveau d’immunosuppression est un facteur
important pour I'effet anti-tumoral du HCMV.

L’association positive entre I'immunosuppression et I'effet anti-tumoral du HCMV
pourrait reposer sur deux éléments probablement liés: (i) lI'immunosuppression
thérapeutique réalisée chez les patients peut déclencher la réactivation du virus et donc
potentiellement favoriser l'infection des cellules tumorales, et (ii) ce traitement vise a
éliminer les cellules de moelle osseuse (dont les cellules tumorales) et ne laisserait qu’un
nombre réduit de cellules cancéreuses chez le patient que le virus pourrait controler a lui
seul. En effet, dans I'’ensemble des études décrivant une association positive entre le HCMV
et un risque réduit de rechute, le facteur primordial semble étre la réactivation/réplication
précoce du virus (moins de 100 jours post-greffe généralement) chez les individus
immunosupprimés (Elmaagacli et al., 2011)(Ito et al., 2013)(Green et al., 2013). De ce fait,
certains auteurs ont défini cette inhibition comme un effet du virus contre la leucémie
(ElImaagacli et al., 2011). Il est probable que I'inhibition de croissance observée dans notre
modele puisse étre elle aussi due a une grande quantité de particules virales infectieuses
produites suite a la réplication du MCMV, étant donné que nous nous sommes placés dans
un contexte d’infection aigué lors de laquelle le virus est capable de se multiplier in vivo dans
des hétes plus ou moins immunodéficients. Dans un autre modele murin, I'importance de la
réplication virale a également été montrée pour le contréle d’une lignée de lymphome,
puisque l'injection d’'un MCMV inactivé par les ultraviolets ou d’un virus atténué n’est pas
capable d’inhiber I'établissement de colonies lymphomateuses dans le foie, contrairement
au MCMV WT (Erlach et al., 2008). Dans ce méme modele murin, le MCMV n’est capable de
contréler que des nodules lymphomateux hépatiques de petite taille, des tumeurs plus
importantes n’étant pas sensibles vis-a-vis du virus (Erlach et al., 2008). Dans une expérience
préliminaire, nous avons pu montrer que I'injection de 10* PFU de MCMV a des souris NSG
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plusieurs jours aprées I'injection s.c des cellules de carcinome colique MC38 (ici a J9 et J14) ne
réduit que faiblement la croissance tumorale et, malgré l'importante quantité de virus
injectée, les tumeurs continuent de croitre (Figure 29). Ces éléments montrent que le MCMV
peut effectivement controler de faibles quantités de cellules tumorales mais qu’a lui seul, il
ne peut complétement inhiber la croissance de tumeurs plus importantes. Cette observation
pourrait, au moins en partie, expliquer pourquoi la diminution du risque de rechute ne
concerne que les individus ayant recu un traitement myéloablatif pour des LMA et ayant
donc un faible nombre de cellules tumorales pouvant étre controlé par le HCMV lorsque
celui-ci se réactive précocement.
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Figure 29 — L’infection des souris aprés I'apparition des tumeurs visibles inhibe faiblement la croissance
tumorale.

Les souris NSG ont regu en s.c 5.10° cellules MC38 et ont été infectées avec 10° PFU de MCMV a J0, J9 (fleche
bleue) et J14 (fleche verte) post-injection des cellules tumorales. Suite a I'apparition de tumeurs visibles, la
croissance tumorale a été suivie tous les 2-3 jours en mesurant la longueur et la largeur des tumeurs afin de
déterminer le volume tumoral. Les données sont exprimées en moyenne des volumes + écartype de 5 a 10
souris. Les statistiques notées en rouge, bleu ou vert correspondent aux différences statistiques entre le groupe
non infecté et les souris infectées a JO, J9 et J14 respectivement.

Chez les individus ayant recu une greffe de cellules souches hématopoiétiques, I'effet
anti-tumoral du HCMV est lié au déclenchement d’une GVHD subséquente a la réactivation
virale, et d’un effet GVL di a I'amplification de cellules immunitaires spécifiques du virus
(Jang et al., 2015)(Ito et al., 2013) (voir introduction p75-76). Dans notre modele, aucune
GVHD ne peut étre induite et I'implantation de la tumeur et l'infection ont été faites de
maniére concomitante. Le virus n’a probablement pas eu suffisamment de temps pour
activer et amplifier des cellules immunitaires pouvant avoir un effet anti-tumoral. Nos
conditions expérimentales permettent ainsi de mettre en évidence un role anti-tumoral du
CMV indépendant de ces facteurs.
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Chez ’lhomme, les lymphocytes T y6 V82"°® TEMRA sont amplifiés plusieurs semaines
aprés la réactivation du virus chez les individus greffés avec des cellules souches (Knight et
al., 2010)(Scheper et al.,, 2013). Ces cellules amplifiées par l'infection ont un effet anti-
leucémique sans qu’il y ait déclenchement d’une GVHD, ce qui est un avantage certain pour
le patient (Scheper et al., 2013). Les lymphocytes T y& V82" induits par I'infection 8 CMV
chez les transplantés rénaux semblent également pouvoir jouer un réle anti-tumoral dans le
cadre de cancers cutanés (Couzi et al., 2010). Il est possible que I'absence de réponse des
lymphocytes T y6 CMV-induits dans notre modeéle soit due aux conditions expérimentales
choisies, i.e. un délai trop court entre l'infection et I'implantation des tumeurs. Il serait donc
intéressant de mettre en place un modele plus proche des conditions humaines afin de
pouvoir étudier plus en détails les mécanismes mis en jeu par le CMV pour activer et
sélectionner des sous-populations immunitaires spécifiques (dont les lymphocytes T y§) et
leur conférer un effet anti-tumoral a long terme.

E. Perspectives

Notre étude montre que le MCMV peut avoir un effet anti-tumoral qui est
indépendant de I'activation d’une réponse immunitaire effectrice. Ces résultats, en plus de
ceux de Erlach et collegues, renforcent les études qui ont montré que le HCMV est un
facteur significativement associé a un risque réduit de rechute en absence de GVHD chez
I’'homme (Green et al., 2013)(Elmaagacli et al., 2011)(Erlach et al., 2008). Il est donc possible
gue les virus humain et murin aient des propriétés anti-tumorales comparables. De ce fait,
I'identification des mécanismes mis en place par le MCMV pourrait nous aider a mieux
comprendre et potentiellement a induire les fonctions anti-tumorales du HCMV.

Nous avons pu montrer que le virus murin est capable d’induire I'apoptose des
cellules tumorales de la lignée B16F10 in vitro. Cette apoptose pourrait expliquer au moins
partiellement 'inhibition de croissance observée in vivo. Il est donc nécessaire de vérifier
qgue le virus est capable d’activer I'apoptose des cellules au sein méme de la tumeur, en
analysant [I’expression de caspases actives ou la fragmentation de IADN par
immunohistochimie. Le CMV pourrait également crée un microenvironnement favorisant
I'induction de I'apoptose des cellules tumorales in vivo. D’autres voies de mort cellulaire
pourraient étre activées par l'infection a CMV. Dans un modeéle murin de rétinite induite, le
MCMV est en effet capable d’induire la mort des cellules par nécroptose qui est une forme
de mort indépendante des caspases (Chien et al., 2012). Cette mort cellulaire est due a
I’action des Receptor-interacting serine/threonine protein kinase (RIPK) 1 et 3 suite a
I'activation du TNF récepteur 1 ou de différents TLR (Cho et al., 2009). Nous pourrions donc
tester in vitro la capacité du MCMV a induire la nécroptose en ajoutant dans nos conditions
la nécrostatine, qui est connue pour empécher cette mort cellulaire (Miao and Degterev,
2009). Le MCMV peut également induire une mort inflammatoire qui est la pyroptose (Chien
et al., 2012)(Rathinam et al., 2010). Cette mort est sous le controle de I'inflammasome AlM-
2 (Absent in melanoma 2) et est particulierement inflammatoire puisqu’elle résulte en la
production d’IL-1B et d’IL-18 qui vont activer les cellules NK entre autres (Rathinam et al.,
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2010). Il serait de ce fait intéressant de quantifier ces cytokines dans le surnageant des
cellules tumorales infectées afin de déterminer si dans nos conditions, le virus induit la
pyroptose des cellules tumorales.

