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RESUME

Les premiers mois de linfection par le virus de l'immunodéficience humaine (VIH-1) sont
caractérisés par la perte des lymphocytes T CD4 mémoires (Mem). Considérant I'importance des
Mem dans la protection immunitaire et que leur perte exacerbe la progression de I'infection par
le VIH-1, beaucoup d’efforts ont été consacrés a comprendre les mécanismes moléculaires
responsables de leur perte. Bien que plusieurs mécanismes, souvent en lien avec la présence
d’'inflammation chronique et la persistance virale, aient été identifiés, la normalisation compléte
de ces conditions a la suite des traitements demeure non atteinte mettant en évidence la
nécessité d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes responsables. Un tel mécanisme
est la signalisation des interférons de type | (IFN-I) qui méne a une expression de génes stimulés
par les interférons (ISG) qui sont composés de différents facteurs de restriction, cytokines,
chimiokines et molécules de costimulation. Malgré le fait que cette signalisation soit bien
contrélée lors d’infections aigués, la production d'IFN-I est maintenue lors d’infections
persistantes ce qui engendre une détérioration des réponses immunitaires. Bien que la
signalisation IFN-I soit connue pour avoir des effets délétéres sur la survie des Mem lors de
l'infection par le VIH-1, les mécanismes responsables restent a étre identifiés. La peptidase
USP18 est un de ces ISG que nous avons identifiée comme étant exprimée de fagon plus
importante chez les Mem de personnes vivants avec le VIH-1 (PVVIH). Lors de cette étude, nous
démontrons que d’interférer avec la signalisation IFN-I1 des Mem de PVVIH, notamment en ciblant
USP18, méne a une expression réduite de PTEN, une phosphatase impliquée dans I'inhibition
d’AKT, comparable au niveau des contrdles non-infectés. Nos données montrent aussi que
d’inhiber USP18 ou PTEN permet d’améliorer I'activation d’AKT, qui est impliquée dans la survie
cellulaire, en réponse a des traitement cytokiniques et a de I'activation du récepteur des cellules
T. Finalement, nous montrons que l'expression élevée d’'USP18 chez les Mem de PVVIH
empéche la survie optimale et le maintien a long terme des Mem de maniére dépendante a AKT.
Dans cette étude, nous établissons ainsi le réle direct de la signalisation IFN-I/USP18 sur la

maintenance de la population Mem totale et virus-spécifique lors de I'infection par le VIH-1.

Ainsi, notre étude complémente nos connaissances face aux effets nuisibles de la signalisation
IFN-I lors d’infections persistantes indiquant d’autant plus le potentiel thérapeutique de cibler cette

voie de signalisation pour rétablir la survie des Mem lors de l'infection par le VIH-1.

Mots-clés : CD4 mémoires ; VIH-1 ; IFN-I ; USP18 ; PTEN






ABSTRACT

The first months of the infection by the human immunodeficiency virus (HIV-1) are characterized
by the loss of memory CD4 T cells (Mem). Considering the importance of Mem in immune
defenses and that their loss exacerbates HIV-1 progression, a lot of effort has been dedicated to
understanding the molecular mechanisms involved in their loss. Even if many mechanisms, often
linked to chronic inflammation and viral persistence, have been identified, the complete
normalization of those phenotypes following treatments remains unachieved highlighting the
necessity to deepen our knowledge of said mechanisms. One such mechanism is type | interferon
signaling (IFN-I) which leads to the expression of interferon stimulated genes (ISG) comprised of
different restriction factors, cytokine, chemokines, and costimulatory factors. Even though this
signaling is well managed during acute infections, IFN-I production is maintained during persistent
infections leading to the impairment of immune responses. Even if IFN-I signaling is known to
have deleterious effects on Mem survival during HIV-1 infection, the mechanisms responsible

remains to be identified.

USP18 peptidase is an ISG that we identified as being more expressed in Mem from people living
with HIV-1 (PLWH). In this study, we show that IFN-I signaling interference in Mem from PLWH,
especially by targeting USP18, leads to normalized expression of PTEN, a phosphatase involved
in AKT inhibition. Our data also show that USP18 or PTEN inhibition can improves AKT activation,
which is involved in cell survival upon cytokine or T cell receptor activation. Finally, we show that
increased USP18 expression in Mem from PLWH inhibits their optimal survival and long-term
maintenance in an AKT dependant manner. In this study, we establish the direct role of IFN-I/USP

signaling in total and virus-specific Mem maintenance during HIV-1 infection.

Thereby, this project complements current understanding of the negative effects of IFN-I signaling
during persistent infections as well as highlighting the therapeutic potential of targeting this

signaling pathway to improve Mem survival during HIV-1 infection.

Keywords : Memory CD4; HIV-1; IFN-I; USP18; PTEN
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1 LE VIRUS DE L'IMMUNODEFICIENCE HUMAINE

1.1 PROBLEMATIQUE SOCIO-ECONOMIQUE

En 2019, 1,7 millions de nouveaux cas de virus de 'immunodéficience humaine (VIH-1) ont été
estimés a travers le monde. Bien que ceci représente une diminution globale de 23 % depuis
2010, cette tendance n’est pas observée a travers le monde avec certaines régions voyant méme
des augmentations de 72 % du nombre de nouvelles infections (ONUSIDA 2020). De plus, prés
de 700 000 personnes sont decédées di a des complications reliées au syndrome
d'immunodéficience acquise (SIDA). En plus des impacts sur la santé, les personnes vivant avec
le VIH (PVVIH) peuvent subir de la discrimination face a leur situation, notamment dans les pays
ou il est difficile d’éduquer les gens a la réalité de cette maladie (ONUSIDA 2020). Heureusement,
depuis la découverte de ce virus en 1983 (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1983), des
progrés majeurs en termes de traitements ont été effectués. Les traitements se sont non
seulement améliorés pour les PVVIH, mais aussi pour leur(s) partenaire(s) avec des
médicaments du style Prophylaxie Pré-Exposition (PrEP), prescrits aux personnes a risque de
contracter le VIH-1, conférant une protection prophylactique procurant un niveau additionnel de
confiance et une normalité dans la relation (Spinner et al., 2016). Bien que les traitements soient
de plus en plus efficaces et répandus, cette infection demeure un fardeau économique important.
En effet, il est estimé que les colts des traitements antirétroviraux (ART) entre 2016 et 2030
colteront 880 milliards de dollars américains (Forsythe et al., 2019). Ainsi, malgré les progrés en
termes de traitements et d’éducation générale du publique, cette épidémie demeure un lourd
probléme socio-économique pour lequel des traitements plus efficaces sont requis. Dans ce
contexte, une compréhension plus approfondie de la pathogénése du VIH-1 ainsi que des

interactions avec le systéme immunitaire demeure critique.



1.2 PATHOGENESE

Les voies d’infections possibles pour contracter le VIH-1 sont via des injections de drogues avec
seringues contaminées, transfusions sanguines, contact avec le virus chez le feetus ou le
nourrisson par une meére infectée et via des relations sexuelles. Le processus d'’initiation de
l'infection décrit plus bas concerne cette derniére qui, de maniére globale, est la plus fréquente
(HIV Surveillance Report, CDC, 2019). A la suite de la transmission, le VIH-1 se répand
rapidement menant au syndrome aigu du VIH-1 qui peut se caractériser par des symptébmes
similaires a la grippe chez certains individus (Schacker et al., 1996; Tindall et al., 1988) (Figure
1.1.).

1.21 Infection précoce

Lors des premiéres étapes de l'infection, les lymphocytes T CD4* (CD4) servent de cibles initiales
pour I'établissement du virus. Ensuite, le virus se répand dans la population CD4 soit par contact
virus-cellules ou par synapses cellulaires, puis le virus se répand dans le tissu lymphoide associé
au tube digestif (Gut-associated lymphoid tissue; GALT) via les ganglions lymphatiques (GL).
Ceci méne a une perte importante des CD4 de l'intestin. L’initiation ainsi que I'établissement de
l'infection sont médiés par la présence de cellules CD4*CCRS5" ainsi que par l'intégrité des tissus
muqueux. L'impact de l'infection sur les CD4 du GALT sera examiné de maniére plus approfondie

dans la section 2.

1.2.2 Phase aigué

Environ deux semaines aprés linfection initiale, certains individus infectés démontrent des
symptdbmes s’apparentant a la grippe, appelés syndrome aigu du VIH-1 (Gurunathan et al. 2009).
En plus de ces symptdmes, le syndrome aigu du VIH-1 peut se manifester par de la diarrhée, des
myalgies, des exanthémes et des maux de téte (Gurunathan et al., 2009). C’est pendant cette
phase que le VIH-1 se réplique de maniére importante pouvant atteindre une virémie de 10
millions de copies par millilitre de plasma (Little et al., 1999; Piatak et al., 1993). Sans traitement,
la virémie atteint son pic aux environs de trois a quatre semaines, pour finalement diminuer au
cours des mois suivants et se stabiliser (Fiebig et al., 2003; Little et al., 1999). Ceci est appelé le
« viral set point » et est un aspect déterminant dans la progression de la maladie (McPhee et al.,
2019; Mellors et al., 1996). Chez la majorité des PVVIH cette phase aigué résulte en une perte
importante des CD4 périphériques. Cette perte des CD4 périphériques est associée a la perte



massive des CD4 CCR5* du GALT da a la mort directe des cellules lors de I'expansion virale en

plus de la mort par apoptose des cellules non-infectées (Li et al., 2005; Mattapallil et al., 2005).

1.2.3 Réservoirs

Une des caractéristiques importantes de l'infection par le VIH-1 est sa capacité a établir des
réservoirs viraux persistants. Ces réservoirs forment I'obstacle principal quant a notre capacité a

éliminer complétement le virus. On entend par réservoirs deux choses :

= Les réservoirs cellulaires majoritairement formés de CD4 mémoires portant le
virus latent.

= Les tissus lymphoides, soit le GALT et les GL.

Bien que le GALT soit principalement associé a l'initiation de I'infection a cause de la perte de
CD4 CCR5* avant méme l'atteinte du pic de virémie (Lay et al., 2009), le VIH-1 y reste détectable
aprés plusieurs années méme sous traitements, faisant de cet organe un réservoir persistant du
virus (Chun et al., 2008; Gosselin et al., 2017; Mehandru et al., 2006). En plus du GALT, les GL
font aussi partie des réservoirs viraux. La présence du virus dans ces tissus est associée aux
cellules dendritiques folliculaires (fDC) capables d’intégrer le virus (Dave et al., 2018). De plus,
bien qu’il N’y ai pas de réplication virale de novo dans ces tissus lors de traitements, la réplication
de cellules infectées avant linitiation des traitements maintient un réservoir de VIH-1 (McManus
et al., 2019).

Les réservoirs viraux dits cellulaires ont été identifiés en 1995 dans des CD4 quiescents (resting)
(Chun et al., 1995). Bien que le nombre de ces cellules soit relativement faible (environ 10 millions
de cellules chez I'héte), leur état peu-activé rend I'élimination des virus latents difficile (Chun et
al., 1997; Finzi et al., 1997). Dans ce contexte, et malgré des années de médication supprimant
de maniére efficace la virémie plasmatique, un rebond du virus est attendu suivant l'arrét des
traitements (Davey et al., 1999). En plus de I'aspect de latence virale concernant ces réservoirs,
une réplication virale résiduelle demeure présente chez les individus sous traitements (Crowe et
al., 2003; Sharkey et al., 2000). Trois aspects sont principalement reconnus pour générer cette

réplication :

= Laprésence de réciprocité (cross talk) entre CD4 activés et quiescents (Chun et al., 2005).
= Le trafic cellulaire entre les tissus périphériques et lymphoides (comme le GALT) (Cicala
et al., 2019).



= La reconstitution de la population de CD4 a la suite des traitements ART (Chomont et al.,

2009).

1.24 Phase chronique et Inflammation

Sans traitement, la phase chronique de linfection par le VIH-1 est caractérisée par une
hyperactivation du systéme immunitaire et une perte constante de CD4 menant éventuellement
au SIDA (Catalfamo et al., 2012). Avec I'avancé des traitements et la prolongation de la durée de
vie des patients qui en résulte, un nouvel aspect de la pathogénése du virus est apparu, soit la
présence d’inflammation persistante et les comorbidités qui en découlent. Ces comorbidités
incluent le désordre neurocognitif associé au VIH-1 (HAND) causé par la présence de produits
viraux au niveau du cerveau menant a des changements histologiques (Eggers et al., 2017) ainsi
qu'une augmentation de dysfonctionnements endothéliaux, d’athérosclérose, d’hypertension
causée par l'inflammation persistante et I'hyperactivation immunitaire, augmentant les risques de
maladies cardiovasculaires (MCV) (Dubé et al., 2008). Les comorbidités causées par les

traitements seront explorées un peu plus loin.
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Figure 1.1. Résumé de la pathogénése du VIH-1.
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1.3 REPONSE IMMUNITAIRE

1.3.1 Réponse innée

La réponse immunitaire innée, qui constitue la premiére ligne de défense contre les pathogénes,
est initiée a la suite de la reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogénes
(PAMPs) par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRRs). Lors de la
réplication virale, plusieurs formes d’acides nucléés, agissant comme PAMPs, peuvent étre
identifiées par ces récepteurs (Mogensen, 2009). Lorsqu’'un PAMP est reconnu par un PRR, une
cascade de signalisation est entamée menant a l'induction d’'une réponse antivirale notamment
via la sécrétion d’interférons de type | (IFN-I) qui méne a I'expression de génes stimulés par
l'interféron (ISG) (Hoffmann et al., 2015). Cette réponse est non-seulement importante pour gérer
les premiéres étapes de I'infection, mais est aussi critique pour l'initiation de la réponse adaptative
(Cerny & St¥iz, 2019; Sonnenberg & Hepworth, 2019). Dans le contexte de l'infection par le VIH-
1, les facteurs de restriction APOBEC3, SAMHD1, TRIMS5, Tetherin et SERINC5 sont des ISG
induits pour contréler I'infection (Colomer-Lluch et al., 2018). Les PPRs impliqués dans cette
réponse sont multiples et reconnaissent le VIH-1 a différentes étapes de son cycle de réplication.
Les PPRs reconnaissant L’ARN viral inclus RIG-I, MDA5, TLR7 et TLR8 ainsi que DDX3X
(Beignon et al., 2005; Gringhuis et al., 2017; Lepelley et al., 2011; Solis et al., 2011). De plus, les
intermédiaires de transcription inverse produits peuvent aussi étre reconnus par des senseurs
cytoplasmiques d’ADN tel cGAS et IFI16 (Bode et al.,, 2016; Jakobsen et al., 2013). Il est
intéressant de noter que la capside du VIH-1 semble éviter la réponse innée en détournant

différents facteurs de I'héte (Rasaiyaah et al., 2013).

Etant donné la nature des relations hote-pathogéne, le VIH-1 a développé différentes stratégies
pour éviter ces systémes de reconnaissance incluant la modulation de facteurs de transcription,
la désactivation de certains régulateurs immunitaires, la protection de PAMPS ainsi qu’en
empéchant les fonctions antivirales de certains ISG. Les protéines accessoires sont les
principales médiatrices de ces stratégies d’évasions. Par exemple, Vpu recrute le complexe
ubiquitine ligase SCF menant a une diminution de CD4 ainsi que de certains ISG tels Tetherin,
CD99 et UBE2L6 (Damme et al., 2008; Jain et al., 2018; Neil et al., 2008; Willey et al., 1992). De
plus, Vpu est connue pour contrer les effets de NF-kB en réprimant I'expression de facteurs de
restriction a la production d'IFNs (Langer et al., 2019). Vif quant a elle recrute le complexe
ubiquitine ligase Cel5/Elongin ciblant APOBEC3 pour dégradation (Marin et al., 2003). De fagon
similaire, Vpr utilise le complexe cullin4A-DDB1-DCAF1 menant a la dégradation de TET2 et



HLTF favorisant ainsi linfection virale (Lv et al., 2018; Yan et al., 2019). Nef empéche
l'incorporation de SERINC3 et SERINCS dans la membrane du virion prévenant la diminution de
linfectivité virale qui en résulterait (Usami et al., 2015). Le VIH-1 est aussi connu pour utiliser les
dynéines cytoplasmiques via une interaction entre la capside virale et BICD2 pour effectuer des
déplacements vers le noyau (Dharan et al., 2017). Ceci permet au VIH-1 de rejoindre le noyau
rapidement pour éviter une reconnaissance dans le cytosol. Finalement, le VIH-1 peut recruter la
2'0-Mtase cellulaire procurant ainsi une 2’0O-methylation a différents sites de I'ARN viral

permettant d’imiter un ARN du soi (Ringeard et al., 2019).

1.3.2 Réponse adaptative

Les études qui éclaircissent le plus la réponse immunitaire adaptative face au VIH-1 se font
souvent dans le contexte d’études comparatives entre patients progresseurs et patients dit
« contréleurs élites », ces derniers étant capable de maintenir des faibles niveaux de virémie
pendant plusieurs années sans traitements. Ainsi, en comparant les réponses, il est possible
d'identifier quels aspects sont avantageux pour une réponse immunitaire adéquate. De fagon
générale, 24 heures aprés la re-rencontre des antigénes, les lymphocytes T CD8 (CD8) mémoires
s’activent, changent leur phénotype de surface et sécrétent des cytokines et chimiokines. Lors
des jours qui suivent, ces cellules vont subir une transformation blastique, une expansion ainsi
qu’une augmentation de la production de perforines. Ces CD8 cytolytiques vont cibler les cellules
infectées pour y induire leur apoptose (Migueles & Connors, 2015). Les éléments clé pour une
réponse efficace, démontrés par les études sur les patients dit « progresseurs lents », un groupe
qui inclus les « contrdleurs élites », mentionnés précédemment, ainsi que des individus que ne
progressent pas vers le SIDA malgré une virémie élevée, sont, d’'une part, leur manifestation d’un
plus grand nombre de fonctions, défini comme leur capacité a sécréter plusieurs cytokines en
méme temps (Betts et al., 2006) et, d’autre part, une plus grande capacité proliférative des CD8
spécifiques aux VIH-1 comparativement aux CD8 des PVVIH contréles (Horton et al., 2006). Ces
deux éléments sont souvent associés aux types de HLA, notamment les HLA-B*5701, HLA-
B*5703 et HLA-B*2705, qui corréle avec le groupe de « progresseurs lents » (Almeida et al.,
2007; Costello et al., 1999; Migueles et al., 2000).