Il est également imaginable que le MCMV puisse exercer son activité anti-tumorale
sans obligatoirement tuer les cellules infectées. L'infection pourrait avoir un effet
cytostatique ne menant pas a une régression de la tumeur mais uniguement a un maintien
de celle-ci sans qu’il n’y ait de progression tumorale. Ce mécanisme pourrait correspondre a
nos observations puisqu’aucune régression complete n’a été observée, méme a de fortes
doses de virus. L'effet cytostatique pourrait étre di a une inhibition de la prolifération des
cellules tumorales ou a un équilibre entre le nombre de cellules tumorales tuées par
I'infection et celles se multipliant, mais cette hypothése est particulierement difficile a
montrer.

Une autre possibilité est que le MCMV pourrait agir de maniere indirecte sur la
croissance tumorale. On peut émettre I'hypothése que le virus puisse bloquer la
néoangiogeneése, soit en infectant et en tuant les cellules endothéliales, soit en empéchant la
sécrétion de molécules pro-angiogéniques comme le VEGF ou I'angiopoiétine-2. La premiére
hypothése pourra étre testée en faisant une colocalisation du marqueur CD31 et de la
caspase-3 clivée ou de I’ADN fragmenté par un marquage TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling). Enfin, le MCMV pourrait également inhiber la sécrétion
de facteurs de croissance nécessaires a la tumeur comme I’Epithelial Growth Factor. Il reste
donc encore de nombreuses voies a explorer avant de pouvoir donner une conclusion
définitive sur les mécanismes mis en place par le MCMV pour inhiber la croissance tumorale.

Comme son homologue humain pour les cancers hématologiques, le MCMV pourrait
avoir un effet de « virus contre le cancer » sur des lignées tumorales d’origine épithéliale.
Afin de se rapprocher des conditions trouvées chez 'homme, il serait intéressant d’établir un
modele murin de latence virale et de voir dans ce contexte si (i) le MCMV se réactive apres
une immunosuppression induite par des agents thérapeutiques, (ii) lintensité de
I'immunosuppression peut influencer la réactivation du virus, et (iii) si la réactivation du
MCMV peut inhiber dans ce contexte la croissance de cellules tumorales d’origine
épithéliale, comme observé chez les souris immunodéficientes. Ces expériences nous
permettront de déterminer I'importance de I'immunosuppression dans I'effet anti-tumoral
du CMV et ainsi de clarifier les situations pouvant potentiellement induire cet effet et de
comprendre pourquoi les études faites chez I’homme donnent des résultats aussi disparates.

D’autre part, les données que nous avions au démarrage de ce projet suggéraient que

ere eme

les lymphocytes T y& murins pouvaient étre sélectionnés par le MCMV dés la 1° ou la 2
semaine d’infection. Cependant, nous n’avons pas observé d’effet anti-tumoral notable chez
des souris TCRa” infectées depuis 7 jours ou chez des souris ayant regu en i.v. des
splénocytes de souris TCRa”" infectées depuis 14 jours. Avec nos données actuelles et

I’étude de Sell et collégues, nous savons maintenant que le MCMV sélectionne certaines
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sous-populations T y& plus tardivement (a partir du jour 28) (Sell et al., 2015). Il serait donc
intéressant de déterminer si, suite a cette sélection, les lymphocytes T y6 murins possedent
une double réactivité a la fois anti-virale et anti-tumorale comme cela a été décrit pour leurs
homologues humains (Halary et al., 2005). Afin d’éliminer I'effet direct du CMV sur la tumeur
il serait intéressant de générer des lignées tumorales résistantes a I'infection comme dans
I’étude de Erlach (Erlach et al., 2008). Si les cellules T y6 murines se comportent bel et bien
comme les cellules humaines induites par I'infection a HCMV, le modele murin d’infection a
CMV nous permettrait de déterminer quels sont les mécanismes mis en jeu dans
I’acquisition de cette double réactivité et surtout, comment les lymphocytes T y6 induits par
I'infection protegent a long terme contre le cancer.
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Abstract

Infections with cytomegalovirus (CMV) can cause severe disease in immunosuppressed
patients and infected newborns. Innate as well as cellular and humoral adaptive immune ef-
fector functions contribute to the control of CMV in immunocompetent individuals. None of
the innate or adaptive immune functions are essential for virus control, however. Expansion
of yd T cells has been observed during human CMV (HCMV) infection in the fetus and in
transplant patients with HCMV reactivation but the protective function of yd T cells under
these conditions remains unclear. Here we show for murine CMV (MCMV) infections that
mice that lack CD8 and CD4 of3-T cells as well as B lymphocytes can control a MCMV infec-
tion that is lethal in RAG-17" mice lacking any T- and B-cells. yd T cells, isolated from in-
fected mice can kill MCMV infected target cells in vitro and, importantly, provide long-term
protection in infected RAG-17" mice after adoptive transfer. y& T cells in MCMV infected
hosts undergo a prominent and long-lasting phenotypic change most compatible with the
view that the majority of the yd T cell population persists in an effector/memory state even
after resolution of the acute phase of the infection. A clonotypically focused Vy1 and Vy2
repertoire was observed at later stages of the infection in the organs where MCMV persists.
These findings add yd T cells as yet another protective component to the anti-CMV immune
response. Our data provide clear evidence that yd T cells can provide an effective control
mechanism of acute CMV infections, particularly when conventional adaptive immune
mechanisms are insufficient or absent, like in transplant patient or in the developing immune
system in utero. The findings have implications in the stem cell transplant setting, as antigen
recognition by yd T cells is not MHC-restricted and dual reactivity against CMV and tumors
has been described.

PLOS Pathogens | DOI:10.1371/journal.ppat.1004481
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Author Summary

Cytomegalovirus is a clinically important pathogen. While infection in hosts with a func-
tional immune system is usually asymptomatic, the virus can cause significant morbidity
and mortality in individuals with an immature or suppressed immune system. The virus
causes severe clinical complication in transplant recipients and congenital CMV infections
are the most common infectious cause of neurological disorders in children. Multiple lay-
ers of innate and adoptive immunity are involved in the control of CMV and single defi-
ciencies of one immune cell type can be compensated by other immune cells. Expansions
of y8 T lymphocytes, which are regarded as innate-like cells with adaptive-like potential,
have been shown to be associated with CMV infections in human transplant patients and
neonates. Their role in protective immunity against CMV has been unclear, however.
Here we show direct evidence in the murine CMV model (MCMYV) that y3 T lymphocytes
can provide protection against a lethal MCMYV infection in the absence of any other cells
of the adoptive immune system. Upon infection, yd T lymphocytes undergo a significant
expansion and a prominent and long-lasting phenotypic change. These findings have im-
plications for the development of new cellular therapy regimens in CMV infections in the
transplant setting that should be evaluated in the future.

Introduction

Cytomegaloviruses (CMV) and their respective hosts have co-evolved over long periods of
time. During this co-evolution the virus adapted perfectly to the respective host defense sys-
tems and vice versa. As a result, virus replication during primary infection is effectively con-
trolled by a multilayered, in large parts redundant, innate as well as adaptive immune response
and development of symptoms or disease is prevented [1-3].

In contrast, in individuals with a compromised or immature immune system human CMV
(HCMYV) remains as a significant pathogen. Congenital HCMYV infection, for example, is the
leading infectious cause of brain damage and sensorineural hearing loss in children [4]. Prima-
ry and recurrent HCMYV infection also causes significant morbidity and mortality in transplant
patients e.g. following hematopoietic cell transplantation [5].