En ce qui a trait a la réponse humorale, certains individus produisent des anticorps capables
d’agir contre plusieurs variantes du VIH-1 en ciblant des régions relativement plus conservées de
'enveloppe virale (Burton & Hangartner, 2016). Ceux-ci sont appelés anticorps neutralisants a

large spectre (broadly neutralizing antibodies ; bNAB). Un des facteurs associés avec cette



production de bNAB est la présence de fonctions effectrices Fc polyfonctionnelles tét lors de
l'infection (Richardson et al., 2018b).

De plus, dans le contexte de réponse antigenique, la souche infectante du VIH-1 joue un réle
important dans la production de bNAB (Kouyos et al., 2018). Un des aspects identifiés menant a
une production de bNAB est un haut niveau de glycosylation de la particule virale (Wagh et al.,
2018).

1.3.3 Role de I’activation immunitaire dans la pathogenése

Comme mentionné plus haut, la phase chronique de l'infection par le VIH-1 est caractérisée par
une activation généralisée de systéeme immunitaire qui persiste malgré les traitements ART. Cette
activation chronique cause une augmentation du renouvellement et de I'activation cellulaire
menant éventuellement a I'épuisement cellulaire. Les premiéres indications que I'activation
immunitaire pouvait jouer un réle important dans la pathogénése du VIH-1 ont été identifiées dans
le contexte de linfection au virus de l'immunodéficience simienne (VIS). En effet, malgré une
virémie élevée lors de l'infection au VIS chez le singe vert mangabey, ce qui en fait un modéle
d’infection comparable aux progresseurs lents virémiques, le systéme immunitaire demeure peu
activé, ce qui contraste avec l'activation immunitaire importante présente lors de linfection
pathogénique au VIS (Silvestri et al., 2003). Les différentes branches du systéme immunitaire
jouant un réle dans la pathogénése du VIH-1 peuvent étre regroupé dans quatre aspects

différents soit (Figure 1.2.) :

= |’activation cellulaire, qui comprend [lactivation des cellules T et des
monocytes/macrophages. Le niveau d’activation des cellules T est un prédicteur important
de la rapidité de la progression de la maladie chez les patients non-traités (Deeks et al.,
2004; Giorgi et al., 1999). Méme dans le contexte de traitements, les marqueurs
d’activation et d’épuisement demeurent un corrélat de la maladie (Tenorio et al., 2014).
Les monocytes et macrophages sont reconnus comme potentiels médiateurs de morbidité
et mortalité non associés au SIDA chez les patients traités. En effet, a la suite de I'infection
par le VIH-1, les monocytes changent d’un profil dit « classique (CD16-) » vers un profil
« non-classique (CD16+) »; un phénotype associé a I'inflammation, une virémie accrue et
a une perte des CD4 (Angelovich et al., 2015). Ces monocytes expriment les récepteurs
a chimiokines CCR2, CCR5 et CX3CR1 leurs conférant une capacité migratoire plus élevé
que les monocytes « classiques » contribuant potentiellement a I'établissement du

réservoir (Devévre et al., 2015; Vérollet et al., 2015; Williams et al., 2014). En plus, des



niveaux élevés de sCD14, interleukine (IL)-6 et IP-10, trois biomarqueurs de l'activation
monocytaires, sont prédicteurs de la morbidité et mortalité chez les patients sous ART
(Hattab et al., 2015; Liang et al., 2015).

L’activité de I'indoleamine 2,3-dioxygenase-1 (IDO) qui est associée a un taux plus élevé
de mortalité méme chez les patients sous ART (Byakwaga et al., 2015) en plus de
potentiellement contribuer a la dépression en diminuant le niveau de tryptophane, qui est
nécessaire a la synthése de sérotonine, au cerveau (Martinez et al., 2014).

La signalisation anormalement maintenue d’IFN-I est aussi cruciale a la pathogénése du
VIH-1. Les premiers exemples de son importance viennent d’expériences avec le VIS.
D’une part, les infections non-pathogéniques du VIS sont caractérisées par des cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC) ayant une faible production d’'IFN-I (Mandl et al.,
2008). D’autre part, l'utilisation de bloqueur de récepteur a l'interféron (IFNR) t6t lors de
l'infection au VIS accélére la progression vers le SIDA chez les singes Rhésus (Sandler
et al., 2014). Ces résultats soulignent 'importance du moment lors duquel les IFN-I sont
présents lors de I'infection. L'importance de la signalisation IFN-I sur I'infection par le VIH-
1 sera explorée de facon plus approfondie dans la section 3.

L’intégrité du GALT affecte aussi la pathogénése du VIH-1, notamment en permettant une
entrée de bactéries dans I'organisme. Ceci méne a une présence de produits bactériens
suivit d’'une activation des monocytes/macrophages qui contribuent a rlinflammation

généralisée présente chez les PVVIH (Paquin-Proulx et al., 2017).



Figure 1.2. Représentation des causes potentielles de I’activation immunitaire chronique chez les
PVVIH. Modifiée de (Rajasuriar et al., 2013)

1.4 TRAITEMENTS

1.4.1 Traitements actuels

A la suite de I'établissement du cycle réplicatif du VIH-1, un développement rapide de stratégies
pour contrer la propagation du virus a été fait. A ce jour six classes de médicaments sont utilisées
en combinaison, ciblant différentes étapes du cycle de réplication, pour contrdler l'infection et de

procurer une qualité de vie quasi normale pour les PVVIH.

» Les inhibiteurs de la transcriptase inverse nucléotidiques (NRTI) ont été la premiére classe
de drogues antirétrovirale développée et utilisée. A la suite de leur phosphorylation dans
la cellule, les NRTI agissent comme analogues de nucléotides ce qui inhibe I'activité de
la transcriptase inverse du VIH-1 en produisant une terminaison précoce du brin d’ADN

stoppant la conversion de 'ARN viral en ADN double brin (Moyle, 2005).



Les inhibiteurs de la transcriptase inverse non-nucléotidiques (NNRTI), contrairement au
NRTI, n'ont pas besoin de phosphorylation intracellulaire pour exercer leur effet. lls
agissent comme inhibiteurs non-compétitifs de la transcriptase inverse en affectant sa
conformation.

Les inhibiteurs de protéases (IP) agissent en se fixant a la protéase du VIH-1 bloquant
I'activité protéolytique de I'enzyme et empéchant ainsi la formation de virions matures et
fonctionnels (Eron, 2000).

Les inhibiteurs d’intégrase fonctionnent en bloquant l'intégration rétrovirale, une étape
essentielle du cycle viral. L’intégrase est une cible intéressante pour le traitement du VIH-
1 db a l'inexistence de son homologue chez I'humain (Jozwik et al., 2020).

L’inhibiteur de fusion (T20, Fuzeon) interfére avec la fusion membranaire en se fixant a la
glycoprotéine gp41 de I'enveloppe virale. Ceci empéche les changements
conformationnels requis pour la fusion des membranes cellulaires et virales (Eggink et al.,
2010).

L’antagoniste du CCRS5, Mariviroc, est quant a lui dépendant du tropisme du virus car |l
se fixe au récepteur CCR5 de la membrane cellulaire empéchant la liaison entre gp120 et
CCRS5. Cet antagoniste n’est donc pas efficace dans le contexte ou le virus a un tropisme
CXCR4 ou un tropisme mixte (Dean, 2012).

1.4.2 Conséquences des traitements a long terme

Deux éléments sont a considérer lorsqu’il est question des conséquences des traitements a long

terme, soit la toxicité des traitements eux-mémes et le fait que les PVVIH vivent de plus en plus

longtemps avec le VIH-1. La phase chronique de l'infection méne a une présence soutenue d’IFN-

I. Ces niveaux élevés d’'IFN-I sont associés a une diminution du dégagement de triglycérides (TG)

menant a une hypertriglycéridémie (Grunfeld et al., 1992). Quatre aspects négatifs ressortent

pour ce qui est des effets des traitements eux-mémes :

La dyslipidémie qui est définie comme une élévation anormale du cholestérol et/ou des
TG plasmatiques. L'effet des ART sur le métabolisme lipidique varie entre les classes de
drogues et entre les drogues elles-mémes. Par exemple, dans la classe des NRTI, les
changements lipidiques causés par le tenofovir disoproxil fumarate sont moindre que pour
la zidovudine, la stavudine, et I'abacavir (Gallant et al., 2004; Moyle et al., 2006; Pozniak
et al., 2006). Les NNTRI, efavirenz et nevirapine, quant a eux augmentent les niveaux de
HDL (van Leth et al., 2004).
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= Lesrisques de MCV causées par les ART sont en partie expliquées par les effets sur le
profil lipidique présentés ci-haut. Cependant, méme aprés un ajustement pour les niveaux
lipidiques, une large étude observationnelle a associé I'utilisation de certains NRTI et IP
avec des risques plus élevés d’infarctus (Worm et al., 2010). Dans certains cas, les
mécanismes responsables sont plus directement liés, comme par exemple 'augmentation
des niveaux de fibrinogénes associé a I'utilisation d’IP pouvant favoriser le développement
d’athérosclérose (Madden et al., 2008) ainsi que le risque augmenté d’infarctus attribué a
la réactivité des plaquettes lors de la prise du NRTI abacavir (Alvarez et al., 2017).

= Latoxicité mitochondriale causée par les ART est principalement associée aux NRTI, bien
que les NNRTI et IP soient aussi impliqués (Apostolova et al., 2011). En effet, plusieurs
études pointent vers les effets hors-cible des NRTI ciblant I'ADN polymérase
mitochondrial (Pol-y) pour expliquer leur toxicité mitochondriale (Feng et al., 2004; Sohl
etal., 2015; Vyas et al., 2014; Wutzler & Thust, 2001). L’inhibition de la Pol-y par les NRTI
se fait principalement via la terminaison de la chaine d’ADN mitochondrial a la suite de
son incorporation dans le brin (Brinkman et al., 1998).

= Des effets sur le métabolisme du glucose notamment la résistance a linsuline sont
associés aux dysfonctions mitochondriales (Kim et al., 2008). En plus des effets causés
par ces dysfonctions mitochondriales, certains IP sont associés a la résistance a l'insuline
de par leur inhibition de la différenciation des cellules adipeuses et linhibition du

transporteur du glucose Glut4 (Caron et al., 2001; Murata et al., 2000).

Heureusement, le développement de nouveaux composés dans les derniéres années vise a
améliorer les différents aspects négatifs des traitements en trouvant de nouveaux mécanismes
d’action, une meilleure efficacité antivirale, moins de toxicités et d’interactions entre les drogues,

ainsi qu’une diminution de la fréquence des dosages.

1.4.3 Traitements futurs

Malgré les progrés dans les traitements contre le VIH-1, une I'élimination compléte du virus
demeure inatteignable avec les protocoles actuels. Cette incapacité a générer un reméde contre
le VIH-1 est causée par les deux aspects des réservoirs mentionnés plus tét, soit la présence du
virus dans des tissus lymphatiques profonds et les cellules porteuses de virus latent. En effet, les
concentrations diminuées de ART dans les tissus lymphatiques sont associées avec une
augmentation de la transcription et mutation virale (Fletcher et al., 2014; Lee et al., 2020; Lorenzo-

Redondo et al., 2016). La latence virale, quant a elle, permet un rebond du virus si la pression
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médicamenteuse, qui présentement vise a empécher la réplication virale elle-méme sans toucher
aux réservoirs établis, est arrétée (Colby et al.,, 2018; Pasternak et al., 2020). De nouvelles
stratégies sont présentement développées pour palier a ces lacunes et permettre éventuellement
un contréle de la virémie sans traitement ou méme I'élimination compléte du VIH-1 chez les
PVVIH. Ces stratégies peuvent étre catégorisées en trois groupes selon leurs objectifs :

= La réduction/élimination des réservoirs latents.

* Le contrOle immunitaire du VIH-1.

= La suppression des cibles du VIH-1.

La premiére approche cherche a réduire les réservoirs du VIH-1 a un niveau qui diminuerait
grandement, ou voire éliminerait complétement, les chances d’'un rebond viral (Cromer et al.,
2017). Trois stratégies sont étudiées pour atteindre cet objectif soit (/) I'activation du virus latent
suivi de la lyse de la cellule infectée. Cette stratégie est communément appelée « shock and kill »
et utilise différents agents pour renverser la latence et permettre une élimination de la cellule par
le systéme immunitaire (Deeks, 2012; Remoli et al., 2012). (ii) L’élimination de sous-populations
cellulaires spécifiques. Cette stratégie se base sur le fait que certaines sous-populations, comme
les CD4 mémoires effecteurs, ont un taux plus élevé de cellules ayant un provirus intact capable
de se réactiver (Hiener et al., 2017). Ainsi, cette stratégie aurait 'avantage d’étre moins toxique
en ciblant certaines populations « super-réservoirs », ceci aux dépens « d’ignorer » d’autres
populations ayant relativement moins de virus latent. (i) Finalement, la troisieme stratégie qui
vise a réduire ou a éliminer les réservoirs latents utilise le silengage génique ciblé. En utilisant la
technologie CRISPR-Cas9, il serait possible de cliver les provirus et d’ainsi supprimer la latence.
Bien que plusieurs études aient bien établi la preuve de concept (Dash et al., 2019; Kaminski et
al., 2016; Wang et al., 2018), les vecteurs capables de livrer cette thérapie génique demeurent

'aspect limitant de cette stratégie.

La deuxiéme approche est de favoriser le contréle immunitaire du VIH-1. Inspirée de certaines
PVVIH capables de contrbler I'infection a la suite de I'arrét des traitements (Saez-Cirién et al.,
2013; Sneller et al., 2017), cette approche vise a établir une balance entre le systeme immunitaire
et le virus qui est favorable en contrélant rapidement la propagation virale (Saez-Cirion et al.,
2014). Un exemple de ce concept est démontré par I'équipe de Rajashekar et al. qui ont utilisé
des composé mimétiques de CD4 pour sensibiliser les cellules infectées a la cytotoxicité cellulaire

médiée par les anticorps chez un model murin (Rajashekar et al., 2021).
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Finalement, la derniére approche cherche a empécher la propagation virale en éliminant les cibles
potentielles du VIH-1. Un exemple concret de cette approche est le cas du patient de Berlin, chez
qui l'arrét des traitements de facon prolongé n’a pas mené a un rebond viral grace a une
transplantation de moelle osseuse d’'un donneur ayant la mutation CCR5A32/A32 (Yukl et al.,
2013). Apres le patient de Berlin, des efforts ont été consacrés a montrer le potentiel des
modifications génétiques ciblées contre CCR5 pour conférer une résistance comparable a
l'infection par le VIH-1, tout d’abord avec des nucléases a doigt de zinc (Perez et al., 2008), puis
avec la technologie CRISPR-Cas9 (Kang et al., 2016; Schwarze et al., 2021). En considérant que
la mutation CCR5A32 est seulement protectrice pour les souches du VIH-1 avec un tropisme
pour ce récepteur, une équipe a modifié de maniére simultanée le récepteur CCR5 et CXCR4
procurant ainsi une protection contre les souches des deux tropismes dans un model murin
(Didigu et al., 2014). Il demeure important de considérer que la mutation CCR5A32/A32 est
connue pour étre un facteur de risque pour certaines conditions immunitaires comme la sclérose

en plaque (Ghorban et al., 2013).
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2 LESLYMPHOCYTES T CD4

21 TYPES DE LYMPHOCYTES T CD4

Les CD4 sont centraux au systéme immunitaire en coordonnant et régulant les réponses innées
et adaptatives. La régulation des réponses immunitaires des CD4, qui est nécessaire pour une
réponse immunitaire efficace contre les pathogénes tout en évitant une réponse contre le soi, se
fait via la production de cytokines spécifiques menant a la différenciation de différents CD4
possédants des fonctions et caractéristiques distinctes (Kumar et al., 2018; Raphael et al., 2015).
Les CD4 naifs sont tout d’abord activés par des cellules présentatrices d’antigéne (APC) via leur
complexe majeur d’histocompatibilité 1l (CMH-1I) en combinaison avec des signaux de
costimulation. Ces CD4 activés se différentient en sous-types distincts ayant pour but de répondre
a certaines menaces pathogéniques spécifiques (Jenkins et al., 2001). Ces différents sous-types

de CD4 sont définis en plus grands détails ci-bas (Figure 2.1.).

211 Th1

Les lymphocytes T CD4 helper 1 (Th1) ont comme rdle principal I'élimination de pathogénes
intracellulaire (Del Prete, 1992). Les cytokines principales produites par les Th1 pour leurs
fonctions effectrices sont 'IFN-y, I'lL-2, et TNF-a (Foulds et al., 2006). L'expression d’IFN-y
permet I'induction d’'une batterie de génes reliés a la réponse antivirale, favorisant entre autres la
phagocytose macrophagique ainsi qu’un débalancement vers un phénotype Th1 pour les CD4,
et la transition de I'immunité innée vers une immunité adaptative (Schroder et al., 2004). En plus
de favoriser la prolifération des lymphocytes via la phosphorylation de STATS5, I'lL-2 initie I'état
cytolytique des lymphocytes T CD8 (CD8) ainsi que leur différenciation en CD8 mémoires (Kim
et al., 2006; Williams et al., 2006). STAT1 et STAT4 sont les régulateurs nécessaires pour la
différentiation Th1 stimulés respectivement par I'lFN-y et IL-12 menant a 'activation de T-bet, un

facteur de transcription régulant le programme de différentiation Th1 (Zhang et al., 2014).

21.2 Th2

Les lymphocytes T CD4 helper 2 (Th2) sont quant a eux caractérisés par leur réponse aux
parasites extracellulaires et sont connus pour étre centraux aux réponses allergiques (Del Prete,
1992; Sokol et al., 2009). Les cytokines clé pour les fonctions Th2 sont IL-4, IL-5 et IL-13, la
premiére étant impliquée dans la production d’IgE des lymphocytes B menant aux réponses

allergiques (Steinke & Borish, 2001). IL-5 active les éosinophiles et inhibe leur apoptose, alors



que I'lL-13 a pour réle de contréler les parasites gastrointestinaux (Takatsu & Nakajima, 2008;
Wynn, 2003). La différenciation des Th2 est médiée par I'lL-2 et IL-4 qui active respectivement
STATS5 et STAT6 (Paul & Zhu, 2010; Zhu et al., 2001).

213 Th17

Les lymphocytes T CD4 helper 17 (Th17) contrélent les réponses immunitaires contre les
parasites extra-cellulaires comme des bactéries et champignons et sont important dans
l'apparition de maladies auto-immunes telle I'arthrite rhumatoide (Annunziato et al., 2007).
Comme le nom l'indique, I'lL-17 est la cytokine effectrice pour les Th17 et cause une réaction de

chaines pro-inflammatoire pouvant étre délétére dans certaines infections (Paiva et al., 2021).

21.4 Th22

Les lymphocytes T CD4 helper 22 (Th22) sont une population de CD4 identifiée relativement
récemment associée avec la protection de la peau et des muqueuses. IL-22, qui est produite
principalement par les Th22, induit la production de peptides antimicrobiens et favorise la
prolifération cellulaire procurant une protection aux muqueuses contre des pathogénes
bactériens (Aujla et al.,, 2008). Une surproduction d’IL-22 par les Th22 est associée a la
génération de maladies auto-immunes, ainsi que d’autres maladies inflammatoires comme des

hépatites et des troubles fonctionnels intestinaux (Tian et al., 2013).

21.5 Treg

En plus de jouer un réle critique pour éviter les maladies auto-immunes en affectant la tolérance
du soi (Sakaguchi et al., 2010), les lymphocytes régulateurs T (Treg) sont aussi capables d’'inhiber
la différenciation et la prolifération des lymphocytes T et des APC (Maeda et al., 2014). Les Treg
peuvent soit provenir naturellement du thymus ou se différencier de CD4 naifs en périphérie
(Chen et al., 2003). Les cytokines principales produites par les Treg sont I'lL-10, IL-35 et le TGF-
B. Ces trois cytokines ont un fort potentiel d’inhibition des réponses inflammatoires permettant
ainsi de diminuer les risques de maladies auto-immunes et les réactions allergiques entre autres
(Collison et al., 2007; Couper et al., 2008; Travis & Sheppard, 2014).

2.1.6 Tfh

Leur capacité d’interagir avec les lymphocytes B fait des lymphocytes T folliculaires (Tfh) des

joueurs importants dans l'immunité humorale. En effet, ils ont un rdle a jouer dans le
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développement des plasmocytes. Les Tfh peuvent sécréter de I'IFN-y, de I'lL-4 et de I'lL-10 qui
favorise la sécrétion d’lgG2a, d’'lgG1 et d'IgGA respectivement par les lymphocytes B (Fazilleau
et al., 2009).

ARR )29

Figure 2.1. Sous-types des lymphocytes T CD4.

Schéma résumant les cytokines requises pour la différentiation, les régulateurs ainsi que les cytokines clé de fonctions
associés aux différents sous-types de CD4. Modifiée de (Carbo et al., 2014)

21.7 Lymphocytes mémoires et sous-populations

A la suite de I'élimination du pathogéne, la majorité des CD4 effecteurs transitionnent vers de
'apoptose, mais la partie restante sert a former la population mémoires (Sprent & Surh, 2002).
Les CD4 mémoires possédent quatre caractéristiques leur permettant de répondre rapidement et

efficacement a des pathogénes déja rencontrés :

= Premiérement, ils sont capables de circuler jusqu’aux tissus périphériques, comme la
peau, les poumons et le systéme digestif, contrairement a la population naive qui ne
circule gu’entre les tissus lymphatiques et le sang permettant une réponse rapide dans
ces endroits (Woodland & Kohlimeier, 2009).
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= Deuxiémement, la fréquence supérieure de CD4 mémoires pour un antigene particulier
par rapport a la population naive augmente les chances d’'une rencontre entre ces CD4
mémoires et leur antigéne apparenté lors d’une réinfection. Ceci permet de générer une
réponse effectrice plus rapidement (Farber et al., 2014).

= Troisitmement, les CD4 mémoires possedent un seuil d’activation et de costimulation plus
faible que ce qui est nécessaire lors de la réponse primaire (MaclLeod et al., 2010;
Mishima et al., 2014).

= Finalement, bien que cette caractéristique ne soit pas nécessairement applicable a toutes
les cellules ayant un profil « mémoire » (Robertson et al., 2006), les CD4 mémoires sont

reconnus pour leur longue durée de vie (McKinstry et al., 2010; Swain, 2000).

Les CD4 mémoires sont généralement subdivisés en trois sous-populations, soit les centrales
mémoires (Tcwm), les effecteurs mémoires (Tem) et les mémoires résidant dans les tissus (Trwm).
Les Tcm expriment des marqueurs associés a la migration vers les ganglions lymphatiques et
organes lymphatiques des muqueuses tel CCR7 et CD62L (Cyster, 2005). C’est via cette
circulation au travers de ces organes que les Tcu subissent leur réponse secondaire (Reinhardt
et al., 2001; Sallusto et al., 2004). Les Tem expriment des marqueurs de migrations associés aux
sites d’inflammations. Les Trm qu’en a eux restent de fagcon permanentent dans certains tissus
périphériques tels les poumons, la peau ou le foie. Ces positions augmentent les probabilités que

les Trm rencontrent un pathogénes lors d’'une réinfection (Schenkel & Masopust, 2014).

2.2 ROLES LORS D’INFECTIONS VIRALES

2.21 Virus de I'influenza A (VIA)

Bien que les anticorps neutralisants soient considérés comme la voie immunitaire principale pour
gérer linfection par le VIA, les CD4, surtout les Th1, jouent un réle important lors de cette
infection. En effet, une production trop importante des cytokines effectrices Th2 (IL-4, IL-5 et IL-
13) est associée avec une pathologie plus importante du VIA (Betakova et al., 2017). En plus,
une réponse Th2 empire les dommages causés par I'infection au VIA sur les tissus des poumons
et retarde I'élimination du virus. Une version mortelle de l'infection par le VIA cause une réponse
Th1/Th2 débalancée vers le Th2 (Graham et al., 1994; Turianova et al., 2019). De fagon similaire,
les niveaux I'lL-6 et IL-8, deux cytokines associées a la réponse Th17, ont été associés avec la

sévérité de la maladie lors de l'infection par le VIA H1N1 (Bermejo-Martin et al., 2009). Les Treg
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quant a eux, diminuent le nombre de Th17 et de neutrophiles, diminuant ainsi l'inflammation

pulmonaire et les dommages tissulaires associés (Egarnes & Gosselin, 2018; Moser et al., 2014).

222 Virus respiratoire syncytial (VRS)

L’élimination du VRS est principalement médiée par la réponse des lymphocytes T, car les
anticorps neutralisant produits par les cellules B ne sont pas efficaces ciblant des épitopes
« leurre » (Bukreyev et al., 2008; Gonzalez et al., 2012). Ainsi, les Treg sont particuliérement
importants lors de linfection au VRS, car ils sont responsables du recrutement des CDS8
cytotoxiques aux poumons ce qui est nécessaire a I'élimination du virus (Fulton et al., 2010;
Ruckwardt et al., 2009). Dans ce contexte, la déplétion des Treg méne a une présence importante
de CD8 produisant du TNF-a et de I'lFN-y augmentant la sévérité de la maladie indiquant leur
réle important anti-inflammatoire (Durant et al., 2013; Fulton et al., 2010). De plus, si la réponse
Treg est inadéquate, la réponse Th17, ainsi que la réponse Th2 concomitante, ménera a une
infiltration élevée de neutrophiles aux poumons, une production excessive de mucus, et une

diminution de I'élimination du virus (Bystrom et al., 2013; Mukherjee et al., 2011).

223 SRAS-CoV-2

Quoi que le nombre absolu de CD4 chez les patients avec la COVID-19 soit réduit, ils présentent
un phénotype d’hyperactivation (Xu et al., 2020). Bien que la réponse Th1 contre SRAS-CoV-2
est existante et probablement protectrice, I'infection se développe due a des mécanismes viraux
permettant d’y échapper (Blanco-Melo et al., 2020; Braun et al., 2020). L'importance des Treg
dans [linfection par SRAS-CoV-2 est soulignée par plusieurs études démontrant une
augmentation de ces cellules dans le sang périphérique de patients atteint d’'une forme légere de
la COVID-19 (Chen et al., 2020; Wang et al., 2020). De plus, le recrutement des Treg aux
poumons semble favoriser une forme Iégére de la maladie indiquant d’autant plus I'importance
de ces cellules pour la réponse antivirale (Taefehshokr et al., 2020). Ceci étant dit, une présence
maintenue de Treg lors des stages tardifs de l'infection a aussi été corrélée avec des cas plus
sévéres de la maladie, probablement di a une inhibition de la réponse antivirale médiée par les

lymphocytes T (Galvan-Pefa et al., 2021).

224 Virus de I’hépatite B (VHB)

D’une part, L’IL-17 produit par les Th17 lors de l'infection par le VHB méne a des dommages au

tissu du foie, en plus de potentiellement exacerber la fibrose hépatique en favorisant la génération
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de myofibroblaste (Ge et al., 2010; Meng et al., 2012; Zhang et al., 2010). D’autre part, empécher
la prolifération des Th17, via une interférence avec le facteur de transcription de cellules B
activées, réduit la sécrétion d’IL-17 et IL-22 diminuant ainsi les Iésions hépatiques (Chen et al.,
2019). Chez les personnes vivant avec le VBH, L'IL-22 exacerbe l'inflammation chronique et la

fibrose hépatique via le recrutement de Th17 (Zhao et al., 2014).

2.2.5 Virus de I’hépatite C (VHC)

De fagon comparable a l'infection par le VHB, lors de I'infection chronique par le VHC, la présence
importante d’'IL-17 dG au nombre élevé de Th17 intrahépatiques peut mener a un recrutement de
cellules pro-inflammatoires menant a des dommages au niveau du foie (Abou El-Khier et al.,
2018; Meng et al., 2012). La fréquence élevée de Treg lors de cette infection joue un double rble
en diminuant les dommages hépatiques, mais en retardant aussi I'élimination du virus menant

potentiellement a une inflammation du foie chronique (Wan et al., 2020).

2.2.6 VIH-1

Lors de rlinfection par le VIH-1, les Th1, Th17 et Th22 sont critiques pour l'intégrité des
muqueuses lors de la réponse immunitaire primaire (Veazey, 2019). Comme mentionné
précédemment, linfection résulte en une dérégulation des CD4 les activant de maniére
importante, mais sans pour autant étre capable de gérer l'infection et méme favorisant la
réplication virale. La phase chronique de I'infection est caractérisée par une production de Th1 et
Th2 alors que le nombre de Th17 est diminué (Gorenec et al., 2016; Shirazi & Pitha, 1992). La
diminution du nombre de Th17 est expliquée en partie par leur inhibition via I'activité des Treg
(Favre et al., 2010). Concernant les Treg, leur activité est associée a une inhibition des réponses
VIH-spécifique contribuant ainsi a la pathogénése (Kinter et al., 2007). La déplétion des Th22 et
la diminution d’IL-22 qui en résulte sont d’importants facteurs dans les dérégulations de l'intégrité
du GALT (Kim et al., 2012).

23 CD4ETVIH

De facon générale, l'infection par le VIH-1 pourrait étre résumée comme résultant en un échec
immunitaire. En effet, la réponse CD8 VIH-spécifique force une diversification génétique des
épitopes du VIH reconnus par les CD8 t6t a la suite de l'infection, contribuant ainsi a la persistance
virale (Goonetilleke et al., 2009; Salazar-Gonzalez et al., 2009). De fagon similaire, malgré la

production d’anticorps neutralisants 12 semaines aprés linfection, une production de virus
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résistant a la neutralisation remplace rapidement ceux qui y sont sensible (Richman et al., 2003;
Wei et al., 2003). En plus de ces échecs, la perte des CD4 est le « hallmark » de I'infection par
le VIH-1. Cette perte ainsi que les dysfonctionnements des CD4 seront explorés dans la section

suivante.

2.3.1  Epuisement

L’épuisement de CD4 est défini par une déficience en production de cytokines et une diminution
de leur prolifération et est un phénotype fréquent des infections virales chroniques (Day et al.,
2006). Cet épuisement empéche le systéme immunitaire de fonctionner normalement freinant
ainsi la capacité a contréler la réplication virale et permettant une progression de la maladie. Dans
le contexte du VIH-1, I'épuisement des CD4 est principalement associé aux marqueurs antigéne
4 du lymphocyte T cytotoxique 4 (CTLA-4) et programmed cell death 1 (PD-1), le premier étant le
régulateur ayant le plus d’'impact pour ces lymphocytes. Bien que ces molécules de surfaces
servent comme importants régulateurs de la réponse immunitaire, leur expression persistante
lors d’infections chroniques méne a un dysfonctionnement et épuisement des CD4 rendant leur

réponse ineffective (Morou et al., 2014) (Figure 2.2.).

CTLA-4 est une molécule inhibitrice se retrouvant a la surface de CD4 VIH-spécifiques lors de la
phase aigué et chronique et sa présence corréle avec la progression de la maladie lors de
l'infection par le VIH-1 (Kaufmann et al., 2007). Son expression est régulée par la phosphorylation
de sa queue cytoplasmique médiée par les kinases Lck et Fyn qui stabilisent CTLA-4 a la surface
de la cellules (Shiratori et al., 1997). CTLA-4 interagie avec CD80 et CD86, les ligands des
récepteurs de costimulation CD28 (Greenwald et al., 2002). L’activité¢ de CTLA-4 entrave la
signalisation en aval des récepteurs de cellules T (TCR) en interférant avec ERK, JNK et AKT
(Calvo et al., 1997; Schneider et al., 2006). De plus, la liaison de CTLA-4 avec la chaine ¢ du
TCR prévient sa phosphorylation empéchant la transmission du signal (Lee et al., 1998). CTLA-
4 fonctionne aussi en augmentant la mobilité cellulaire réduisant ainsi le temps de contact entre
le CD4 et les APC menant a une diminution de la production de cytokines et de la prolifération
cellulaire (Schneider et al., 2006). L'importance de CTLA-4 dans I'épuisement des CD4 lors de la
phase chronique de l'infection par le VIH-1 est soulignée par la capacité a augmenter la

production d’IFN-y et d’IL-2 suivant son blocage (Kaufmann et al., 2007).

PD-1 interagie avec SHP1 et SHP2, deux molécules de signalisation régulant la croissance

cellulaire, via deux sites de phosphorylation de sa queue intracellulaire, soit un motif inhibiteur de
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récepteur immunitaire a base tyrosine et un motif « switch » de récepteur immunitaire a base
tyrosine (Chemnitz et al., 2004). Les cellules montrent un profil réduit de production de cytokines
et de prolifération suivant la ligation de PD-1 avec le programmed death ligand-1 et 2 (PDL-1 et
PDL-2) (Freeman et al., 2000). L’activité de PD-1 se fait via 'inhibition en aval du signal TCR en
s’associant avec la chaine ¢ du TCR et en empéchant la phosphorylation de ZAP70 (Sheppard
et al., 2004). De plus, en empéchant l'activation de la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) par le
CD28, PD-1 inhibe le métabolisme du glucose et I'activité d’AKT induits par le CD3/CD28 (Liu et
al., 2020).

En plus des facteurs de signalisations intrinséques aux CD4 qui contribuent a leur épuisement,
certains facteurs environnementaux y ont aussi un réle lors de I'infection par le VIH-1. Les défauts
dans la régulation de la production de cytokines par les monocytes et DC contribuent aussi aux
déficiences immunologiques de PVVIH (Kedzierska et al., 2003). L’augmentation d’'IL-10 lors de
l'infection par le VIH-1 est associée avec une diminution de la réponse CD4 (Clerici et al., 1994;
Kumar et al., 1998). Finalement, un facteur important des dysfonctionnements des CD4 provient
d’'IDO qui régule la prolifération cellulaire via son catabolisme du tryptophane. L'expression d’'IDO
par les pDC lors de l'infection par le VIH-1 est associée a une déficience des fonctions des CD4
(Boasso et al., 2007).
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Figure 2.2. Epuisement cellulaire.