During primary infection of immunocompetent hosts the virus evokes a strong innate and
adaptive immune response, which ultimately leads to control of viral replication and establish-
ment of latency [6]. In the adaptive cellular immune response CD8" and CD4" T cells are in-
volved. Activation of antiviral CD8" T cells is considered to be particularly important in this
respect. Work with MCMV has shown that antiviral CD8" T cells can control a primary infec-
tion [7] and prevent disease after adoptive transfer in immunocompromised animals [8]. The
concept of adoptive transfer of CMV specific CD8" T cells to prevent CMV-related disease was
successfully introduced into clinical management of transplant patients [9].

The role of CD4" T cells in protection from CMV infection is less clear. In the MCMV sys-
tem, CD4" T cells have been shown to be essential for viral clearance from the salivary gland,
an important anatomical site for prolonged CMV shedding and transmission [10]. The antivi-
ral effect is most probably mediated by IFN-y secretion of activated CD4" T cells [11]. In trans-
plant patients a multifunctional effect of CD4" T cells has been shown. They provide essential
support for CD8" T cell memory, secrete various cytokines and even kill infected cells [12].

Lastly, the adaptive humoral immune response is also involved in control of
viral replication.

PLOS Pathogens | DOI:10.1371/journal.ppat.1004481 February 6, 2015 2/21
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Immunodeficient RAG™™ mice are protected against MCMYV infection by passive transfer of
polyclonal or monoclonal antibodies from infected donors or MCMYV specific memory B cells
[13-16].

Despite the large body of literature on protective capacity of individual immune effector
functions that contribute to the control of CMV, none of the innate or adaptive immune func-
tions seems to be essential for virus control. For example, in the MCMV model, long-term de-
pletion of CD8" T cells showed that CD8" T cells are not required for clearance of a primary
CMYV infection and viral latency was initiated with similar kinetics in animals lacking CD8"

T cells [17]. Similar results were obtained following depletion of the CD4" T-cell subset [10].
Likewise, the course of the primary CMV infection is similar in fully immunocompetent mice
and mice lacking antibody [15]. On the other hand, RAG”" or SCID mice succumb rapidly to
the infection, demonstrating that the complete lack of an adaptive immune response is incom-
patible with virus control [14, 18].

It is unclear whether the redundancy in immunological control of CMV is universal, i.e. the
loss of any antiviral immune effector function can be compensated by others or whether the re-
dundancy is restricted to a certain set of immune cells or antiviral effector function. The defini-
tion of critical components of the immune response that cannot be compensated for by others
will be important to understand the complex immune control of this virus and may be valuable
for the clinical management of the infection in situations where the immune system is not
fully functional.

Here we systematically explored the contribution of individual cell types of the adaptive im-
mune system to virus control. Surprisingly, our data showed that mice lacking CD4" and CD8"
T cells as well as B cells still can control the virus for long periods of time. Protection in these
animals was found to rely on CD3"CD8 CD4™ v8 T cells. Depletion of CD3" T cells in mice
lacking B cells abolished protection from CMV infection and most importantly adoptive trans-
fer of y3 T cells into RAG ™™ mice provided long term protection from the otherwise lethal
course of the infection. The identification of ¥ T cells as a protective component in the anti-
CMYV response adds another layer to the complex immune control of this virus which may
have clinical implications in the transplant setting since the function of yd T cells is not restrict-
ed by the MHC complex.

Results

Mice without CD8" and CD4"* T cells as well as B cells but not without
CD3* T cells control CMV infection

In a first set of experiments we analyzed the potential effect of a combined absence of CD8"
T cells as well as antibodies for the course of a primary MCMYV infection. To this end
CD8”JHT mice (S1 Fig. and S1 Table) were infected with 1x10° pfu of a luciferase-expressing
MCMYV suitable for in vivo detection of virus infected cells [14]. In CD8” JHT mice, luciferase
activity was detected at day 3 post infection (p.i.) and day 7 p.i. which fell to background levels
at day 9 p.i. (Fig. 1A). In these mice, the course of acute infection was slightly prolonged as
compared to animals in which either cell type was lacking individually or as compared to im-
munocompetent C57BL/6 animals [14]. Thus, in mice with a combined lack of CD8" T cells
and B cells acute MCMYV infection can be controlled.

To analyze a potential contribution of CD4" T cells in animals lacking CD8" T cells and
B cells for the course of the infection, CD8” JHT animals were treated with 250 g of mab YTS
191 on day -1, 3 and 8 p.i. [15]. Absence of CD4" T cells was confirmed by flow cytometry
(S2 Fig.). Following infection, the mice showed a markedly higher bioluminescence signal
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Figure 1. CD3* T cells control MCMYV infection in mice depleted of CD4* and CD8* T-lymphocytes and B cells. (A) In two separate experiments
CD8"'JHT mice either untreated or treated with antibodies against CD4 or CD3 were infected with 10° pfu MCMV. In vivo imaging was performed on the days
indicated. Images were obtained from a 120 sec acquisition. The pseudocolor scale shows relative photon flux for each image. Representative data from 3
individual experiments. (B) Viral load per 30 ug organ was determined at day 13 p.i. by a luciferase-based assay. Each value in the graph corresponds to an
individual animal, one animal died before day 13 p.i. triangles: CD8”"JHT; circles: anti-CD4 treated CD8”"JHT; squares: anti-CD3 treated CD8”"JHT. Data in
open or closed symbols were obtained in two separate experiments from mice displayed in Fig. 1A. Horizontal bars represent the median, dotted lines mark
the background. RLU: relative light units. P < 0.05; Mann-Whitney test. Representative data from 3 individual experiments. (C) Survival of CD8”-JHT (black),
anti-CD4 treated CD8"JHT (red) and RAG” mice (grey) (n=5; P < 0.005; Mantel-Cox Test). Representative data from 2 independent experiments.

doi:10.1371/journal.ppat.1004481.g001

compared to CD8”JHT animals at day 7 p.i. (Fig. 1A). However, at day 9 p.i. the signal was
greatly reduced indicating control of virus replication in the animals.

The control of infection in animals lacking both CD8" and CD4" T cells as well as B cells
was surprising given the fact that RAG™" animals, which do not contain functional T and
B cells, are not capable of controlling MCMYV [14, 18]. Potential T cell subsets responsible for
protection would include CD3" NKT cells, CD4/CD8-double negative (DN) o T cells or
vd T cells.

To test whether DN T cells were involved in control of MCMYV infection, CD3" cells were
depleted in CD8” JHT animals. Depletion was confirmed by flow cytometry (S2 Fig.). Follow-
ing infection, anti-CD3 antibody treated animals showed markedly enhanced bioluminescence
compared to untreated or anti-CD4 antibody treated CD8” JHT mice at days 7 and 9 p.i.,
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indicating loss of control of virus replication (Fig. 1A). The bioluminescence signals from anti-
CD3 treated animals were comparable to infected RAG ™™ mice which exhibit a continuously
increasing bioluminescence signal during the first 10 days p.i. ([14] and Fig. 2B).

To correlate the in vivo bioluminescence data with virus titers in individual organs, animals
were sacrificed at day 13 p.i. and the virus load was determined in selected organs, using a lucif-
erase-based assay. Viral organ titers supported the data from the in vivo imaging. Very low lev-
els of viral titers were observed in CD8”"JHT mice (Fig. 1B). In CD4" T cell-depleted animals,
the viral titers in organs were slightly elevated at day 13 p.i. compared to CD8” JHT animals,
indicating that the control of the infection during simultaneous absence of CD8", CD4" and
B cells is not as effective as in CD8”"JHT mice (Fig. 1B). Viral titers in CD3-depleted
CD8”JHT mice were significantly increased and comparable to titers obtained in RAG™ ani-
mals (Fig. 1B and Fig. 2C).