Les dérégulations des cellules T sont controlées par les cytokines et les récepteurs de régulations négatifs. L'exposition
continue a des antigénes méne a une hyper activation immunitaire. L’activation des CTLA-4 et PD-1 méne a une fatigue
cellulaire (El-Far et al., 2008).
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2.3.2 Perte cellulaire

Une des premiéres hypothéses mise de I'avant pour expliquer la perte des CD4 lors de l'infection
par le VIH-1 est celle de « I'attaque directe ». En effet, I'aspect cytopathique de la réplication
virale explique en partie la perte des CD4 infectés. Par exemple, la réplication virale méne a une
accumulation d’ADN viral non-intégrés causant de la toxicité et une perte cellulaire (Shaw et al.,
1984). Aussi, la viabilité cellulaire des CD4 infectés est compromise di a l'intégrité membranaire.
En effet, le bourgeonnement continu des virions en plus de la protéine virale Vpu augmente la
perméabilité de la membrane (Fauci, 1988; Gonzalez & Carrasco, 2001). De plus, la protéase
virale peut cliver Bcl-2 et activer la procaspase 8 rendant les CD4 plus susceptibles a 'apoptose
intrinséque et extrinséque (Korant et al., 1998; Nie et al., 2002). Cependant, la perte de CD4 et
CD8 non-infectés indique que d’autres mécanismes sont responsables de la perte importante de

ces cellules dans leur ensembile.

Un autre modéle expliquant la perte des CD4 est celui de I'hyper activation immunitaire. Ce
modele se base sur le fait que plusieurs études ont montré que les niveaux d’activation
immunitaire chez les PVVIH étaient de meilleurs prédicteurs de la progression de la maladie que
les niveaux de réplication virale (Deeks et al., 2004; Rodriguez et al., 2006). Bien que cette
activation augmente le nombre de CD4 a court terme, ces cellules ont une courte durée de vie et
sont donc ainsi perdues rapidement a la suite de 'activation (Yates et al., 2007). L’hyper activation
du systéme immunitaire est causé par la production importante de cytokines pro-inflammatoires
et aussi par les des protéines virales telles Nef, Tat, Vpr et Vpu (Swingler et al., 1999; Unutmaz
et al., 1994). Cette libération de cytokines et chimiokines, incluant I'lL-1a/(3, I'lL-6, I'lL-8, MIP-1
a/B et les IFN-I, présente lors de la phase aigué et chronique contribue a 'activation et a la perte
des CD4 (Appay & Sauce, 2008; Valdez & Lederman, 1997). Cette inflammation constante est
délétére pour les fonctions des CD4 VIH-spécifiques entre autres en empéchant I'établissement
de CD4 mémoires produisant de I'lL-2 (Younes et al., 2003). Un autre mécanisme relié a
I'activation immunitaire potentiellement responsable de la perte des CD4 est celui des réponses
aux dommages a 'ADN (DDR) télomérique. En effet, des études récentes in vitro montrent que
les DDR contribuent a 'apoptose des CD4 via la dérégulation de la voie PISK/AKT (Khanal et al.,
2020; Zhao et al., 2019). Finalement, un autre aspect de I'activation immunitaire impactant la
survie des CD4 est l'activité d’'IDO. Bien que son activité soit principalement associée avec
lintégrité du GALT, une augmentation de kynurenines plasmatique est associée a une diminution
dans la capacité des CD4 mémoires a répondre a I'lL-2 via la production d’espéces réactives de

l'oxygéne (Dagenais-Lussier et al., 2016).
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Le dernier modéle expliquant la perte des CD4 lors de l'infection par le VIH-1 est celui des
différents procédeés de mort programmé. L’apoptose médiée par la caspase-3 est un facteur
contribuant a la perte des CD4 permissibles a l'infection par le VIH-1. Cependant pour les CD4
non-infectés, la pyroptose, médiée par la caspase-1, est responsable de leur mort cellulaire
(Sandler & Douek, 2012). La pyroptose est une forme de mort cellulaire programmée
inflammatoire lors de laquelle les cellules affectées libérent des cytokines inflammatoires menant
a de la pyroptose chez les cellules avoisinantes produisant ainsi une boucle rétroactive positive
de mort cellulaire (Doitsh et al., 2014). En fait, la pyroptose en soit est beaucoup plus impliquée
dans la perte des CD4 que I'apoptose causant 95% de la mort de CD4 selon une étude effectuée

sur des souris humanisées. (Terahara et al., 2021).

Dans le contexte de perte des CD4, il est intéressant de considérer que toutes les sous-
populations ne sont pas toutes affectées de la méme maniére. En effet, la stimulation des TLR
causée par la translocation de produits du microbiome au niveau des muqueuses intestinales
meéne a une activation importante et une déplétion des Th17 et Th22. Cette perte de ces sous-
population contribue a la diminution de l'intégrité du GALT favorisant ainsi I'activation immunitaire
(Bunjun et al., 2021; DaFonseca et al., 2015; van Wijk & Cheroutre, 2010). En plus de cette perte
de Th17, la différentiation des CD4 en réponse a cette perte favorise la génération de Treg (Favre
et al., 2010; Jenabian et al., 2015).
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3 LA REPONSE INTERFERON DE TYPE |

3.1 TYPES D’IFN-I ET SIGNALISATION

En plus des IFN-a et 3, le premier étant encodé par plus d’'une douzaine de génes, il existe aussi
les IFN-9Q, €, K, T et w (Pestka et al., 2004). IFN-a et 8 sont les mieux caractérisés alors que les
autres, da a leur expression limitée et fonctions chevauchant celles de IFN-a et 8 le sont moins
(Capobianchi et al., 2015). Tous ces IFN se lient a un récepteur hétérodimérique pour former des
chaines IFNAR1 et IFNAR2. A la suite de cette liaison, le recrutement de JAK1 et TYK2 permet
la phosphorylation de STAT1 et STAT2 qui se lient a IRF9 formant ainsi le complexe ISGF3. La
translocation d'ISGF3 au noyau permet la transcription des ISG (Pestka et al., 2004; Taniguchi &
Takaoka, 2001) (Figure 3.1.).

TypelIFN

IFNAR1

@‘

Figure 3.1. La cascade de signalisation IFN-I

Les IFN-I agissent a travers I'hétérodimeére de IFNAR1 et IFNAR 2. La liaison entre les IFN-I et le complexe IFNAR1/2
déclenche la phosphorylation de JAK1 menant au recrutement et a la phosphorylation de STAT1 et STAT2. STAT1 et
STAT2 s’associent et recrutent IRF9 formant ainsi ISGF3. Modifiée de (Schneider et al., 2014)



3.2 EXPRESSION

Les producteurs principaux d’IFN-I sont les pDC (Kadowaki et al., 2000). Les voies de
signalisations permettant la production d’IFN-I sont multiples et incluent la signalisation par les
TLR endosomals via MyD88 et IRF7, qui méne aussi a I'activation de NF-kB et I'induction d’autre
cytokines de costimulation (Honda et al., 2005), la signalisation par les TLR non-endosomals
comme TLR2 (Dasgupta et al., 2014), la voie cGAS/STING en réponse aux infections par des
virus a ADN ainsi que la voie RIG-I pour les virus a ARN (Bruni et al., 2015; Li et al., 2013). Il est
intéressant de considérer que la voies de signalisation IFN-I par les TLR endosomals est
spécifique aux pDC (Cervantes-Barragan et al., 2012). Ceci est souligné par CpG, un ligand de
TLR9, pour lequel I'administration in vivo cause une rapide réponse IFN-I médié exclusivement
par les pDC (Blasius et al., 2004). L’'importance des pDC pour la production d’IFN-I ne peut
cependant pas étre complétement expliqué par les voies TLR7/9, car celles-ci sont aussi
présentes chez d’autres cellules myéloides ainsi que chez les cellules B (Chiang et al., 2012). Un
aspect pouvant expliquer le réle que les pDC jouent dans la signalisation IFN-I est le niveau
d’expression d'IRF7 qui est normalement absent pour la plupart des types cellulaires étant
seulement induit suivant une signalisation initiale d’IFN-I permettant de débuter une boucle
rétroactive positive (Dai et al., 2004). Dans le cas des pDC, IRF7 est exprimé de fagon élevée
permettant une réponse IFN-I indépendante de cette boucle rétroactive et d'IFNAR lors de
certaines infections (Barchet et al., 2002). Ceci peut expliquer pourquoi les pDC de souris
déficientes en IFNAR peuvent répondre normalement a une infection MCMV. Les IFNAR
demeurent cependant nécessaire pour une réponse IFN-I compléte dans le contexte de liaison in
vivo des TLR (Tomasello et al., 2018). Un autre facteur important dans la production d’IFN-I par
les pDC est le regroupement cellulaire. En effet, a la suite de leur activation par des ligands aux
TLR, les pDC forment des grappes (Asselin-Paturel et al., 2005) et la densité cellulaire a été
associée a une réponse IFN-| forte (Kim et al., 2014; Wimmers et al., 2018). En plus de la
proximité entre les pDC, certaines études montrent aussi 'importance des interactions directes
cellules-cellules. Ces études montrent la contribution de I'intégrine LFA-1 pour une réponse IFN-
| adéquate lors de 'activation des TLR, de I'infection par le VIA et le MCMV (Saitoh et al., 2017;
Tomasello et al., 2018).

3.3 FONCTIONS

Des études transcriptomiques sur différents types cellulaires provenant de plusieurs mammiferes

ont identifié environ 450 génes induits par les IFN-I (Schoggins et al., 2011). Bien que chez les
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humains il semblerait que 10% du génome soit sujet aux régulations par les IFN-I, les
comparaisons transcriptomiques inter-animales ont identifié un groupe essentiel de 62 génes
communs critiques pour les réponses IFN (Shaw et al., 2017). Les PRR ainsi que des protéines
de transduction du signal comme JAK, STAT1/2 et IRF9 sont présents de maniére constitutive,
mais sont aussi des ISG exprimés pour renforcer la réponse IFN-I (Schneider et al., 2014). En
plus de ces ISG de sensibilisation, certains ISG ciblent différentes étapes du cycle viral, soit
'entrée et le trafic intracellulaire, I'expression génique et réplication génomique ainsi que

'assemblage et la sortie (Figure 3.2.).

3.3.1 Entrée virale et trafic intracellulaire

L’attachement du virion a la cellule cible est une étape nécessaire aux infections virales. HSPE
est 'exemple typique d’'ISG ciblant cette étape. Plusieurs études ont démontré que I'expression
de HPSE, une héparanase, inhibe plusieurs virus tels les flavivirus et norovirus via son clivage
des protéoglycanes a sulfate d'héparane (Dang et al., 2018; Schoggins et al., 2014). De plus, le
ligand de glycoprotéine PSGL-1, lorsqu’il est incorporé a de nouveaux virions, a récemment été
identifié comme inhibiteur d’infectivité pour plusieurs virus en inhibant I'attachement (Fu et al.,
2020). L’entrée en tant que telle est ciblée par différents ISG utilisant différents mécanismes pour
inhiber cette étape. Par exemple, les protéines IFITM sont capables de rediriger les particules
virales vers des lysosomes pour les dégrader (Bailey et al., 2014; Spence et al., 2019), CH25H,
un enzyme convertissant le cholestérol en 25-HC, perturbant les membranes et réprimant I'entrée
des virions (Blanc et al., 2013; Liu et al., 2013), ainsi que le coactivateur de récepteur nucléaire,
NCOAY7, qui favorise l'acidification vésiculaire et la dégradation du cargo (Doyle et al., 2018).
SERINCS5 est un facteur de restriction capable de s’incorporer dans la particule virale lors du
bourgeonnement inhibant ensuite la fusion du virion avec la membrane cellulaire de la cellule
cible (Usami et al., 2015). Finalement, les protéines MX1 et MX2 sont capables d’inhiber le

transport des virus vers le noyau en bloquant le complexe du pore nucléaire (Haller et al., 2015).

3.3.2 Expression génique et réplication génomique

Les réplicases virales a ARN sont une cible de choix pour les ISG da a leur haut taux de
conservation chez différents virus. MX1 est un exemple d’'ISG capable de cibler I'élongation
transcriptionnelle (Haller et al., 2015). Un autre ISG identifié€ comme étant capable d’inhiber la
transcription virale est RBBP6 en se liant avec la protéine de I'Ebola, VP30, empéchant celle-ci

d’interagir avec la protéine virale NP (Batra et al., 2018).

27



Un autre aspect de I'expression génique qui est souvent utilisé par les ISG pour inhiber le cycle
de réplication viral est la traduction protéique. De ces ISG, trois ont été relativement bien
caractérisés, soit PKR, la famille IFIT et ZAP. Le premier est une kinase dépendante de 'ARN
double brins phosphorylant eiF2A modulant ainsi la traduction (Pindel & Sadler, 2011). La famille
des IFIT cible les structures coiffe ne possédant pas de 2’-O-méthylation empéchant l'initiation
de leur traduction en se liant a eiF3C et eiF3E (Vladimer et al., 2014). Les ZAP quant a elles
possédent plusieurs activités antivirales dont la capacité d’interagir avec les exosomes et d’ainsi
dégrader 'ARN messager (Guo et al., 2007). En plus de ces trois ISG, plusieurs autres facteurs
de restriction ciblant la traduction protéique ont été identifiés, comme les PARP capables
d’affecter la traduction avec leur activité catalytique et d’autoribolysation (Atasheva et al., 2014).
Certains ISG, comme schlafen 11, sont capable de réprimer certains codons d’ARN de transferts
rares utilisés par des virus tel le VIH-1 (Li et al., 2012). Un dernier exemple d'ISG ciblant la
traduction protéique est Shiftless, qui inhibe le décalage de cadre ribosomal affectant le ratio
Gag : Gag-Pol optimal pour le VIH-1 (Wang et al., 2019b).

Finalement, la réplication génomique est une des voies de la réplication virale ciblée par les ISG.
L’enzyme Viperin est un exemple d'un tel ISG, qui catalyse la formation de ddhCTP qui
s’incorporent dans I'’ARN viral nouvellement synthétisé agissant comme terminateur de chaine
pour la polymérase a ARN des flavivirus (Gizzi et al., 2018). Dans le cas des rétrovirus comme le
VIH-1, I'utilisation d’une transcriptase inverse pour la génération de 'ADN a partir du génome a
base d’ARN peut étre cibler par les ISG. APOBEC3G est I'exemple le plus connu de cette
stratégie, cette protéine cause des mutations dans le génome simple brin des rétrovirus menant
a des défauts dans la réplication virale (Malim & Bieniasz, 2012; Zhang et al., 2003). SAMHD1
est un autre facteur de restriction impliqué dans l'infection par le VIH-1 en épuisant la réserve de
dNTP disponible pour la synthése d’ADNCc viral inhibant ainsi la réplication virale (Lahouassa et
al.,, 2012). Une stratégie utilisée par les ISG est de dégrader directement le génome viral. Par
exemple, les protéines OAS catalysent la formation de 2',5'-oligoadénylate activant la RNase L
cellulaire menant a la dégradation du génome viral (Chakrabarti et al., 2011). Une autre fagon
d’inhiber la réplication virale est via la déstabilisation d’organelles de réplication comme c'est le
cas avec IFI16 empéchant la formation de ces sites au réticulum endoplasmique inhibant la
réplication des flavivirus (Richardson et al., 2018a). Pour finir, un autre mécanisme ciblant la
réplication génomique est la répression de I'autophagie. En effet, plusieurs virus sont connus
pour coopter la machinerie autophagique pour promouvoir leur propre réplication (Paul & Munz,

2016). Ainsi, il est possible de cibler I'autophagie, comme TDRD7 le fait en inhibant la
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phosphorylation d’AMPK lors de l'infection par le virus Sendai, pour réprimer la réplication virale
(Subramanian et al., 2018).

3.3.3 Sortie du virion

Les derniéres étapes pouvant servir de cible pour les ISG afin d’entraver la réplication virale sont
'assemblage et la sortie du virus en tant que telle. Le peu d’ISG identifiés pour cibler ces étapes
sont impliqués dans l'infection par le VIH-1 et comprennent CNP qui s’attache a Gag et empéche
'assemblage de la particule virale, GBP5 qui nuit a l'incorporation de Env aux virions et finalement
la Tetherin qui ancre les particules du virus a la surface de la cellule lors du bourgeonnement
(Krapp et al., 2016; Neil et al., 2008; Wilson et al., 2012).
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Figure 3.2. Les facteurs de restriction inhibent la réplication des virus a plusieurs étapes de leur cycle
de vie.

Le cycle de réplication d’un rétrovirus est représenté ainsi que I'inhibition de différentes étapes du cycle par des facteurs
de restrictions. Modifiée de (Chemudupati et al., 2019)
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3.4 SYSTEMES DE REGULATION

Les mécanismes permettant de réprimer la signalisation IFN-I peuvent étre regroupés en trois

groupes selon leur fonctionnement :

= |’expression de régulateurs négatifs.
= L’induction de micro-ARN (miRNA).

= Larégulation a la baisse de I'expression d'IFNAR en surface.

Les protéines principalement associées avec la boucle rétroactive négative de signalisation IFN-
| sont les SOCS 1 et 3 qui compétitionnent avec les STAT pour la liaison avec IFNAR et inhibent
l'activité de JAK (Yoshimura et al., 2007) ainsi qu'USP18 qui sépare JAK1 d’'IFNAR2 (Sarasin-
Filipowicz et al., 2009). En plus des protéines précédentes, STAT3 a récemment été identifié
comme régulateur négatif de la signalisation IFN-I (Tsai et al., 2019; Wang et al., 2019a). STAT3
agit en tant que régulateur négatif en empéchant I'entré de STAT1 au noyau en compétitionnant

pour la liaison avec KPNA1, I'importine principale de STAT1 (Wang et al., 2019a).

Deux miRNA sont connus pour réguler les réponses IFN-I, soit miR-146a et miR-155. Le premier
régule 'expression de STAT1 chez les Th1 (David, 2010) alors que le second réprime de fagon
générale la voie IFNAR-JAK-STAT dans les CD8 a la suite d’'une signalisation pro-inflammatoire
et PRR (Gracias et al., 2013).