In survival experiments, CD8”JHT mice either in the presence or absence of CD4" T cells
exhibited long-term control of the infection further indicating efficient virus control in the ab-
sence of CD8"/CD4" T cells as well as B cells (Fig. 1C). In contrast, and in accordance with our
previous results [14], RAG”" animals succumbed to the infection between days 21-25
(Fig. 1C).

Taken together, the results indicated that mice lacking B cells, CD8" and CD4" T cells are
still able to control a primary MCMYV infection. The protecting cell type in these animals
most probably exhibits a CD3" DN phenotype since protection was lost following depletion of
CD3" T cells.

Functional activity of CD3"CD47/CD8™ T cells

To test whether DN T cells have direct antiviral activity, a standard in vitro cytotoxicity assay
was performed with off and yd positive DN T cells in a functional chromium release assay ex
vivo without restimulation of cells. To this end, DN TCRof" and y3 T cells were purified from
spleen and lymph nodes of infected CD8” JHT mice 4 weeks after infection and tested for their
cytolytic activity. The results shown in Fig. 2A revealed that both cell types were capable of me-
diating cytotoxicity in a CD3e-redirected cytotoxicity assay [19]. DN TCRoB" T cells showed
negligible lysis of both early and late infected mouse fibroblast target cells (MEF). In contrast,
the y8 T cell fraction specifically lysed both types of MCMYV infected MEF (Fig. 2A). Early in-
fected target cells were lysed to a higher degree than late infected target cells, indicating that in-
fected cells express antigens that are target of v T cell cytotoxicity during all stages of infection
but especially in the early phase after infection.

To analyze whether the ability of 8 T cells to kill infected targets in vitro correlates to a pro-
tective potential of these cells in vivo, an adoptive cell transfer approach was used. To this end
Y3 T cells were purified from MCMYV infected CD8”JHT donor animals. Purity assessed by
flow cytometry reached >99%. In the experiment shown in Fig. 2B 800,000 cells/animal were
infused into RAG™" recipients that had been infected three days before. Animals that received
v T cells 3 days after infection, exhibited increased bioluminescence signals between day 3 and
day 7 p.i. that was comparable to the control group of mice that received no T cells. However,
while in the control group the signal intensity further increased between day 3 and day 7 p.i.,
the bioluminescence was markedly reduced in y3 T cell treated mice at day 9 p.i., indicating
control of virus replication. When the viral load in organs was assessed at day 12 p.i., y& T cell-
substituted mice showed a significantly lower viral titer compared to untreated RAG™" animals
(Fig. 2C). In a number of independent experiments using yd T cell numbers for adoptive trans-
fer ranging from 200,000 to 800,000 per recipient significant reductions of viral load in all or-
gans analyzed were observed. The absence of CD4" T cells in the recipient animals 12 days

PLOS Pathogens | DOI:10.1371/journal.ppat.1004481 February 6, 2015 5/21



@. PLOS ‘ PATHOGENS Control of MCMV Infection by yd T Cells

>

TCRw/B*  TCRys*

o 20
B
>
= 10
[ ]
4]
(=1
w
2 0

60 40 20 O 40302010 0
E:T ratio

B

mouse strain:
treatment: TCR /5%

65535

d3p.i. 58367

Transfer 51199
. 44031
d7p.i. 36863

29696
22528

d9p.i. 15360
8192

C spleen| liver lung [Kidney D 100 i e
* * * * |
—~ 6 aml| | e o =
g; '%' ” % 504
— 4 -%l .%- ™ - "-";
2 - . =
.*.. il 2 0 T T T T 1
-3 . > 0 10 20 30 40 50
days after infection

Figure 2. Functional activity of CD3*DN T cells. (A) CD3"DN TCRaB* or TCRyd" effector cells were
isolated from CD8”" JHT mice 4 weeks after ip infection and were titrated in log, steps. Mouse embryonic
fibroblasts (MEF) were infected with MCMV Smith and used as target cells in a standard °'Cr-release assay.
Lysis of target cells was assayed at the effector-cell-to-target-cell (E/T) ratios indicated. The mean
percentage of specific lysis of target cells is shown, calculated from triplicate assay cultures. Black:
uninfected MEF, light blue: late phase-infected MEF, dark blue: early phase-infected MEF, purple: TCR-
independent stimulation of T cells by the CD3e-producing hybridoma cell line 145-2C11. Representative data
from 2 individual experiments. (B) RAG” mice were transferred 3 days after infection with 800,000 y& T cells
from infected CD8”" JHT donor mice. In vivo images were obtained as in Fig. 1. Representative data from 4
experiments are shown. (C) Viral load per 30 ug organ was determined at day 12 p.i. Each value in the
graphs corresponds to an individual animal (closed circles: yd T-cell transferred animals; open circles: PBS
controls); horizontal bars represent the median. Dotted lines mark the background. (P < 0.05, Mann-Whitney
Test). Representative data from 4 individual experiments. (D) Survival of RAG”" mice adoptively transferred
with 200,000 yd T cells from naive (black) or infected (red) donors or PBS treated (grey) (P < 0.005; Mantel-
Cox Test). Representative data from 4 experiments.

doi:10.1371/journal.ppat.1004481.9002
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after infection was confirmed by flow cytometry (S2 Fig.), strongly suggesting that the antiviral
effect of the adoptively transferred cell population rests on vy T cells. v T cells provided long-
term protection, as RAG™ mice that received 200,000 v8 T cells from MCMV-immune donors
survived the infection for at least 50 days (Fig. 2D). In contrast, control RAG ™" animals
showed a significantly shorter survival after infection (mean survival time 22 days). Interesting-
ly, ¥8 T cells that were isolated from naive animals were not able to protect the animals from
the lethal course of the infection (Fig. 2D).

To extend this finding and to investigate whether y3 T cells from wildtype C57Bl/6 mice can
protect from MCMYV infection after adoptive transfer we transferred 400,000 y8 T cells ob-
tained from the spleen of C57Bl/6 mice that were infected with MCMYV at least 4 weeks before
or from uninfected C57Bl/6 mice. The protective capacity of y3 T cells from infected and unin-
fected wildtype mice was much more variable, presumably due to the extended time needed for
the cell purification from a large number of donor animals. The results show that yd T cells
from infected wildtype mice could clearly reduce the virus load after adaptive transfer into
RAG™ mice and that they provided better protection than y3 T cells from naive donor mice.
The results reached significance only for the lung, however (S3 Fig.).

In addition we performed infections with TCRo:’” mice that completely lack o T cells. In
these experiments we used MCMV157luc in which the MCK-2 mutation was repaired [20] and
10° pfu virus was injected i.v. This virus and infection dose and route caused an even more se-
vere infection in RAG-17" mice and infected mice had to be euthanized 12 days after infection
(84 Fig.). TCRo:’™ mice, however, were able to control virus infection within 2 weeks with only
residual virus infection detectable in the salivary glands (S4 Fig.). The protection of TCRo/”"
mice was long-lasting as infected mice survived for more than 5 month without any signs
of sickness.

In addition we analyzed whether a response after a secondary high dose infection with
MCMYV is improved in TCRo” mice. When mice received a second infection at day 21 after
the primary infection with 10° pfu MCMV157luc i.v., virus spread was controlled immediately
and efficiently as hardly any increase of bioluminescence was detectable at 10 days after the sec-
ond infection (S5 Fig.).

Taken together, the results show that yd T cells are capable of controlling a primary MCMV
infection in the absence of additional cells from the adaptive immune system.