Finalement, la régulation a la baisse d’IFNAR se fait principalement via l'internalisation du
récepteur réduisant ainsi la capacité cellulaire a répondre aux IFN-I (de Weerd & Nguyen, 2012).
Cette internalisation est médiée par différentes voies pro-inflammatoires tel IL-1, TLR ainsi que
par le stress métabolique (Bhattacharya et al., 2013; Huangfu et al., 2012; Huynh et al., 2012).
Un mécanisme associé a cette signalisation pro-inflammatoire est celui médié par la kinase p38
facilitant la phosphorylation du domaine cytoplasmique d'IFNAR menant a son internalisation,
ubiquitination et dégradation (Platanias, 2003). En plus de l'internalisation et la dégradation
d’'IFNAR, I'activation TLR permet le recrutement de PKCpB et PKCd aux IFNAR, ceci active SHP2
qui est capable de déphosphoryler les intermédiaires de signalisation (Du et al., 2005) (Figure
3.3.).
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Figure 3.3. Voies de régulation des IFN.

La signalisation IFN est régulée négativement par plusieurs mécanismes. (a) Un des mécanismes de régulation est
'endocytose d’'IFNAR réduisant la signalisation JAK/STAT. (b) Les protéines SOCS agissent comme inhibiteurs de
kinases dans la cascade de phosphorylation JAK/STAT. (c) USP18 se lie a la sous-unité IFNAR2 du récepteur
empéchant I'activité de JAK1. Modifiée de (Schneider et al., 2014)

3.4.1 USP18 et le systéme d’ISGylation

Comme mentionné plus haut, la protéase ubiquitine-spécifique 18 (USP18), aussi connue sous
le nom d’'UBP43, est un régulateur de la signalisation IFN-I. L’activité de régulation de I'lFN-I
médié par USP18 est di a sa capacité a se lier a la région cytoplasmique d'IFNAR2 empéchant
non seulement la liaison de JAK1 avec IFNAR2, empéchant ainsi son activation, mais changeant
aussi la conformation du récepteur forgant sa dissociation avec la cytokine. En plus d’affecter les
interactions entre cytokine et récepteur, l'interaction entre USP18 et IFNAR2 diminuerait la
capacité de ce dernier a recruter IFNAR1 a la surface cellulaire (Wilmes et al., 2015). Cette chaine

d’événements, engendre un état réfractaire chez les cellules, diminuant leur capacité a répondre
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a de futures stimulations (Frangois-Newton et al., 2011). L'importance d’'USP18 dans le contréle
de la signalisation IFN-I est souligné par les modéles murins chez lesquels sa déficience cause
une hyperactivation de cette signalisation caractérisée par un maintien de la phosphorylation de
STAT1 et STATZ2 (Kim et al., 2005; Zou et al., 2007).

En plus de ses fonctions de régulateur direct de la signalisation IFN-I, USP18 est connu pour son
activité isopeptidase ciblant le géne stimulé par l'interféron 15 (ISG15). L'ISG15 est une des
protéines les plus exprimées a la suite de la stimulation par les IFN-I. Cet enzyme modifie d’autres
protéine de maniére similaire a I'ubiquitination, un processus nommé ISGylation. Dépendamment
de la cible, I'ISGylation peut mener a la dégradation de la protéine affectée, sa stabilisation ou
méme son inhibition (Sandy et al., 2020). Comme pour l'ubiquitination, le systéme d’ISGylation
utilise un ensemble de trois types d’enzymes, E1, E2 et E3, permettant respectivement
I'activation, la conjugaison et la liaison d'ISG15 a sa cible. USP18 s’insére dans ce systéme de
par son activité d’'isopeptidase spécifique a ISG15 permettant la delSGylation en le séparant de
son substrat. Cette activité d’USP18 est médié par sa région IBB-1 qui interagit avec le domaine
C-terminal d'ISG15 (Zhang & Zhang, 2011).

Ainsi, USP18 peut moduler la réponse IFN-I par deux voies, soit en inhibant I'activation de JAK1,
empéchant la signalisation directement, ou en modifiant I'activité d'ISG15, un important facteur

de la réponse IFN-I.

3.5 IFN-I ET INFECTIONS PERSISTANTES

Comme mentionné précédemment, la signalisation IFN-I est sujette a des systémes de régulation
dans le but de revenir a un état d’homéostasie une fois que le virus est éliminé. Cependant, dans
le cas d’infections persistante, cet état ne peut étre atteint menant ainsi a une production soutenue
d’'IFN-I résultant en différents effets néfastes chez I'hdte notamment en causant de
l'immunosuppression et en promouvant l'inflammation. De plus en plus d’études pointent vers
I'expression soutenue d’IFN-I comme étant un facteur commun de pathogénése chez plusieurs

maladies persistante comme le VIH-1.

3.51 Effets de la réponse IFN-I maintenue sur la réponse innée

L’expression soutenue d’IFN-I mene a des dérégulations au niveau tissulaire et cellulaire reliées
a la réponse immunitaire innée. Par exemple, au niveau tissulaire, I'expression soutenue d’IFN-I|

est connue pour perturber 'architecture splénique résultant en une altération des interactions
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entre les cellules du systéme immunitaire. Cette expression augmente aussi I'expression d’IL-10
et de PDL-1 chez les DC, monocytes et macrophages y résidant en plus d’étre associée a une

diminution de ces cellules ainsi que les cellules NK (Boasso et al., 2008; Teijaro, 2016).

Au niveau cellulaire, les IFN-I sont associés a la perte des DC dO a la répression des
microARN221 causant une expression de bim et foxo3a, deux génes pro-apoptotiques (Sehgal
et al., 2015). Similairement, I'exposition soutenue des pDC a de I'lFN-I lors d’infections virales
induit 'expression de molécules pro-apoptotiques comme Bim et Bax, activant les caspases et
menant a la mort cellulaire (Swiecki et al., 2011). Toujours dans le cadre des DC, la présence
d’'IFN-I lors de l'infection par le LCMV clone-13 inhibe la génération de cDC, qui possédent une
capacité a stimuler les lymphocytes T, favorisant ainsi un état immunosupprimé (Cunningham et
al., 2016). En ce qui a trait aux macrophages, il a été démontré que les IFN-I sont reliés a une
diminution de la réplication virale forcée des macrophages CD169+ nécessaire a une production
d’antigénes adéquate (Honke et al., 2011). Finalement, I'expression soutenue d’IFN-| favorise
'expansion de monocytes exprimant Ly6C de fagon élevée ayant des fonctions
immunosuppressives en plus de désensibiliser les monocytes a des facteurs microbiens qui les

activeraient normalement (Norris et al., 2013; Taleb et al., 2017) (Figure 3.4.).
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Figure 3.4. Défauts de 'immunité innée causés par I’expression soutenue des IFN-I lors d’infections
persistantes. Traduite de (Dagenais-Lussier et al., 2017)
3.5.2 Effets de la réponse IFN-I maintenue sur la réponse humorale

Les infections persistantes virales, comme le VIH-1, sont aussi associées avec une perturbation
de la réponse humorale caractérisée par une perte progressive des cellules B mémoires et virus-
spécifiques, une distribution anormale dans les sous-populations des cellules B, une plus grande
production des anticorps totaux et non-spécifiques, ceci étant connu sous le nom
d’hypergammaglobulinémie (HGG), une apparence tardive des anticorps neutralisants ainsi
gu’une réponse vaccinale altérée (Kardava et al., 2014; Moir & Fauci, 2013; Noto & Pantaleo,
2017). En plus de causé de I'HGG, la signalisation IFN-I est aussi connue pour diminuer la
production d’anticorps spécifiques ainsi que de causer une perte de I'architecture splénique
organisée (Daugan et al., 2016). Finalement, I'expression soutenue d’IFN-I a aussi été associée

avec la génération de plasmoblastes de courte durée de vie, une réduction dans la production
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d’anticorps neutralisant et une perte de cellules B spécifiques causées par des facteurs

extrinséques comme la présence de lymphocyte cytotoxiques, des cellules myéloides produisant

de I'lL-10 et de monocytes inflammatoires (Fallet et al., 2016; Moseman et al., 2016; Sammicheli
et al., 2016) (Figure 3.5.).

3.5.3 Maintien et fonctions des lymphocytes T

Dans le contexte des lymphocytes T, quatre aspects négativement affectés par la signalisation

IFN-I persistante peuvent étre abordés :

La signalisation IFN-I augmente I'apoptose induit par le VIH-1 et I'activité de la caspase-
3 chez les CD4 de souris humanisées (Cheng et al., 2017), réduit la capacité des cellules
a répondre a 'lL-2 et I'lL-7 et réduit leur homéostasie (Cha et al., 2014; Le Saout et al.,
2014).

Plusieurs marqueurs d’activation et de prolifération, comme CD38, HLA-DR et Ki67, sont
élevés lors de l'infection par le VIH-1 en corrélation avec la production d'IFN-I (Hardy et
al., 2013).

La voie de signalisation IFN-I est associée avec I'épuisement des CD4 dans le cas de
l'infection par le VIH-1 et une suppression de la différentiation Th1 lors de I'infection par
LCMV clone-13 (Crawford et al., 2014; Osokine et al., 2014).

L’effet de la signalisation IFN-I sur les Treg n’est pas totalement évident. Certaines études
se contredisent en rapportant soit aucun effet de la signalisation sur les Treg, ou un effet

direct sur la réduction de leur nombre (Che et al., 2015; Srivastava et al., 2014).

Ainsi, malgré le role critique que les IFN-I jouent pour défendre I'héte contre les attaques virales,

il est bien établi que leur signalisation est bel et bien une épée a double tranchant (Figure 3.5.).
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4 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Bien que la signalisation IFN-I soit connue pour avoir des effets délétéres sur la survie des Mem
lors de l'infection par le VIH-1, les mécanismes responsables restent a étre identifiés. C’est dans
ce contexte que nous nous sommes intéressés a la peptidase USP18. Trois raisons plus

spécifiques nous ont poussés a placer USP18 au cceur de ce projet :

= USP18, en interagissant avec ISG15, est capable de stabiliser PTEN inhibant
possiblement AKT et favorisant ainsi potentiellement I'apoptose (Mustachio et al., 2017).
= USP18 est un régulateur négatif de la signalisation IFN-I en interagissant avec IFNAR2
I'empéchant d’interagir avec JAK (Malakhova et al., 2006; Sarasin-Filipowicz et al., 2009).
= Nous avions identifié une expression plus importante dUSP18 dans les CD4 mémoires

provenant d’individus primo- et chroniquement infectés.

Malgré le fait qu'USP18 est connu pour jouer un réle dans différents types de cancers, son effet
est contradictoire, avec des études rapportant des effets favorisant la croissance cellulaire, alors
que d’autres ont montré des effets inhibiteurs (Cai et al., 2017; Hong et al., 2014). De plus, le fait
que trés peu d’information sur USP18 existe dans le contexte de l'infection par le VIH-1, encore
moins chez les CD4 mémoires, font de cette peptidase un élément intéressant a étudier. Ainsi,
nous émettons I'hypothése qu'USP18 est impliqué dans la perte des lymphocytes T CD4
mémoires causée par la signalisation IFN-I lors de l'infection par le VIH-1. Pour tester cette

hypothése, nous proposons les objectifs suivants :

1. Démontrer le réle de la signalisation IFN-I dans I'expression d’'USP18 et de PTEN chez
les CD4 mémoires de PVVIH (incluant des individus primo- et chroniquement infectés et
ART) (Figure 4.1.).

2. Investiguer le role d’'USP18 sur I'activation d’AKT dans les CD4 mémoires de PVVIH et
son effet sur leur capacité a répondre a différents signaux de survie.

3. Evaluer le potentiel de rétablir une signalisation normale dans les CD4 mémoires de
PVVIH.



UspP18

Figure 4.1. Activités d’USP18.

1) L'inhibition de la voie signalisation IFN-I en se liant a la sous-unité IFNAR2 du récepteur bloquant la cascade
JAK/STAT. 2) Fonction de delSGylation de PTEN. Modifiée de (Dziamatek-Macioszczyk et al., 2019)
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6.1 Résumé en frangais

La perte des cellules-T CD4 mémoires (Mem) est un événement clé de I'immuno-pathogénése
du VIH-1 et se produit t6t lors des premiers mois de l'infection primaire. Beaucoup d’efforts ont
été fournis pour comprendre les mécanismes moléculaires derriere cette perte, mais ils n’ont
toujours pas été complétement identifiés. Dans cette étude, nous dévoilons le réle dUSP18 sur
les effets délétéres de la signalisation soutenue des IFN de type | chez les Mem, incluant les
cellules-T CD4 spécifiques au VIH-1. Nous démontrons que d’interférer avec la voie de
signalisation IFN-I chez les patients infectés, notamment en ciblant le géne stimulé par 'interféron
USP18, abouti a une expression réduite de PTEN comparable a celle observée chez les contrbles
non-infectés. Nous montrons que I'activation d’AKT en réponse aux traitements cytokiniques, a
lactivation du récepteur des cellules-T (TcR), ainsi que la stimulation Gag VIH-1 est
significativement améliorée chez les patients infectés lorsque PTEN ou USP18 sont inhibés.
Finalement, nos données démontrent que les niveaux plus élevés d’'USP18 chez les Mem de
patients infectés empéchent une survie cellulaire et une maintenance a long terme convenable
de maniére dépendante a AKT. En tout, nous établissons un réle direct de la signalisation IFN-
I/USP18 dans la maintenance des Mem totales et virus-spécifiques et nous apportons un
nouveau mécanisme impliqué dans la diminution de la survie de ces populations lors de I'infection

primaire par le VIH-1.
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6.2 Abstract

The loss of Memory CD4 T-cells (Mem) is a major hallmark of HIV-1 immuno-pathogenesis and
occurs early during the first months of primary infection. A lot of effort has been put into
understanding the molecular mechanisms behind this loss, yet they still have not been fully
identified. In this study, we unveil the unreported role of USP18 in the deleterious effects of
sustained type | IFN signaling on Mem, including HIV-1-specific CD4 T-cells. We find that
interfering with IFN-I signaling pathway in infected patients, notably by targeting the interferon-
stimulated gene USP18, resulted in reduced PTEN expression similar to those observed in
uninfected control donors. We show that AKT activation in response to cytokine treatment, T-cell
receptor (TcR) triggering, as well as HIV-1 Gag stimulation was significantly improved in infected
patients when PTEN or USP18 were inhibited. Finally, our data demonstrate that higher USP18
in Mem from infected patients prevent proper cell survival and long-lasting maintenance in an
AKT-dependent manner. Altogether, we establish a direct role for type | IFN/USP18 signaling in
the maintenance of total and virus-specific Mem and provide a new mechanism for the reduced

survival of these populations during primary HIV-1 infection.

6.3 Author summary

In this study, we expend our knowledge of how type | interferons (IFN-I) leads to memory CD4 T-
cell defective survival by unveiling the molecular mechanism behind such impairments, placing
USP18 at its center. Our data further deciphers the specific USP18-related mechanism that is
responsible for such impairments by implicating AKT inhibition in a PTEN-dependent manner.
Our findings also point to a potential use of neutralizing anti-interferon a/p receptor antibodies to
rescue the defective memory CD4 T-cell survival during HIV-1 infection, even in HIV-1 specific
CD4 T-cell. To conclude, our findings provide the characterization of the molecular pathway
leading to disturbances caused by sustained IFN-I signaling which occurs early during primary
HIV-1 infection, complementing current knowledge which placed sustained IFN-I signaling as

detrimental to the host during this infection.

6.4 Introduction

The maintenance of memory CD4 T-cells (Mem) represents a key component for long-lasting
immune protection during persistent infections with human immunodeficiency virus type 1 (HIV-
1) and simian immunodeficiency virus (SIV) [1-4]. In this context, the elite controllers, who

naturally control HIV-1 infection for decades in the absence of anti-retroviral therapy (ART),
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display the ability to maintain a large pool of Mem [4, 5]. For the other infected patients, loss of
Mem occurs in the first months of HIV-1 infection, which exacerbates viral progression [6]. This
loss depends on multiple molecular mechanisms, including metabolic disturbances, and is driven
by prolonged inflammation alongside viral persistence [6-9]. Recently, our group identified a
critical metabolic disturbance in the form of increased kynurenine levels in Mem from HIV-1-
infected patients leading to higher production of reactive oxygen species and reducing cell
responsiveness to IL-2 cytokine [6]. However, our knowledge of the different molecular
mechanisms responsible for these immune defects remains incomplete as a full normalization of
those defects is still unachieved. Therefore, we need to identify new factors responsible for these
impairments and, more importantly, we need to establish an overall network regarding the
relations between such impairments. Shedding light on such a network will enable better
treatment, since individual factors are not enough to understand the full clinical picture of the

disease.

Type | interferons (IFN-I) are necessary in establishing an efficient adaptive and acquired immune
response, especially in acute viral infections, and are largely produced by plasmacytoid dendritic
cells (pDC) following their stimulation [10, 11]. After binding the interferon.;s receptor (IFNAR),
IFN-I trigger the activation of interferon-stimulated genes (ISG) through the Janus kinase/STAT
signaling pathway. These ISG include various intrinsic restriction factors, cytokines, chemokines,
and co-stimulatory molecules [10, 12-14]. During acute viral infections, IFN-I expression is subject
to negative regulation, which controls cytokine levels upon viral clearance [10]. However, in the
case of persistent viral infections, such as HIV-1, sustained production of IFN-a is observed and
is mainly driven by viremia and systemic inflammation [15-20]. Increasing evidence shows that
the sustained IFN-I production during persistent viral infections can be detrimental for the host
and directly participates in immune impairments [21-27]. Such impairments include the expression
of inhibitory factors that reduce antiviral immunity, T-cell hyper activation and cell exhaustion as
well as HIV-specific T-cell dysfunctions [17, 21, 22, 27-29]. However, it remains unknown to what
extent and by which molecular mechanisms sustained IFN-I signaling affects the survival of Mem

and contributes to the loss of this population during primary HIV-1 infection.