Relevance of yd T cells for MCMV infection in immunocompetent mice

The results so far indicated a protective capacity of yd T cells in the absence of additional com-
ponents of the cellular and humoral immune response. The question arises, whether y3 T cells
have also a role in the antiviral response in fully immunocompetent hosts. We addressed this
question by using TCR3”" mice. Three days after MCMV-infection, TCRS "~ mice showed sig-
nificantly higher viral titers in all tested organs as compared to C57BL/6 mice (Fig. 3). Five
days after infection, the difference was less pronounced, being significant only in spleen and
liver. These data indicated that during the early phase of infection, the lack of o T cells in oth-
erwise fully immunocompetent animals results in higher viral titers.

Cytokine production of yd T cells and their functional relevance after
MCMV- infection

As the production of interferon-y (IFNy) and interleukin 17 (IL-17) by y8 T cells can influence
the outcome of an immune response [21] we analyzed the intracellular IFNy and IL-17 produc-
tion during infection in spleen, liver and lung of CD8”"JHT mice by flow cytometry. As shown
in Fig. 4A a high frequency of IFNy-producing y3 T cells was observed that remained relatively
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Figure 3. y3 T cells contribute to virus control in immunocompetent animals. Viral load in the organs of
TCR3™ (closed circles) and C57BL/6 wt (open circles) mice was determined at day 3 p.i. (left) and day 5 p..i.
(right). Each value in the graphs corresponds to an individual animal; horizontal bars represent the median
(P < 0.05, Mann Whitney Test). Representative data from 2 individual experiments.

doi:10.1371/journal.ppat.1004481.9003

constant in spleen and liver during the infection. In the liver on day 7 after infection a transient
increase of IFNy-producing y8 T cells was observed. IL-17 producing y8 T cells were very rare
in these organs, as described before [22], and the frequency did not change during MCMYV in-
fection (Fig. 4A).

To examine whether IFNy or IL-17 play a role in viral control, we performed adoptive trans-
fer experiments as described above using RAG™" recipients and sorted Y5 T cells from previous-
ly infected CD8"JHT mice. Neutralizing antibodies against IENy or IL-17 or isotype control
antibodies were given to the animals before and during the time course of the infection. Neu-
tralizing anti-IFNy antibodies significantly elevated the viral load in RAG™ control animals
that did not receive y3 T cells presumably because NK cell-derived IFNY, which provided some
protection effect, was blocked (Fig. 4B, red symbols). Importantly, however, the protective ca-
pacity of Y3 T cells was not significantly influenced by neutralizing anti-IFNy antibodies
(Fig. 4B, blue symbols). Neutralizing IL-17 antibodies had no effect on the viral load in RAG”"
mice and did not influence the protective capacity of adoptively transferred y3 T cells (Fig. 4C).

Numerical and phenotypic changes of yd T cells after MCMV- infection

The fact that adoptively transferred y3 T cells were able to reduce the viral load in different or-
gans indicated that the protective fraction of the Y8 T cells is widely distributed in the organ-
ism, most probably via the bloodstream. In the blood and secondary lymphoid system

v3 T cells represent only a minor proportion of lymphocytes but they are much more frequent
in epithelial-rich organs [23].

vd T-cell populations were analyzed in peripheral blood, spleen, liver and lung of
CD8”"JHT mice after MCMYV infection. Blood samples were taken from different mouse
strains on days 0, 3, 7, 10, 17, 24 and 32 p.i. and stained for CD3/4/8, TCRa.f and TCRyd. Ab-
solute cell counts of Y3 T cells were quantified by flow cytometry (Fig. 5A). Between the tested
mouse strains, namely C57BL/6, CD8”", CD8”JHT and anti-CD4 treated CD8” THT no sub-
stantial differences could be detected. Y3 T-cell counts were reduced substantially on days 3
and 7 after infection in all strains. Following this general lymphopenia, most likely caused by
the early production of type I interferon upon virus infection [24], the population started to re-
cover to preinfection levels 10 days p.i. and remained relatively constant until the end of the ex-
periment at day 32. Within spleen, liver and lung the numbers of ¥ T cells moderately
increased at day 14 and 21 after infection and returned to preinfection levels on day 28
(Fig. 5B).
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Figure 4. Cytokine production of y3 T cells after MCMV infection. (A) Intracellular cytokine production of yd T cells during MCMV infection in CD8"JHT
mice. The mean and SD values of the percentages of positive yd T cells for IFNy and IL-17 are displayed (n = 5). A representative FACS plot is shown on the
right. (B) Influence of neutralizing anti-IFNy monoclonal antibodies on the protective capacity of adoptively transferred yd T cells in RAG™ mice. Viral load per
30 pg organ was determined at day 18 p.i. Lines represent mean values. Horizontal bars represent the mean values (ns: not significant, Mann Whitney Test).
Representative data from 2 experiments. (C) Influence of neutralizing anti-IL-17 monoclonal antibodies on the protective capacity of adoptively transferred

vST cells in RAG” mice. Viral load per 30 ug organ was determined at day 18 p.i. Lines represent mean values (ns: not significant, Mann Whitney Test).

doi:10.1371/journal.ppat.1004481.9004
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Figure 5. y3 T cells proliferate in the peripheral blood and in target organs after infection. (A) Mice

(n = 4) from different mouse strains were infected with 10° pfu MCMV. Blood samples were taken from all
animals on the days indicated, stained with fluorescence conjugated anti-CD3, anti-CD4, anti-TCR and anti-
TCRYy®d antibodies and quantified by flow cytometry using counting beads. Values represent mean values
+SEM. (filled circles: C57BL/6; open circles: CD8™’; filled squares: CD8”JHT; open squares: anti-CD4
treated CD8”"JHT). Representative data from 2 individual experiments are shown. (B) Spleen, liver and lung
tissue was obtained from infected mice (n = 4). TCRy® positive cells were quantified by flow cytometry using
counting beads. Absolute numbers of CD3" TCRyd* cells per organ from individual animals (dots) and
medians (bars) are shown. Data from one experiment are shown (* p<0.05, Mann Whitney Test). (C)
CD8™"JHT mice (n = 4) were pulse labeled by weekly BrdU injections and BrdU uptake was analyzed 6 hours
after pulse BrdU injections in the peripheral blood. The percentage of BrdU-positive peripheral blood yd T
cells was determined by flow cytometry. (D) CD8™"JHT mice (n = 4) were pulse labeled by BrdU injections
before infection or 2 weeks and 4 after infection. BrdU uptake was analyzed 6 hours after BrdU injections.
The percentage of BrdU-positive yd T cells was determined by flow cytometry for the different organs labeled
in the graphs (* p<0.05, Mann Whitney Test).

doi:10.1371/journal.ppat.1004481.9005
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To analyze whether Y8 T cells proliferate in vivo after MCMYV infection, short-term BrdU
pulse experiments were performed at different time points after infection of CD8” JHT mice.
Six hours after BrdU injection less than 1% of yd T cells in the peripheral blood incorporated
BrdU in uninfected mice, showing that the vast majority of Y3 T cells are non-cycling in vivo
(Fig. 5C). In mice that were infected with MCMYV a significant fraction of y3 T cells present
in the peripheral blood incorporated BrdU 6 hours after injection showing that up to 20% of
v T cells proliferated in vivo in response to MCMYV infection. In the organs of infected mice
¥3 T cells also showed significant proliferation 2 weeks after infection in lymphnodes and liver.
Whereas proliferation normalized 4 weeks after infection in spleen, lung and peripheral lymph-
nodes, in the liver elevated percentages of proliferating yd T cells are noticeable (Fig. 5D).
These data clearly showed that a significant fraction of y3 T cells proliferate in response to
MCMYV infection in vivo.