As such, we investigated whether sustained IFN-I signaling during the early and later stages of
HIV-1 infection impairs Mem survival and by which mechanisms these perturbations might occur.
Our data show that Mem from infected patients display increased expression of the ISG ubiquitin
specific peptidase 18 (USP18), also known as UBP43. In the past two decades, several functions

of USP18 have been discovered: this protein is not only an isopeptidase, but also a major
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regulator of IFN-I signaling [30]. Under specific circumstances, USP18 binds to IFNAR2, one the
subunit of the IFNAR dimer, and compete with JAK preventing proper activation of the pathway
[31]. Therefore, USP18 functions as a maestro of many biological pathways in various cell types.
However, no information are available regarding the contribution of USP18 on HIV-1 immuno-
pathogenesis, we investigated its impact on Mem survival and function in infected subjects. Our
study identified a critical role of USP18 in the loss of Mem including HIV-1-specific cells during
HIV-1 infection. Our findings also demonstrate our ability to rescue Mem from apoptosis in a

PTEN- and AKT-dependent manner when USP18 is specifically targeted.

Altogether, this study puts USP18PTENAKT at the center of the molecular pathway by which

sustained IFN-I signaling leads to Mem impairments during HIV-1 infection.

6.5 Results

6.5.1 Mem from HIV-1-infected subjects display higher USP18 expression,
which can be normalized by IFNAR blockade.

Despite indications of an IFN-I signature in HIV-1 infection [22, 32-34], the status of IFN-I signaling
intrinsic to Mem and how it may impair cell survival in infected subjects are unknown. First, we
compared the plasma levels of IFN-a from primary-infected (PHI) and chronically-infected (CHI)
subjects to age-matched uninfected donor controls (HIV™¢). S1 Table summarizes the clinical and
virological data for all selected PHI and CHI subjects including viral loads (VL) and CD4 counts.
Similarly to others, we found higher IFN-a levels in plasma from HIV-1-infected subjects
compared to uninfected controls (Fig 1A) [15-20]. We also found that the subjects with high
plasma IFN-a levels were the ones with the highest VL (correlation between the two parameters:
P =0.0187, r =0.5334; n = 19) (S1 Fig).

To assess the IFN-I signaling intrinsic to Mem, we next measured in PHI, CHI and HIV® subjects
the constitutive phosphorylation levels of STAT1 and IRF7, two IFN-I-induced transcription
factors, in ex vivo Mem by PhosFlow. Here, by using a multicolor-parameter flow cytometric
analysis as previously described, we investigated IFN-I signaling on all Mem subsets classified
by three surface markers, CD45RA, CD27 and CCR7 [35, 36]. Total Mem were defined by a
CD3*CD4"CD45RA" ¢ phenotype (S2A Fig). Our data showed increased constitutive levels for
STAT1 pY701, STAT1 pS727 and IRF7 pS477/S479 in Mem from PHI and CHI subjects when
compared to HIV™e donors (Fig 1B, S2B Fig and S3A Fig). The increased levels of the three

phospho-proteins during HIV-1 infection were observed across all memory subsets that are

65



determined by differential expression of CD27 and CCR7 markers. In this context, memory
subsets include the long-lasting CD27*CCR7* central memory CD4 T-cells (Tcm) as well as
CD27"9CCR7"¢ effector memory CD4 T-cells (Tem) (Fig 1B and S3A Fig). Although CD45RA"
CD4 T-cells also displayed higher phospho-protein levels in HIV-1-infected subjects when
compared to uninfected controls, their levels did not correlate with the cell frequencies unlike Mem
(S2B,C Fig). Increased IFN-I signaling in Mem from infected subjects was further confirmed by
assessing the mRNA expression of several ISGs such as restriction factors (MxA, OAS.1 and
SAMHD1), transcription regulators (IRF1 and IRF7), ISG1s, ISGss and USP18 (Fig 1C). Of note,

we found similar mMRNA expression of STAT1 in Mem for all study groups (Fig 1C, last lane).

Considering the lack of literature surrounding USP18 expression during HIV-1 infection, we next
compared its protein levels in the three groups of subjects. We found increased constitutive
USP18 expression in Mem from PHI and CHI compared to HIV™® subjects (P = 0.0001 and P =
0.002, respectively for PHI and CHI subjects; n = 10 [MFI]) (Fig 1D). Percentages of USP18*
Mem were also higher in PHI and CHI subjects when compared to uninfected controls (36.2 +
15.3 [PHI], 29.8 + 12.3 [CHI] and 7.9 + 4 [HIV™®]; P < 0.0001 and P = 0.0014, respectively for
PHI and CHI) (S4A Fig). We confirmed increased USP18 expression in purified Mem from PHI
and CHI subjects when compared to HIV™e controls by western blot (S4B,C Fig). Unsurprisingly,
antiviral therapy (ART), when administrated early during the first months of infection and for
approximately 2.5 years, led to viral suppression alongside a full normalization of both plasma
IFN-a levels and intrinsic USP18 expressions in Mem (S1 Table and S5A,B Fig). To assess
whether increased USP18 expression levels in Mem from viremic subjects were associated with
higher expression of IFNy receptors (IFNAR), we looked at the surface levels of both IFNAR1
and IFNAR2 in PHI, CHI and HIV™e subjects. Not only our data did not show increased expression
of IFNAR in infected subjects, but we even found reduced constitutive expression of IFNAR1 in
PHI when compared to uninfected controls (S6A,B Fig). Similarly, increased USP18 expression
levels during HIV-1 infection could not be explained by different ratios of Mem subsets as no
significant differences were found between the study groups (S6C Fig). Finally, to test our ability
to interfere with USP18 expression by blocking IFN-I signaling, peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) or purified Mem for all groups were cultured with neutralizing antibodies against the
IFN.p receptor (a-IFNAR) or respective isotype Ig control for 24 hours before assessing USP18
levels. Our data showed that the a-IFNAR treatment normalized USP18 levels in Mem from PHI
and CHI subjects (Fig 1E,F). Of note, the presence of Ig controls did not impact USP18 levels as
compared to untreated Mem (Fig 1E,F).
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Altogether, our results show increases of USP18 expression in Mem from HIV-1-infected subjects
and confirm the efficacy of IFNAR blockade in normalizing their USP 18 levels at 24 post-treatment

in the range of those from uninfected controls.
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fluorescence intensity) (n = 10). Representative histograms including isotype control are shown above. (C) Heat map
representation of gene expression related to IFN-I signaling determined by real time RT-PCR on ex vivo Mem. The Z-
score is the number of standard deviations from the mean data point. Reds are higher than the mean, blacks close to
it and blues under it. Table shows P values of PHI or CHI compared to HIV™e (n = 5). (D) Expression of USP18 in ex
vivo Mem from PHI, CHI and HIV™e (MFI) (n = 10). Representative histograms are also shown above. (E,F) Expression
levels of USP18 in Mem after 24 hours of neutralizing a-IFNAR treatment (MFI) (n = 10). (E) a-IFNAR, its respective
isotype control or no treatment (NT) have been administrated either on total PBMC or (F) directly on purified Mem. The
error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used for paired t test (comparison between treated
Mem and control). *, symbol used for Mann-Whitney test (comparison between study groups).

6.5.2 Higher USP18 expression in Mem from HIV-1-infected subjects prevents
optimal AKT activation in response to cytokine stimulation in a PTEN-
dependent manner.

Recently, data collected on lung cancer cell lines established USP18 as a potential regulator of
PTEN protein levels and stability (41). To investigate whether higher USP18 expression may
regulate PTEN expression in Mem during HIV-1 infection, we first assessed the constitutive ex
vivo levels of PTEN in PHI, CHI, ART* and HIV™™e subjects. We found that PHI and CHI subjects
displayed higher levels of PTEN compared to uninfected controls (P < 0.0001; n = 10 [MFI]) (Fig
2A). Similarly, the percentages of PTEN® Mem were higher in PHI and CHI subjects when
compared to HIV™e donors (63.3 + 17.9 [PHI], 53.8 + 16.2 [CHI] and 9.9 + 7.3 [HIV™™®]; P <
0.0001) (S7A Fig). Of note, Mem from ART" subjects displayed similar expression of PTEN than
those from HIV™e controls (S5C Fig). We found highly significant correlation between USP18 and
PTEN expression levels in Mem for all tested subjects (P < 0.0001, r = 0.9511; n = 30) (Fig 2B).

Next, we aimed to investigate whether interfering with USP18 levels impacts PTEN expression in
Mem from HIV-1-infected subjects. PBMC from PHI, CHI and HIV™e® subjects were first cultured
with a-IFNAR or isotype control for 24 and 48 hours. Intracellular levels of PTEN were then
determined on Mem by flow cytometry. Our data showed that a 24h-long treatment with a-IFNAR
significantly reduced the levels of PTEN in PHI and CHI, yet it did not bring them down to the
levels found in the HIV™® group (Fig 2C). By prolonging the a-IFNAR treatment to 48h, we found
that the levels of PTEN in PHI and CHI were comparable to those found in HIV™® subjects. To
further confirm that USP18 was the ISG responsible for regulating PTEN expression in Mem
during HIV-1 infection, we specifically inhibited USP18 expression in Mem using small interfering
RNAs (siRNA) silencing. Briefly, purified Mem from PHI, CHI and HIV™e subjects were either
electroporated or transfected with siRNA specific for USP18 or with respective negative control
siRNA for 2 hours, washed twice and then cultured with their autologous CD4-depleted PBMC
(ratio Mem/PBMC = 'i). Both levels of USP18 and PTEN were finally determined by flow
cytometry in transfected Mem for all groups at 48 hours post-transfection. Electroporation alone

or transfection with negative siRNA did not affect USP18 expression when compared to Mem that
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were not electroporated. In contrast, Mem from infected subjects that were transfected with
USP18 siRNA displayed an average of 79.4% and 82.4% reductions in USP18 expression,
respectively for PHI and CHI subjects (S7B Fig). Same as for a-IFNAR treatments, USP18
silencing in Mem led to significant reductions of PTEN expression in PHI and CHI to levels
comparable to the uninfected controls (Fig 2D). Of note, PTEN levels were similar between Mem

that were electroporated alone and transfected with scrambled siRNA (S7C Fig).

Since PTEN is a negative regulator of PISK/AKT signaling [37], we finally explored whether our
HIV-1-infected groups had reduced AKT activation in response to IL-2 or IL-7 stimulations. We
also assessed if we could rescue those activation levels by using either PTEN inhibitor SF1670,
o~-IFNAR or USP18 siRNA. In this context, we first pre-treated PBMC for all groups with or without
SF1670, neutralizing a-IFNAR or its isotype control for 48 hours, and then stimulated the cells
with cytokines for another round of 15 minutes before assessing AKT pS473 levels in Mem by
PhosFlow. We also transfected purified Mem with USP18 siRNA or negative siRNA, cultured them
with their autologous CD4-depleted PBMC for 48 hours and then added cytokines in cultures for
15 minutes before the FACS analysis. As expected, our data confirmed that Mem from PHI and
CHI subjects displayed lower AKT activation in response to cytokine stimulations when compared
to HIV™e controls (Fig 2E,F and S8A Fig). Basal levels of AKT pS473 determined in Mem that
were not stimulated were similar between all tested groups (S8A,B Fig). Transcriptional analyses
performed on purified Mem that have been stimulated or not with IL-2 or IL-7 showed similar
MRNA expression of AKT except in the case of IL-7 stimulated Mem from CHI subjects (S3B Fig).
Interestingly, our data showed that all pre-treatments, including USP18 silencing, led to significant
improvements of cytokine-induced AKT activation in Mem from PHI and CHI in the range of
uninfected controls (Fig 2E,F). Of note, levels of cytokine-induced AKT activations were similar
between Mem that were electroporated alone and transfected with scrambled siRNA. Although
we confirmed reduced IL-2-induced STATS pY694 levels in Mem from PHI and CHI subjects as
previously reported [6], pre-treatments with a-IFNAR did not rescue STATS activation unlike AKT
(S8C Fig). Finally, our data showed no significant differences for both basal and cytokine-induced
AKT pS473 levels in Mem between ART* subjects and uninfected controls (S5D Fig).

Overall, our data show that interfering with USP18 expression during HIV-1 infection leads to

better AKT activation in a PTEN-dependent manner.
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expression in cytokine-stimulated Mem for all groups of subjects including isotype control are also shown on the right
side. The error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used for paired f test (comparison between
treated Mem and control). *, symbol used for Mann-Whitney test (comparison between study groups).

6.5.3 Higher USP18 expression in infected subjects impairs Mem protection
against Fas-induced apoptosis.

Since IL-2 and IL-7 play a critical role in regulating Mem survival [6, 38, 39], we next investigated
their efficacy to protect Mem from Fas-induced apoptosis. To trigger Fas-induced apoptosis, we
used the anti-Fas antibody (clone CH11), which activates the Fas signaling pathway in cultured
cells [4, 6]. Briefly, PBMC from PHI, CHI and HIV™® subjects were treated or not for 24 hours with
CH11 antibody in the presence or absence of IL-2 or IL-7 stimulations. At 24 hours of culture, we
assessed the numbers of apoptotic cells and apoptosis levels in Mem using Annexin-V staining
for all conditions (for the constitutive or basal, and Fas-induced apoptosis). We calculated the
numbers (N) of Fas-induced apoptotic Mem as determined by the formula: N of apoptotic Mem
with CH11 - N of apoptotic Mem without CH11. Although we found a trend to higher numbers of
Annexin-V* Mem for the constitutive apoptosis in PHI and CHI when compared to HIV™® controls
(10,020 + 2,473; 10,484 + 3,785; and 7,865 + 3,785, respectively), our data show no significant
differences between the study groups (Fig 3A, left side). However, in the absence of cytokine
stimulation, we found significant higher numbers of Fas-induced apoptotic Mem from PHI and CHI
subjects when compared to HIV™® subjects (P < 0.0001) (Fig 3A [right side] and S9A Fig). Similar
results were found when using percentages of apoptosis instead of absolute numbers of Mem
(S9B Fig). We found that the stimulations with IL-2 and IL-7 led to lower numbers of Fas-induced
apoptotic Mem for all tested groups. In the same sets of experiments, we further decided to
evaluate the levels of Mem protection against Fas-induced apoptosis when the cells are
stimulated by cytokines. The levels of Mem protection with cytokine stimulation in fold changes
(FC) were determined by the formula: N of Fas-induced apoptotic Mem without cytokine / N of
Fas-induced apoptotic Mem with cytokine. We found that the levels of cytokine-mediated Mem
protection were significantly lower in PHI and CHI subjects when compared to HIVe controls (2.0

+ 0.5 [PHI], 2.1 £ 0.6 [CHI] and 4.3 + 2.4 [HIV™™®]; 1.9 + 0.5 [PHI], 1.6 + 0.5 [CHI] and 4.9 + 2.8
[HIVe], respectively for IL-2 and IL-7 stimulations; P < 0.0016) (Fig 3B).

We next investigated whether cell pre-treatments with SF1670, a-IFNAR, or USP18 siRNA
improve cytokine-mediated Mem protection in PHI and CHI subjects. Briefly, PBMC were pre-
treated with or without SF1670, a-IFNAR or isotype control for 48 hours. As described below, pre-
treated cells were then cultured for 24 hours in the presence or absence of CH11 antibodies and

cytokines. Similarly, purified Mem were transfected with USP18 or scrambled siRNA and then
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cultured with their autologous CD4-depleted PBMC for 48 hours before assessing cytokine-
mediated Mem protection. Not only did all pre-treatments significantly increased cytokine-
mediated Mem protection in HIV-1-infected subjects, but specific USP18 silencing also brought
the cell protection to levels comparable to the HIV™e group (Fig 3C,D). We found that the
increased Mem resistance to apoptosis driven by USP18 gene silencing was not associated with
a reduction of Fas receptor expression (S10 Fig). Finally, we calculated the increases of cytokine-
mediated Mem protection in the context of USP18 silencing for all tested groups. The increases
determined in fold changes (FC) were obtained using the formula: cytokine-mediated Mem
protection with USP18 siRNA / cytokine-mediated Mem protection with scrambled siRNA. Our
data showed that targeting USP18 expression in PHI and CHI subjects led to significant increases
of cytokine-mediated Mem protection (Fig 3E). We found highly significant correlations between
the increases of Mem protection against Fas-induced apoptosis and AKT activation in both IL-2-
and IL-7-stimulated Mem in the context of USP18 gene silencing (P = 0.0031, r = 0.5215 and P
=0.0139, r = 0.4444 respectively; n = 30) (Fig 3F).

In summary, we show that interfering with USP18 during primary HIV-1 infection protects Mem
from apoptosis in a PTEN and AKT-dependent manner and decreases the numbers of apoptotic

Mem.
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10). (C,D) Fold changes of IL-2- (C) or IL-7 (D)-mediated Mem protection in cells that have been pre-treated for 48h
with SF1670 (left), a-IFNAR or its respective isotype control (middle), or pre-transfected or not for 48 hours with USP18
siRNA (right) (n = 10). (E) Increases of Mem protection with USP18 siRNA determined in fold changes (FC). We
calculated the increases of Mem protection in the context of USP18 targeting with the formula: cytokine-mediated Mem
protection with USP18 siRNA / cytokine-mediated protection with scrambled siRNA. (F) Correlations between the
increases of Mem protection and AKT activation after USP18 siRNA transfection in both IL-2- and IL-7-stimulated Mem
(FC, fold change; n = 30). The error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used for paired f test
(comparison between treated Mem and control). *, symbol used for Mann-Whitney test (comparison between study
groups).

6.5.4 Interfering with USP18 expression in HIV-1-infected subjects improves
long-lasting Mem maintenance in an AKT-dependent manner.