To phenotypically characterize the Y3 T-cell population after infection we determined sever-
al known markers for y3 T cells in blood, spleen, liver and lung. As depicted in Fig. 6, the fre-
quency of CD44" y8 T cells increased in all organs 14 days after infection, suggesting
considerable and long lasting activation of Y3 T cells in infected animals. The increased fre-
quency of CD44" y3 T cells coincided with a switch in the expression pattern of NKG2D, a
lectin-like stimulatory receptor originally identified in NK cells [25] and CD27, a costimulatory
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Figure 6. Phenotypical changes of y3 T cells after infection. Blood samples and mononuclear cells from
organs of infected CD8"JHT mice were stained with anti-CD3, anti TCRy3, anti-CD44, anti-NKG2D and anti-
CD27 antibodies. The percentage of total CD3* TCRyd* cells of individual animals (dots) and medians (bars)
are shown. Representative data from 3 individual experiments (* p<0.05, Mann Whitney Test).

doi:10.1371/journal.ppat.1004481.9006
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receptor of the TNF-receptor superfamily [26], on the majority of yd T cells in all organs
analyzed (Fig. 6). Whereas before infection and during the early phase after infection

(days 0-7 p.i.) the majority of y8 T cells were NKG2D- and CD27"8" a switch to NKG2D*
CD27"" was observed at later times after infection in the majority of cells (Fig. 6 and S6 Fig.).
This switch of the phenotype remained constant during the observation period until day

28 p.i., when MCMYV infection was undetectable by bioluminescence. Thus, MCMYV infection
induced a significant and long-lasting activation and change in the phenotype of the majority
of ¥ T cells in secondary lymphoid organs and tissues in which MCMV infection

is prominent.

Clonotypic expansion of Vy1 and Vy2 cells in target organs of persistent
MCMV infection

To determine whether in MCMYV infected mice subpopulations of clonally restricted y8 T cells
expand, as it has been described for human y8 T cell subpopulations [27] we first determined
the Vy usage by flow cytometry using currently available antibodies. As expected Vy1 and

Vv4 cells (according to the nomenclature of Heilig et al. [28]) contributed to over 80% of

v T cells in spleen, lymph nodes, lung and liver whereas V5 and V7 cells were hardly detect-
able in these organs. The only major change in the relative contribution of TCRy subpopula-
tions was an increase of Viy1 cells from approximately 50% to up to 80% of all v T cells
particularly in liver and lung of infected mice at 21 and 28 days after infection in CD8” JHT
and TCRo'™ mice.

To evaluate in detail whether the long-lasting activation and phenotypic change of yd T cells
correlates with a more focused Vy usage we determined the Vy repertoire in 5 different organs
of two infected (d28) and two uninfected CD8-JHT mice by 454 sequencing of Vy-Cy ampli-
cons obtained from cDNA from sorted y3 T cells. As expected, sufficient numbers of reads
from lung, liver and lymphoid tissues were obtained only for Vy1, Vy2, Vy4 and Vy6 recombi-
nations. When all amplicons were analyzed for recurrent recombinations we found one major
CDR3 clonotype for Vy4 and Vy6 present in all organs, constituting up to 60% and 90% of the
respective Vy4 and Vy6 genes. Importantly, no major difference was observed between infected
and uninfected mice (S7 Fig.). Within Vy1- and Vy2-products we observed much more diversi-
ty particularly in lymphoid organs of uninfected mice. The five most prominent CDR3 clono-
types constitute less than 25% of the whole repertoire (Fig. 7). For the infected mice, however, a
clear expansion of Vyl- and Vy2- clonotypes was found particularly in lung and liver (Fig. 7).
In both mice 2 dominant clonotypes were found expanded in lung and liver and to a lesser ex-
tend these clonotypes can also be detected in the spleen of the same animal. In peripheral
and mesenteric lymph nodes these clonotypes were not particularly expanded, however. To-
gether, these results suggest a long lasting and focused accumulation of clonotypically related
Vy1- and V2 cells after MCMYV infection in the organs of virus persistence and latency [29].

Discussion

The control of CMV infections relies on multiple and redundant immune effector functions
from the innate and the adaptive immune system [3]. In this report, we provide the first direct
evidence that y8 T cells, which are regarded as innate-like cells with adaptive-like potential
[30], can provide protection against MCMYV infection in the absence of other effector cells of
the adaptive immune system, i.e. conventional aff T cells or B cells. The protection against le-
thal infection conferred by y8 T cells after adoptive transfer into RAG”™ mice clearly showed
some adoptive-like elements as only yd T cells from MCMV-infected donors could provide
protection whereas equal numbers of yd T cells from uninfected animals were unable to
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Figure 7. Analysis of the Vy1 and Vy2 repertoire by high throughput 454 sequencing. Analysis of
expanded Vy1 (A) and Vy2 (B) clonotypes in infected (d28 post infection) and uninfected CD8”JHT mice.
The representations of the five most abundant clonotypes as defined by identical CDR3 regions are depicted
for lung (lu), liver (li), spleen (sp), peripheral lymph nodes (xLN) and mesenteric lymph nodes (mLN) in 2
individual mice for each group in the bar graph. Clonotypes found in different organs and mice are
represented with the same color and the CDR3 sequences are displayed in the legend. The total numbers of
sequence reads obtained for each organ and Vy gene is presented in the bars.

doi:10.1371/journal.ppat.1004481.9007

provide significant protection in the RAG”™ mice. The fast and efficient control of MCMV
after a high dose secondary infection in TCRo.”” mice can be regarded as an additional evidence
for an adaptive and memory-like response of 8 T cells, which shares features to the NK cell re-
sponse after secondary MCMYV infection [31]. Whereas in the case of NK cells the invariant
“innate” Ly49H receptor is accountable for the response, our data regarding a focusing of the
Vv1 and Vy2 repertoire particularly in organs where MCMYV is persisting suggest the
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establishment of a response that is selected for by antigen through the y8 antigen receptor
formed by VD]J-recombination. It will be interesting to isolate and identify these receptors
from infected mice and to generate transgenic mice to study those y3 T cells in a defined way
during infection, similar as it has been done for virus specific aff T cells and B cells.

NKG2D is a C-type lectin found on NK cells and a fraction of Y3 T cells and CD8" o T
cells. The markedly elevated frequency of NKG2D-positive y8 T cells that remained for several
weeks after infection in the MCMV-infected animals could suggest an expansion of a subpopu-
lation of NKG2D-positive y8 T cells that is present in relative low frequency in uninfected ani-
mals. An alternative explanation for the increased frequency of NKG2D-positive y8 T cells
after infection is that it is merely a reflection of the activated state of the entire y3 T-cell popula-
tion. It has been shown that NKG2D-expression is upregulated on all CD8" T cells upon acti-
vation after anti-TCR stimulation and on the majority of antigen-specific CD8" cells after virus
infection [25]. The concomitant downregulation of CD27 on NKG2D-positive y3 T cells as
well as the upregulation of CD44 further supports the view that the majority of the y3 T-cell
population persists in an effector/memory state even after resolution of the acute phase of the
infection. CD27-low/negative VY932 cells have been shown to belong to the memory and effec-
tor/memory compartment in humans [32, 33].

During MCMYV infection Y8 T cells contribute to protection as early as three days after in-
fection as described here for wildtype mice. This goes hand in hand with the description as
pre-activated and pre-programmed cells that offer a first line of defense [21]. We also saw acti-
vation of y8 T cells at much later timepoints during the infection corresponding to the second
and later response of yd T cells observed during murine influenza A infection [34]. Interesting-
ly, also in the case of influenza infection, Vy1" T cells, which are normally localized to lym-
phoid tissues, dominate the later response. In addition, MCMYV as a persisting virus might
provide constant stimulation of yd T cells particularly in the major target organs, causing an in-
crease in cell numbers and phenotypic alterations. In this context it is remarkable that a certain
vd T-cell subpopulation expands in healthy aged HCMV carriers [35].

In general, the antigen specificity of the yd T-cell receptor (TCR) recognition remains still
enigmatic except for a few cases where clear biochemical binding data have been obtained [21].
In the context of recognition of herpes virus infected cells, early studies with y& T-cell clones
suggested specific recognition of a herpes virus glycoprotein I on infected target cells. Very re-
cent data showed that a y3 T-cell clone with dual reactivity towards HCMYV infected cells and
epithelial tumors binds to a stress-regulated self-antigen, the endothelial protein C receptor [36].

Whereas only two reports so far established a potential function of y& T cells in rodent
CMV infection [37, 38], numerous publications associated y3 T cells with HCMV infections,
particularly in renal allograft patients [27, 39, 40], allogenic stem cell transplantation [41] and
during HCMYV infections of the fetus in utero [42]. However, a causal relationship between
v3 T-cell responses and protection from CMV disease has not been established. The data pre-
sented in this report strongly argue that y3 T cells can provide an effective control mechanism
of acute CMV infections, particularly when conventional adaptive immune mechanisms are in-
sufficient or absent. These could include the developing fetus and the period following organ-
or allogeneic stem cell transplantation. Recent developments in graft engineering of allogeneic
stem cells for transplantation suggest that depletion of TCRof positive cells may have advan-
tages over anti-CD3 depletion [43]. In addition to an anti-tumor effect that might be exerted
by v& T cells [36, 44], our findings strongly suggest that the anti-HCMYV activities of v T lym-
phocytes could be of benefit for stem cell transplant recipients as suggested previously [41]. Be-
cause yd T lymphocytes are not MHC restricted, adoptive transfer of these lymphocytes from
the donor might well represent a new cellular immune-intervention strategy for allogeneic
stem cell transplant patients at risk for HCMV infection and reactivation.
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Materials and Methods

Mice

C57BL/6 mice were obtained from Charles River. C57BL/6 RAG-17" (RAG™") mice were ob-

tained from Irmgard Forster (University Munich) and JHT mice [45] were a gift from Hans-

Martin Jack (Division of Molecular Immunology, University Erlangen-Niirnberg). To obtain

CD8”"THT double knockout mice, CD80.”’” (CD8”") mice [46] were obtained from The Jackson

Laboratory and crossed with JHT mice and double-homozygous offspring were selected.
TCR&" and TCRo.” mice backcrossed to C57BL/6 were obtained from The Jackson Labo-

ratory. All mice were bred and maintained in the animal facility at the Franz-Penzoldt-

Zentrum, University Erlangen under specific pathogen-free environment.

Viruses

MCMV157luc was described before [14]. Additional viruses were used either containing a re-
paired mutation in MCK-2 [20] or a deletion of m126-m129. The three viruses showed no dif-
ferences in replication in vitro or in experimental outcome. Virus was propagated and purified
as described [47]. Virus titer was determined by end-point titration using indirect immunoflu-
orescence on mouse embryonic fibroblasts (MEF) as described [14]. Individual mice were in-
fected intraperitoneally (ip) with 1 x 10° plaque forming units (pfu). In the experiment with
TCRa”” mice infection was done intravenously (i.v.) with 1 x 10° pfu of MCMV157luc in
which the MCK-2 mutation was repaired as reported by Jordan et al. [20]. In vivo biolumines-
cence imaging and measurement of organ luciferase activity was done exactly as described
[14].

Antibodies and flow cytometry

After perfusion spleens, lymph nodes, livers and lungs were harvested. Livers and lungs
were digested with 2 mg/ml collagenase D (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) and
100 pg/ml DNasel (Roche Diagnostics) for 60 min at 37°C prior to single-cell suspension.
Blood was collected in tubes containing Na heparin (Ratiopharm). After erythrocyte lysis
(5 min in 0.15 MNH,CI, 0.02 M HEPES, 0.1 mM EDTA for organs or 10 min in BD FACS
Lysing Solution (BD Biosciences) for blood) and FcyR blocking (5 pg/ml rat anti-mouse
CD16/CD32; clone 93, eBioscience), cells were incubated in PBS, 2% FCS, 2 mM EDTA for 30
min at 4°C with varying combinations of the following antibodies: CD3-PE (17A2), CD4-PE
(GK1.5), TCRy3-FITC (GL3, BD Biosciences), TCRB-PE-Cy7 (H57-597, Biolegend, San
Diego, CA), CD3-APC (145-2C11), CD4-Alexa Fluor 700 (GK1.5), CD8-Alexa Fluor 700
(53-6.7), CD27-FITC (LG.7F9), NKG2D-PE (CX5), TCRy8-PerCPeFluor 710 (GL3,
eBioscience) and Vy3/5-FITC (536, BD Biosciences). Antibodies Vy1-FITC (2.11), Vy4-FITC
(49.2) and Vy7-FITC (F2.67) were a kind gift from P. Pereira. To determine absolute cell num-
bers Trucount Beads (BD Biosciences) were added.

FACS analysis was performed on LSRII or FACSCalibur machines (Becton Dickinson) run-
ning CellQuest software and analyzed with FACSDiva software or Flow]Jo (Tree Star, Ashland,
OR).

Intracellular cytokine staining and in vivo neutralization of cytokines

For intracellular cytokine staining single cell suspensions were prepared and cells were incubat-
ed with the Cell Stimulation Cocktail (plus protein transport inhibitors, eBioscience) diluted
1:500 in cell culture medium for 4 hours at 37°C. After stimulation cell surface markers were
stained as described before. For fixation and permeabilization the Fix&Perm Cell
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Permeabilization Kit (An Der Grub Bio Research GmbH) was used according to the manufac-
turer s specifications. Intracellular cytokines were stained with anti-IFNy-APC (clone XMG1.2)
or anti-IL-17-APC (clone eBio17B7) (eBioscience) diluted 1:100 in reagent B of the kit.

For the in vivo neutralization of cytokines, yd T cell transfers were conducted as described
above. In addition neutralizing antibodies against IFNy (clone XMG1.2), IL-17 (clone 17F3) or
their isotype controls (rat IgG1 and mouse IgG1 respectively) were administered. All in vivo
antibodies were purchased from BioXCell. Mice were injected i.p. with 500 ug of antibody in
200 pl PBS every third day during the course of the experiment, starting one day before the
v T cell transfer (day 2 after infection).

Cell depletion

For in vivo depletion of CD4" T cells, mice were injected ip with 250 ug of the monoclonal anti-
body YTS 191 [48] on day -1, 3 and 8 after infection; for long term depletion with 300 pg anti-
body on day -1, 3 7, 17 and 27 after infection. For depletion of CD3" T cells 300 pg of YTS 191
were injected on day -4 and 250 pg of the monoclonal antibody 145-2C11 were injected on
day -1 and 2 after infection (BioXcell;).

For analysis of whole blood lymphocytes 2 drops of blood were taken from the tail vein in
heparinized tubes (Greiner bio-one). Equal volumes of whole blood and buffer (PBS, 2% FCS)
containing 2,500 Truecount counting beads (BD Biosciences) and staining antibodies were
mixed. BD FACS Lysing solution (BD Biosciences) was added. The mixture was analyzed by
flow cytometry.

Chromium release assay

Purified TCRaB" or TCRy8" effector cells were cultured overnight in RPMI-1640 medium with
glutamine, penicillin 100 U/ml, streptomycin 0.1 mg/ml, 5 uM B-ME, 10 mM HEPES, 7,5% FCS
and 20U/ml interleukin-2. Cytolytic activity was measured by a standard 4-h *'Cr release assay
with graded numbers of effector cells and with 1,000 target cells per 0.2-ml microwell. Target
cells were °'Cr-labeled MEF infected with centrifugal enhancement with 0.2 pfu of MCMV per
cell in the presence or absence of phosphonoacetic acid for 22 h. CD3e producing B cell hybrid-
oma cells (145-2C11) were used as targets to measure the total cytolytic potential of an effector
cell population by antigen-independent polyclonal signaling via the TCR-CD3 complex [19].