Since the TcR triggering results in rapid activation of PI3K/AKT signaling [39, 40], we decided to
investigate if this activation was lower in Mem from the PHI and CHI groups compared to the
HIV™ee group and if interfering with PTEN, IFN-I signaling or specifically with USP18 would rescue
this activation. First, PBMC from the three study groups where pre-treated or not with SF1670, o-
IFNAR or isotype control for 48 hours, before being stimulated with anti-CD3 and anti-CD28
antibodies (Abs) for an additional 15 minutes. Levels of AKT pS473 were finally determined in
activated Mem by PhosFlow for all conditions of cultures. We also activated purified Mem with
anti-CD3 and anti-CD28 Abs, transduced them with lentiviral CRISPR/Cas9 vectors mediating
USP18 gene editing (lentiviral vectors for USP18 knock-out; LVuspisko) or control lentiviral vectors
(LVcy) for 4 hours, washed them twice and cultured them for 48 hours with their autologous CD4-
depleted PBMC. At 48 hours post-transduction, cells were subjected to another 15-minute-long
round of TcR activation before assessing AKT activation levels. Although the basal levels of AKT
pS473 were similar in un-activated Mem from all tested groups, our data showed that AKT
activation in response to TcR triggering was systematically lower in Mem from PHI and CHI
subjects when compared to HIV™® donors (Fig 4A). Both pre-treatments of Mem with SF1670 or
o-IFNAR led to significant improvements of AKT activation in response to TcR triggering to levels
comparable to those in the HIV™e group (Fig 4A, left and middle panels). We found that a 48 hour-
long Mem transduction with lentiviral CRISPR/Cas9 vectors mediated USP18 gene editing
resulted in more than 87% inhibition of protein levels (S11A Fig). Of note, Mem that were
transduced with control lentiviral vectors displayed similar USP18 expression when compared to
uninfected Mem. Similarly to cell pre-treatments, we found that specifically interfering with USP18
expression in activated Mem led to significant improvements of AKT activation to levels

comparable to those of the HIV™® group (Fig 4A, right panels).

Considering that Mem are first and foremost defined by their long-lasting maintenance, we next
assessed the ability of Mem from PHI, CHI, and HIV™™® subjects to persist up to 28 days of culture

in response to multiple rounds of TcR triggering as previously done [4, 41]. Briefly, purified Mem
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were first stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies in the presence or absence of
SF1670, o-IFNAR or isotype control for 2 hours, washed twice and then cultured with their
autologous CD4-depleted PBMC. Cultured cells were then re-stimulated at day 7, 14 and 21 of
culture with or without the specific inhibitors. Once again, to specifically interfere with USP18
expression, we purified Mem at day 0 of cultures, transduced them with LVuysp1s ko or LVt for 4
hours, washed them twice and cultured them with their autologous CD4-depleted PBMC for 7
days. Cells were then re-stimulated at day 7, 14 and 21 of cultures. At day 7, 14, 21 and 28, total
numbers of viable Mem were counted, and the half-lives of these cells were estimated for each
study groups. We also determined in Mem the levels of apoptosis using Annexin-V staining and
the expressions of USP18 and AKT pS473 by flow cytometry. We also assessed by ELISA the

levels of both IFN-a and virus productions in supernatants during the time course of culture.

As expected, USP18 gene editing led to sustained inhibition of the elevated levels of USP18
expression in Mem from PHI and CHI subjects (S11B Fig). The elevated USP18 expression in
Mem from viremic subjects could be explained by sustained IFN-a production during the time
course of culture (S12A Fig). Our data showed that Mem from PHI and CHI subjects were not
able to persist in culture, unlike Mem from HIV™® donors (Fig 4B). Total counts of viable Mem
from HIV™™e subjects were approximately 2.1-fold higher at day 7 and 5.3-fold higher at day 14
than those obtained from HIV-1-infected subjects (P < 0.0043; n = 6). Strikingly, almost all Mem
from HIV-1-infected subjects died by day 21, whereas Mem from uninfected controls continued to
survive for at least 28 days after four rounds of activation. The half-lives of gated Mem obtained
from PHI, CHI and HIV™e subjects were 12, 10.5, and 22.2 days, respectively (Fig 4B).
Interestingly, the reduced ability of Mem from infected subjects to persist was associated with
lower expression levels of AKT pS473 during the time course of culture (Fig 4C). In addition, we
found positive correlations between the counts of viable Mem and expression levels of AKT pS473
at day 7 and day 14 of cultures (P = 0.0153, r = 0.5618 and P < 0.0001, r = 0.8785 respectively;
n = 18) (Fig 4D,E).
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of AKT pS473 following TcR activation for 30 minutes in Mem that have been pre-treated for 48h with SF1670 (left), a-
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lines represent Mem half-lives for each group of subjects. (C) Levels of AKT pS473 following TcR activation every 7
days for 28 days. (D,E) Correlations between cell counts and AKT pS473 levels in Mem at 7 (D) and 14 (E) days of
culture (FC, fold change; n = 18). The error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used for paired
t test (comparison between treated Mem and control). *, symbol used for Mann-Whitney test (comparison between
study groups).

Treatments with SF1670, o-IFNAR or USP18 gene editing resulted in significant improvement of
cell counts and half-lives in Mem from infected subjects from day 7 of culture (Fig 5A,B). Although
all treatments significantly increased the numbers of viable Mem in PHI and CHI subjects during
the cultures and allowed even some Mem to persist up to 21 days, they did not reach Mem counts
found in cultures from HIV™® controls. In addition, although we systematically found HIV-1
production in cultures from infected subjects, USP18 interference did not impact the viral
production (S12B Fig). This seemed to indicate that improvements of Mem survival, especially
when USP18 was targeted, were not associated with reduced viral production in cultures. In
contrast, all treatments led to significant increases of AKT pS473 levels intrinsic to Mem from PHI
and CHI subjects (Fig 5C). We also found significant correlations between the increases of cell
counts and AKT pS473 levels with USP KO in Mem at 7 and 14 days of treatment (P = 0.001, r =
0.7083 and P = 0.0005, r = 0.7380 respectively; n =18) (Fig 5D,E).

Overall, our data confirm the efficacy of PTEN and USP18 interferences in improving long-lasting

Mem maintenance in an AKT-dependent manner.
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CRISPR/Cas9 mediated USP18 gene editing (bottom) treatments. Representative histograms are also shown on the
right side. (D,E) Correlations between the increases of cell counts and AKT pS473 levels after CRISPR/Cas9 mediated
USP18 gene editing in Mem at 7 (D) and 14 (E) days of treatment (FC, fold change; n = 18). The error bars indicate
standard deviations from the means. 8, symbol used for paired t test (comparison between treated Mem and control).
*, symbol used for Mann-Whitney test (comparison between study groups).

6.5.5 Defective long-lasting Mem maintenance in HIV-1-infected subjects is
explained by increased cell death.

We next aim to identify the main cause of reduced Mem counts in HIV-1-infected subjects at day
7 of culture. To investigate whether reduced numbers of Mem may be explained by lower
proliferation rates, we stained purified Mem with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) at
day 0. Our data showed comparable percentages of proliferating CFSE™" Mem in cultures from
PHI, CHI and HIV™e subjects (Fig 6A). Similarly, reduced numbers of Mem in cultures from HIV-
1-infected subjects at day 7 could not be explained by different cell distribution pattern when
compared to HIV™e donors. Indeed, we found similar cell distribution among Mem for all study
groups as determined by the percentages of Tcm, Ttm and shorted-lived Tewm cells [39] (Fig 6B).
Although the targeted USP18 editing in HIV-1-infected subjects led to significant increases of
Mem at day 7 of culture, it did not impact their levels of proliferation or cell distribution patterns
(Fig 6A,B). Put together, these results demonstrated that proliferation and cell differentiation did

not play a significant role in long-lasting Mem maintenance.

In contrast, we found higher levels of apoptosis in Mem from PHI and CHI subjects compared to
HIVTee donors at day 7 of culture (38.6 + 8.4 [PHI], 49.2 + 11.2 [CHI] and 13.8 + 5.5 [HIV™®®]) (Fig
6C). Treatments with SF1670, a-IFNAR, and LVysr1s ko also led to significant reduction of Mem
apoptosis in PHI and CHI subjects, although percentages of apoptotic Mem in culture from
uninfected controls were systematically lower. Finally, we found a positive correlation between
the reductions of Mem apoptosis and the increases of AKT pS473 levels after USP18 gene editing
in Mem at day 7 of culture (P = 0.0311, r = 0.5088; n = 18) (Fig 6D). The reduction of Mem
apoptosis following USP18 gene editing also correlated with the increases of cell counts (P =
0.0081, r = 0.6028; n = 18) (Fig 6E).

In summary, our data indicate that Mem apoptosis regulates the cell numbers in our long-term

culture assay rather than proliferation or cell differentiation.
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Fig 6. Improvements of Mem maintenance in PHI and CHI with USP18 gene editing are associated with lower
cell death. (A) Levels of proliferation determined at day 7 of culture by the percentages of viable CFSE'*" Mem with or
without CRISPR/Cas9 mediated USP18 gene editing (n = 6). (B) Distribution of Mem subsets at day 7 of culture with
or without CRISPR/Cas9 mediated USP18 gene editing (n = 6). (C) Percentages of apoptotic Mem on day 7 with or
without SF1670 (left), a-IFNAR or its respective isotype control (middle), or CRISPR/Cas9 mediated USP18 gene
editing (right) (n = 6). Levels of apoptosis were determined using Annexin-V staining. (D) Correlation between the
reductions of Mem apoptosis and the increases of AKT pS473 levels after USP18 gene editing in Mem at day 7 of
culture (FC, fold change; n = 18). (E) Correlation between the reductions of Mem apoptosis and the increases of cell
counts after USP18 gene editing treatment at day 7 (FC, fold change; n = 18). The error bars indicate standard
deviations from the means. 3, symbol used for paired t test (comparison between treated Mem and control). *, symbol
used for Mann-Whitney test (comparison between study groups).
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6.5.6 Interfering with USP18 expression in primary-infected subjects also
rescues HIV-1-specific cells from apoptosis and involves increased AKT
pS473 levels.

Since evidence show that HIV-1-specific CD4 T-cells display enhanced apoptotic potential that
the other Ag-experienced cells [42], we decided to assess if interfering with PTEN or USP18 could
also reduce the apoptosis of those cells. First, PBMC from PHI, CHI, and ART* subjects were
stimulated with HIV-1 Gag p55 antigens and anti-CD28 Abs for 18 hours in the presence or
absence of SF1670 inhibitor. We added the antiviral AZT in cultures from ART* subjects to
maintain medical pressure and prevent de novo infections and viral replication. The efficacy of
AZT treatment was confirmed by the absence of detectable p24 levels in supernatants from
ART"s cultures. We also inhibited USP18 expression in Mem from all groups of HIV-1-infected
subjects before assessing the Gag-specific stimulation. Briefly, we transduced purified CD4 T-
cells with LVusp1s ko or LVcy for 4 hours, washed the cells twice, and cultured them for 48 hours
with their autologous CD4-depleted PBMC (ratio CD4/PBMC = 4). Finally, transduced cells were
stimulated for an additional 18 hours with Gag antigens and anti-CD28 Abs. At 18 hours post-
stimulation with Gag, we collected cells and assessed the expression of USP18, IFN-y and AKT
pS473 as well as the percentages of apoptotic cells by Annexin-V staining within the HIV-1-
specific CD4 T-cells. HIV-1-specific CD4 T-cells from infected subjects were determined by their
positive staining for IFN-y following Gag stimulation (Fig 7A). Of note, we included HIV™® donors
as negative controls for HIV-1-specific stimulations. Uninfected controls were used for setting
gating regions and discerning negative from positive cells (HIV™®: 0.08 + 0.12% of IFN-y*CD4 T-
cells at 18 hours Gag post-stimulation; Fig 7B). Our data showed that PHI displayed lower
proportion of HIV-1-specific CD4 T-cells when compared to ART-suppressed subjects after Gag
stimulation (P = 0.0476, n = 6) (Fig 7B). Although it did not reach significance, we also found a
trend to reduced proportion of HIV-1-specific cells in CHI when compared to ART* subjects (0.77
+ 0.23% and 1.32 + 0.56%, respectively). We confirmed increased USP18 expression in HIV-1-
specific CD4 T-cells from PHI and CHI subjects when compared to those from ART" (S13 Fig;
cells with no transduction or transduced with LVcy). We also confirmed approximately 81.2% and
83% inhibitions of USP18 expression in HIV-1-specific CD4 T-cells from PHI and CHI subjects
when their purified CD4 T-cells were pre-transduced with LVysp1sko (S13 Fig). In this context, our
results showed that treatment with SF1670 and USP18 gene editing with PHI and CHI subjects

led to significant increases of proportion of HIV-1-specific cells (Fig 7B).

Our data further showed increased percentages of apoptotic Annexin-V* HIV-1-specific CD4 T-
cells in PHI and CHI subjects when compared to patients under ART (36.8 + 6.1, 42 + 10.9 and
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16.2 £ 5.9, respectively; P = 0.0022) (Fig 7C). As expected, interfering with PTEN or with USP18
expression in viremic subjects led to significant reduction of apoptosis in Gag-specific cells,
although levels of apoptosis in PHI and CHI subjects were still higher compared to those of ART*
subjects (Fig 7C). We also found reduced expression levels of AKT pS473 in HIV-1-specific CD4
T-cells from viremic subjects compared to ART* patients (P = 0.0022 and P =0.0173, respectively;
n = 6) (Fig 7D). SF1670 treatment or USP18 gene editing led to increases of AKT activation in
PHI and CHI subjects (Fig 7D). Finally, we found a significant correlation between the reductions
of apoptosis and increases of AKT pS473 levels in HIV-1-specific CD4 T-cells with USP18 gene
editing (P = 0.0040, r = 0.6427; n = 18) (Fig 7E).

Overall, our results show that interfering with PTEN or USP18 during primary HIV-1 infection not

only improves Mem survival, but also protects HIV-1-specific cells as well.
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Fig 7. Interfering with USP18 reduces apoptosis of HIV-1-specific CD4 T-cells in an AKT-dependent manner.
(A) Gating strategy for HIV-1-specific CD4 T-cells following Gag stimulation for 18 hours. HIV-1-specific clones were
determined by IFN-y expression. (B) Percentages of HIV-1-specific CD4 T-cells (on total CD4) in CHI, PHI, ART* and
HIVTee subjects after Gag stimulation in the presence or absence of SF1670. Percentages of HIV-1-specific cells were
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also determined in culture after 18 hours of Gag stimulation when CD4 T-cells have been pre-transduced or not for 48
hours with LVusp1s ko. HIV™e donors were included as negative control for HIV-1 stimulation (n = 6). (C,D) Levels of
apoptosis assessed by Annexin-V staining (C) and AKT pS473 expression (D) in HIV-1-specific CD4 T-cells at 18 hours
post-stimulation in the presence of absence of SF1670 (left) or CRISPR/Cas9 mediated USP18 gene editing (right) (n
= 6). (E) Correlation between the reductions of apoptosis and increases of AKT pS473 levels in HIV-1-specific CD4 T-
cells after USP18 gene editing (FC, fold change; n = 18). The error bars indicate standard deviations from the means.
B, symbol used for paired t test (comparison between treated Mem and control). *, symbol used for Mann-Whitney test
(comparison between study groups).

6.6 Discussion

Type | interferons (IFN-I) are central to the innate immune response against viral infections
including HIV-1[10, 12, 43]. In recent years however, the notion that IFN-I have detrimental effects
if they are produced for long periods of time, as is the case during persistent viral infections, has
become more evident [22, 43, 44]. Similarly to others [16-21], we found elevated IFN-a levels in
plasma during the early and later stages of HIV-1 infection, which correlated with viral loads (Fig
1A and S1 Fig). We also found sustained production of IFN-a and viruses in supernatants in PHI
and CHI subjects up to 21 days of our in vitro cultures (S12 Fig). However, despite indications of
an IFN-I signature in HIV-1 infection [22, 32-34], the molecular mechanisms by which sustained
IFN-I signaling negatively impacts the immune system, especially Mem, which are a major target

during primary infection, are still unclear.

Here, we provide a molecular mechanism related to the elevated IFN-I signaling in Mem during
primary HIV-1 infection that is clearly responsible for their defective cell survival (S14 Fig). In this
context, our data reveal that IFNAR blockade in Mem during HIV-1 infection normalized the high
expression of the down-stream interferon-induced gene, USP18, in the range of those from
uninfected controls (Fig 1D-F). Our data further shows that PTEN expression was reduced
following either IFNAR blockade or specific USP18 gene silencing (Fig 2C,D). Similarly, it was
previously shown that engineered gain of USP18 expression in human lung cancer cell lines
stabilized PTEN protein by preventing its ISGylation post-translational modification pathway [45].
Interfering with PTEN activity or specifically with USP18 expression during HIV-1 infection led to
significant improvements of Mem survival in an AKT-dependent manner (Fig 3-6). These
improvements were illustrated by increased long-lasting cell maintenance, cell response to y-
chain cytokines and resistance to Fas-induced apoptosis (Fig 2-5) [46]. Other observations have
shown that IFNAR blockade also inhibited TRAIL-induced apoptosis in CD4 T-cells during in vitro
infection, and was associated with reduced frequencies of TRAIL* and apoptotic cells in infected
subjects [18, 24, 47]. Although a previous report has indicated that prolonged IFN-a treatment

could impairs cytokine-induced AKT activation [48], we show the beneficial impact of blocking this
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signaling in Mem and HIV-1 specific CD4 T-cells and, for what we believe is the first time, we

present an explanation on the molecular mechanism involved in this signaling.