Cell sorting and adoptive transfer of lymphocytes

Single-cell suspensions of spleens and lymph nodes from at least 6 weeks infected CD8” JHT
mice were stained with antibodies against CD3, CD4, TCRa3 and TCRy3 (see above).
CD3",CD47, TCRoB" or TCRyS" cells respectively were isolated by fluorescence activated cell
sorting using a MoFlo cell sorter (Cytomation) and analyzed for purity. Purity >99% was
achieved. Purified cells were either used for chromium release assay or adoptively transferred
into the tail or ocular vein of RAG ™'~ mice 3 days after infection. Absence of contaminating
TCRof" cells was confirmed by flow cytometry in all animals analyzed for organ titer or sur-
vival. Mice with detectable contaminations of TCRof" cells were excluded from the analyses.

BrdU incorporation

Mice were given i.p. injections of 1 mg BrdU. 6 hours after BrdU injections peripheral blood,
or cells from spleen, peripheral lymphnodes, liver and lung were harvested and the incorpo-
ration of BrdU into the dividing cells’ DNA was determined by the manufacturer’s protocol
(FITC BrdU Flow Kit, BD Pharmingen) after surface staining for CD3 and y§TCR.
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High throughput 454 sequencing of VyCy amplicons from sorted
yo T cells

For high throughput 454 sequencing, yd T cells from spleen, peripheral (inguinal, brachial, ax-
illary, superficial) lymph nodes, mesenteric lymph nodes, liver and lung of individual mice
were sorted by FACS. Two naive mice and two mice four weeks after infection were compared.
RNA of 3 T cells from separate organs was isolated with the RNeasy Mini Kit (Qiagen) after
homogenizing cells with QIA shredder columns (Qiagen). Before cDNA synthesis with the
Transciptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (version 6.0, Roche) volume of the samples was
reduced through centrifugation in a SpeedVac centrifuge (Eppendorf). cDNA of individual or-
gans was used for polymerase chain reactions. Primers are listed in S2 Table. For each organ
sample five PCRs were carried out and products of every organ were tagged with a specific
barcode (multiplex identifier, MID) during PCRs. Reactions contained 4 pl of cDNA template,
3 ul RediLoad (Invitrogen), 1 pl of a 5 uM stock of each primer, 12 ul 5-Prime polymerase mix
2,5x (5 PRIME GmbH) and 9 pl water to obtain a reaction volume of 30 pl.

After heating the reaction mixture for 7 min at 94°C, 38 circles under following conditions
were performed: 60 sec at 94°C, 60 sec at 54°C and 30 sec at 72°C. 5 min at 72°C after the last
circle allowed final elongation.

10 pl of each reaction were analyzed on an agarose gel and 20 pl were purified with QIA-
quick columns (PCR purification kit, Qiagen) after pooling the five reactions of one organ.
Pools of different organs were adjusted to the same DNA concentration and combined. To re-
duce the volume, DNA was precipitated with ethanol. Next Generation Sequencing was per-
formed on the Roche 454 platform by MWG eurofins.

After sorting for MID tags for the different samples, individual FASTA files for each
individual tissue sample containing 1.000-6.000 high quality reads were analyzed on the
IMGT/HighV-QUEST platform [49]. Output files were imported in Microsoft Excel and the
Vv gene usage, CDR3 length and amino acid composition was analyzed for the different sam-
ples filtered for sequence reads that contain functional recombinations using the
PivotTable function of Excel.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with Prism 6 (Graph-Pad Software, Inc.). The Mann-
Whitney test for the comparison of two groups was used. For the analyses of survival data the
Mantel-Cox logrank test was used.

Ethics statement

The study was performed in strict accordance with German law (Tierschutzgesetz). The proto-
col was approved by the Committee on Ethics of Animal Experiments at the Bavarian Govern-
ment (Az. 54-2532.1-57/12 and Az. 54-2532.2-3/08). All efforts were made to minimize
animal suffering.

Supporting Information
S1 Fig. CD8” JHT mice are devoid of CD8"* and CD19" cells. Blood of C57BL/6 (left) and
CD8”JHT mice (right) was stained with antibodies against CD8 and CD19 and analyzed by

flow cytometry. Cells within the lymphocyte gate are shown.
(TIF)

$2 Fig. Administration of antibodies in CD8” JHT mice and control by flow cytometry. (A)
Experimental schedule. Upper row: 250 ug of anti-CD4 antibody YTS 191 were administered
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at days -1, 3 and 8 p.i. (blue); Lower row: for depletion of CD3 cells 250 ug anti-CD4 antibody
was given day -4 p.i. and 250 pg anti-CD3 antibody 145-2C11 was given day -1 and 2 p.i.
(green). Days of imaging are marked with an open circle and times of flow cytometric analysis
with a red arrow (first experiment: upper row; second experiment: lower row). (B) Representa-
tive data at day 13 p.i. obtained by blood cell staining with antibodies against CD4, TCRo and
TCRy3 followed by flow cytometry (gated on lymphocytes): after anti-CD4 treatment with
mab YTS 191 no binding of anti-CD4 antibody GK1.5 to lymphocytes was detected in blood.
In blood of CD3-depleted animals no TCRo* or TCRYS" lymphocytes were detected. (C) De-
tection of y8 T cells in blood of adoptively transferred animals day 12 p.i.

(TIF)

S3 Fig. Protective capacity of Y6 T cells from naive and infected wildtype C57Bl/6 mice.
Groups of RAG™™ mice were infected with 10° pfu of MCMV157luc and on day 3 of infection
400,000 sorted y3 T cells from the spleen of C57Bl/6 mice were adoptively transferred. Organs
were collected on day 18 after infection and viral load per 30 pg organ was determined. The
data summarize two independent experiments and are presented as the percentage of virus
load compared to a group of RAG™" mice that received PBS instead of y5 T cells. Box plots rep-
resent the median, 25th to 75th percentiles and minimum and maximum values.

(TIF)

$4 Fig. Efficient control of MCMYV infection in TCRa’~ mice. Groups of RAG”™ and
TCRa”” mice were infected i.v. with 10° pfu of MCMV157luc in which the MCK-2 mutation
was repaired. In vivo imaging was performed on the days indicated. Images were obtained
from a 120sec acquisition. On day 12 after infection Rag-1"" mice had to be euthanized because

of severe sickness.
(TIF)

S5 Fig. Efficient control of a secondary MCMYV infection in TCRer”™ mice. In vivo biolumi-
nescence imaging during a primary (left) and secondary (right) infection. Secondary infection
was given 21 days after the primary infection. Mice were infected i.v. with 10° pfu of
MCMV157luc in which the MCK-2 mutation was repaired. In vivo imaging was performed on
the days indicated. Images were obtained from a 120 sec acquisition.

(TIF)

S6 Fig. Expression pattern of NKG2D and CD27 on yd T cells in uninfected mice and

14 days after MCMYV infection. CD3" TCRy3" cells from peripheral blood are gated and ana-
lyzed for the surface expression of NKG2D and CD27 by flow cytometry.

(TIF)

S7 Fig. Analysis of the Vy4 and V76 repertoire by high throughput 454 sequencing. Analy-
sis of expanded Vy4 (left) and V6 (right) clonotypes in infected (d28 post infection, solid
bars) and uninfected (open bars) CD8”JHT mice. The frequency of the most abundant clono-
type as defined by identical CDR3 regions is depicted for lung, liver, spleen, peripheral lymph
nodes (XLN) and mesenteric lymph nodes (MLN) in 2 individual mice for each group. The
CDR3 sequences are presented in the header. A minimum of 125 sequence reads was obtained
for all organs and Vy amplicons.

(TTF)

S1 Table. Characteristics of Y& T cells of wild type and CD8” JHT mice under steady state
conditions.
(DOCX)
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S2 Table. Nucleotide sequences of PCR primers used for Vy-Cy amplicon generation and
454 high throughput sequencing.
(XLSX)
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