Although our findings lead to a straightforward mechanism behind the deleterious effects of
sustained IFN-I signaling on the survival of Mem (S14 Fig), there are still other factors to consider
if we want to thoroughly map the molecular network involved during this signaling as well as its
full impact. (/) One such aspect, is the extent at which increased USP18 expression is found.
Other populations, such as CD3*CD4"9, CD3"9CD4"*9, and monocytes, from PHI and CHI also
showed increased USP18 expression compared to the uninfected control group (S15 Fig). This
places USP18 as a potential key component of the immune system critical function as it could
affect a broad spectrum of cell populations during HIV-1 infection. (i/) Another factor to consider
is the fact that, USP18 is not only an isopeptidase that stabilizes PTEN expression, but also a
negative regulator of IFN-I signaling [31, 49]. In the case of this study however, HIV-1-infected
subjects displayed elevated IFN-I signaling despite an increase in USP18 expression. It is
important to note that the isopeptidase activity of USP18 is independent of its IFN-I regulatory
functions [50]. This might explain how high USP18 expression in Mem during HIV-1 infection
could stabilize PTEN expression and be concomitantly associated with sustained IFN-I signaling.
Of note, the IFN-I regulatory functions of USP18 depend on its capacity to bind IFNARZ2 and inhibit
JAK/STAT signaling and involves other factors. Through direct interaction with USP18, the insulin
receptor substrate-4 was shown to counteract its inhibitory effect on JAK/STAT signaling [51].
Conversely, STAT2 was shown to be a crucial component of the USP18-mediated suppression
of IFN-I signaling [52]. Therefore, it would be interesting to investigate how USP18 impacts IFN-I
signaling regulation during HIV-1 infection, and whether STAT2 and/or IRS-4 are involved. (iii) An
additional aspect to consider in the case of sustained IFN-I signaling, aside from Mem survival, is
that of their defective function which appears during the early stage of primary HIV-1 infection. In
this regard, HIV-1-infected patients display hyper-activated and exhausted CD4 T-cells that are
characterized by poor effector functions and high expression of multiple inhibitory receptors such
as programmed cell death 1 [53]. Interestingly, recent data collected by Crawford A. et al have
shown that CD4 T-cell defective function during HIV-1 infection was associated with an elevated
IFN-I-induced transcriptional program. Further experiments are however warranted to know
whether we could also counteract CD4 T-cell defective function during HIV-1 infection by
specifically interfering with USP18 expression. Although we confirmed reduced effector functions
illustrated by decreased cell ability to secrete cytokines and polyfunctionality (i.e. ability to secrete
multiple cytokines), a 24 hour-long IFNAR blockade did not rescue these immune defects (S16

Fig). However, the critical role of PISK/AKT signaling pathway in regulating T-cell function is now
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well established [54]. Therefore, we cannot exclude the possibility that longer IFNAR blockade or
specific targeting of USP18, which are acting through AKT-dependent mechanisms, might
improve cell functions during persistent HIV-1 infection as well. (iv) The elevated IFN-I signaling
and USP18 expression in Mem from HIV-1-infected subjects can be explained by their sustained
IFN-a and virus production in the environment (S12A,B Fig). Therefore, it is not surprising that
long-term ART when administrated early during the first months of primary HIV-1 infection was
effective in normalizing both IFN-a production and USP18 expression intrinsic to Mem (S5 Fig).
Interfering with IFN-I signaling or specifically with USP18 expression may still be a therapeutic
approach to consider in some cases of treated patients. Despite effective control of HIV-1
replication with ART, a minority of treated patients called immune non-responders (INR) fails to
show increased CD4 T-cell counts to the level observed in uninfected control donors [55, 56]. INR
remain at greater risk for health complications and non-AIDS diseases including cardiovascular
disease, liver disease, renal disease, and malignancies when compared to immune responders
(IRs) in whom the CD4 T-cell counts are properly restored [57, 58]. Although the molecular
mechanisms that are responsible for the lack of CD4 T-cell recovery in INR are still unclear,
several pieces of observations have indicated that their CD4 T-cell recovery may be adversely
affected by the sustained expression of several ISG [59-61]. (v) The effect of USP18 modulation
on HIV-1 infectivity remains to be fully explored, especially in humanized mice infected with HIV-
1 where IFNAR blockade is associated with reduced T-cell activation [32-34]. It is well-established
that CD4 T-cell activation is a key factor in facilitating HIV-1 infection and cell depletion [62, 63].
Therefore, we cannot rule out a potential effect of reduced infectivity to contribute to some of the
cell survival as the USP18 targeting should be reducing inflammatory/ISG driven activation as
well. In the context of our experiments, the relative short time of treatments enables higher AKT
activation and cell survival seemingly independently of viral reinfection as maintaining exogenous
IFN-a in culture in the presence of fusion inhibitor T20 did not significantly reduce Mem apoptosis
compared to untreated Mem (S12C Fig). However, longer treatments might reduce viral infectivity

to a significant degree, thus reducing Mem cell death to even greater extents.

As mentioned earlier, although our group has recently provided evidence that the increased
production of tryptophan-related catabolite kynurenine during primary HIV-1 infection affected IL-
2-induced STAT5 activation in Mem, interfering with this disturbance was not sufficient to restore
proper cell survival [6]. Here, we found that blocking IFN-I signaling or directly interfering with
USP18 expression also led to significant improvements of Mem survival during primary HIV-1
infection. The molecular mechanisms described in this study did not seem to involve STATS5

activation since we found that IFNAR blockade in Mem from infected subjects had no effect on
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IL-2-mediated defective STATS phosphorylation (S3B and S8C Figs). In contrast, targeting the
increased IFN-I signaling, especially the high USP18 expression in Mem from infected subjects,
led to significant increase of AKT activation in a PTEN-dependent manner. Although interfering
with IFN-I or specifically with USP18 expression during primary HIV-1 infection significantly
improved Mem survival in an AKT-dependent manner, it did not reach the levels that were
observable in uninfected controls (Fig 2-5). Similarly, although treatments of HIV-1-specific CD4
T-cells from PHI subjects with USP18 gene editing led to reduced apoptosis levels, these levels
were higher compared to those from ART" subjects (Fig 7C). These observations indicate that
defective Mem survival during primary HIV-1 infection is a complex mechanism, which may
involve independent, but synergic molecular disturbances such as sustained IFN-I signaling and
high kynurenine production among others. Of note, the catabolism of tryptophan into kynurenine
is known to be mediated by the indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), whose protein expression
and activity are found increased during HIV-1 infection [64, 65]. Since previous results showed
positive correlation between increased ISG expression and IDO levels in HIV-1-infected subjects
[66, 67], we cannot exclude the fact that IFN-I blockade may also be effective in counteracting
the heightened production of kynurenines during HIV-1 infection. Assessing whether targeting
IFN-I and kynurenine-related pathways simultaneously might have a synergistic effect on Mem

survival improvement during HIV-1 infection is also warranted.

Although those results are preliminary, USP18 gene editing in cells extracted from one spleen of
an HIV-1-infected patient did comfort our observations with PBMC. Indeed, inhibiting USP18
reduced Mem apoptosis even in HIV-1-specific cells (S17 Fig). It remains important to confirm the
role of USP18 in tissues with a great number of patients or by using in vivo models, such as
humanized mice or non-human primate. Taking this into consideration, it is likely that USP18
plays a role in Mem numbers in lymphoid tissue, although its effect might be dwarfed by other
mechanisms, such as pyroptosis, more present in those locations compared to peripheral blood
[9, 68].

In summary, our data indicates that the interference of sustained IFN-I in human HIV-1-infected
subjects, which leads to a better control of USP18 and PTEN, is a valuable tool to consider for
Mem recovery and survival via AKT activation. We acknowledge the fact that proposing such
therapeutic strategies to fight HIV-1 infection may also bring some concerns, since they could
also be detrimental to the patients by protecting their HIV-1-infected cells and sustaining the latent
HIV-1 reservoir [69, 70]. Finally, if such treatments have to be considered one day, great

consideration should be given to the timing and duration of the IFNAR blockade in patients,
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especially when taking into account that this blockade accelerated CD4 T-cell depletion in an
acute SIV model [71]. However, our data points to USP18 as an important driver for the
detrimental phenotypes observed in Mem from HIV-1-infected subjects. Targeting USP18,
specifically its isopeptidase activity, could bypass those unintended consequences, as there are

fewer pathways impacted when compared to those regulated by IFN-I signaling.

6.7 Materials and methods

6.7.1 Ethics statement.

All infected patients were participants in the Montreal HIV infection study that received approval
from the McGill University Health Centre Ethical Review Board (ethic reference number SL-
00.069 [blood] and 2019-5170 [spleen]). All subjects provided an informed and written consent

for participation.

6.7.2 Study population.

PBMC and plasma were collected from primary infected patients (PHI), untreated ART-naive and
chronically infected subjects (CHI) and patients under ART (ART*) who displayed both viral
suppression and full CD4 recovery (> 400 CD4/ul blood post-treatments). Each group of HIV-1-
infected patients included in the overall study was homogeneously selected and displayed similar
clinical data. Clinical information of all infected patients including viral loads and CD4 counts is
summarized in S1 Table. We also selected age-matched uninfected control donors as negative

control for HIV-1 infection.

6.7.3 Products.

RPMI-1640 media, FBS, antibiotics and PBS were obtained from Wisent Inc. Recombinant IL-2
and IL-7 cytokines as well as the PTEN inhibitor SF1670 were provided from Sigma Aldrich. Anti-
Fas CH11 antibody is from MBL International Corporation. We purchased all antibodies and
reagents for flow cytometry from BD Biosciences, except for the antibody to CD45RA-ECD,
IFNAR2, IRF7 pS477/479 and USP18, which were from Beckman Coulter, Miltenyi Biotec and
Santa Cruz Biotechnology respectively (Table S3). 7-aminoactinomycin D (7-AAD) came from
ThermoFisher. Neutralizing anti-IFNAR antibody (a-IFNAR; clone MMHAR-2) and respective
isotype control were obtained from EMD Millipore. Concentrations of SF1670, a-IFNAR and

isotype controls used in our study were 3 uM, 5 ng/mL and 5 ng/mL respectively. Concentration
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for IL-2 and IL-7 were 25 IUML and 0.3 ngimL, respectively. The fusion inhibitor T20 was

purchased from Sigma Aldrich.

6.7.4 ELISA assays.

Plasma and culture supernatant levels of IFN-o. were measured by ELISA according to the
manufacturer’s instructions (high sensitivity human IFN alpha ELISA kit; PBL Assay Science). We
also used the sensitive HIV-1 p24 ELISA kit (Abcam) to determine HIV-1 production in cell

cultures.

6.7.5 Purification of Mem.

Mem were purified using the untouched memory CD4 isolation kit (EasySep human memory CD4*
T-cell Enrichment Kit; StemCell Technologies) allowing for more than 94.6% purification without

any cell stimulation and apoptosis.

6.7.6 Real-time reverse-transcription (RT)-PCR analysis.

Total RNA was isolated from purified Mem using an RNeasy kit according to the manufacturer’s
instructions (Qiagen). RNA was then reverse transcribed with oligo(dT) primers and SuperScript
Il reverse transcriptase (Life Technologies). PCR was performed using Taq polymerase (GE
Health-care) using set of primers to evaluate ISG expression. The summary of all primers used
in this study is presented in S2 Table. All data are presented as relative quantifications with
efficiency correction based on the relative expression of target genes versus the gapdh gene as
the reference gene. cDNA was amplified using SyBR Green | OPCR master mix (Applied
Biosystems), and all data were collected using the Rotor-Gene RG-3000 (Corbet Research) and
analysed by the comparative threshold cycle (CT) method using the Rotor Gene Q serie software
2.3.1.

6.7.7 Western blots.

Purified Mem from all groups were subjected to SDS-PAGE and Western blot analysis to assess
USP18 expression as previously described [4, 72]. Of note, results are expressed as
densitometric quantification of specific bands performed using ImagedJ software. The levels of
expression of USP18 were normalized to B-actin and were later expressed as the ratio of
densitometric values of protein of interest divided by densitometric values of actin within the same
blot.
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6.7.8 Transfection and siRNA assays.

We first purified 5.106 Mem from all tested groups and electroporated them using Nucleofector Il
technology according the Amaxa Biosystems manufactor’s protocole. Specific USP18 siRNA and
Silencer negative control siRNA were obtained from ThermoFisher Scientific. Of note, 5ug of
siRNA were transfected or not for each condition for 2 hours without antibiotics. Purified Mem
were thereafter washed twice to remove dead necrotic cells, counted and cultured until 48 hours
with their autologous CD4-depleted PBMC (at ratio Mem/PBMC = 74). At 48 hours post-

transfection, some cells were kept to measure USP18 and PTEN protein levels by flow cytometry.

6.7.9 PhosFlow assays.

PhosFlow assays were performed to assess the intracellular expression levels of STAT1 pY701,
IRF7 pS477/479, STAT5 pY694, and AKT pS473. Briefly, cellular fixation was done using 4%
PFA for 10 minutes at 36°C followed by surface staining for 10 minutes at 4°C. Afterwards, the
cellular permeabilization was done using 90% ice cold methanol for 30 minutes at 4°C followed
by 30 minutes of intracellular staining in PBS+2% FBS at room temperature. Of note, we
systematically titrated all antibodies and washed the cells three times at the end of the protocol
to ensure that all background fluorescences were at an appropriately low position on the
fluorescence scale. The viability marker 7-AAD was used to exclude dead cells from analyses.
BD LSRII Fortessa flow cytometer (BD) was used to collect the data which were analyzed using
the DIVA software.

6.7.10 Intracellular staining assays.

Staining assays were performed to assess the intracellular expression levels of PTEN and
USP18. The cellular permeabilization was done using 0.25% (W/V) saponine in PBS for 30
minutes at room temperature. The following multi-parameter antibody cocktail was used: anti-
CD3-BB515, anti-CD4-BV605, anti-CD45RA-APC-Cy7, anti-PTEN-APC and anti-USP18-Alexa
Fluor700. Of note, anti-USP18 IgGix Abs was conjugated to Alexa700 dye using the Zenon
mouse IgG, labeling kit (Life Technologies Inc.) according to the manufacturer’ protocol. The
viability marker 7-AAD was used to exclude dead cells from analyses. BD LSRII Fortessa flow
cytometer (BD) was used to collect the data which were analyzed using the DIVA software. Once
again, we titrated all antibodies and washed the cells multiple times during the staining protocol

to minimize all background fluorescences.
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6.7.11 Fas-induced apoptosis and cytokine-mediated Mem protection.

We first cultured 10® PBMC with either SF1670, IFNAR or its respective isotype control (rat anti-
mouse |gG2a Abs) for 48 hours. We also transfected or not Mem with USP18 siRNA or negative
control siRNA for 48 hours. Cells were then treated or not with 1.25 ug/mL of anti-Fas CH11 Abs
in the presence or absence of cytokines (IL-2 or |IL-7) for an additional 24 hours. We determined
in Mem for all tested groups an all conditions both the numbers (N) and percentages of constitutive
apoptosis (without any treatments), Fas-induced apoptosis and the cytokine-mediated Mem
protections when the cells were stimulated with IL-2 or IL-7. Number of Fas-induced apoptotic
Mem were determined by the formula: N of apoptotic Mem with CH11 — N of apoptotic Mem
without CH11. Similarly to cell numbers, % of Fas-induced apoptosis were determined by the
formula: % of apoptosis in Mem with CH11 — % of apoptosis in Mem without CH11. As a reminder,
cytokine-mediated Mem protections were calculated in fold change (FC) with the formula: Number
of Fas-induced apoptotic Mem without cytokine / Number of Fas-induced apoptotic Mem with

cytokine.

6.7.12 Production of lentiviral vectors and Mem transduction.

To produce lentiviral vectors, we used the packaging plasmid psPAX2 and envelope plasmid
pMD2G as previously done [4]. As transfer vector, we used either USP18 CRISPR/Cas9 KO
plasmid or its respective negative control plasmid (Santa Cruz Biotechnology; sc-402259 and sc-
418922, respectively). Briefly, the recombinant virion particles were produced by transient
polyethylenimine co-transfection of 107 293T cells in 175 cm? flasks using 50 ug transfer vector
(USP18 CRISPR/Cas9 KO plasmid or control CRISPR/Cas9 plasmid), 200 ug of psPAX2, and
200 ug of pMD2G. The transfection medium was replaced after 24 hr with fresh serum free DMEM
medium (Sigma Aldrich). Viral supernatants were collected at 6 days post-transfection, filtered
through a 0.45-mm filter and concentrated 150-fold by centrifuging through filtration columns
(Centricon Plus-20, molecular weight cutoff 100 kDa; Millipore) at 3000g at 4°C. The concentrated
recombinant virus were stored in -80°C for further usage. Viral titers (ng/mL) were assessed by
using HIV-1 p24 ELISA. Of note, we used 100 ng of lentiviral vectors (LV) per 1.108 purified Mem
for 4 hours, washed the cells twice and cultured them until 48 hours with their autologous CD4-
depleted PBMC (ratio Mem/PBMC = V) to achieve significant USP18 inhibition.
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6.7.13 Long-lasting Mem maintenance assays.

2.10* purified Mem were first activated with 0.5 pg/mL anti-CD3 and 1 ng/mL anti-CD28 Abs in
the presence or absence of ST1670, anti-IFNAR or its respective isotype control for 2 hours. Mem
were then washed twice, counted and cultured with 8.10* autologous CD4-depleted PBMC.
Cultured cells were re-stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 Abs with or without the specific
inhibitors at days 7, 14 and 21. To interfere with USP18 expression during the long-term culture,
we also purified Mem from all groups, transduced them with LVuyspig ko or LVcy for 4 hours. At 4
hours post-transduction, we counted the cells and cultured 2.10* of them with 8.10* autologous
CD4-depleted PBMC. Cultured cells were re-stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 Abs at days
7, 14 and 21. Total numbers of viable Mem were counted, and the half-lives of these cells were
estimated for each study groups at days 7, 14, 21 and 28 of culture. We also determined in gated
Mem the levels of apoptosis using Annexin-V staining and the expressions of USP18 and AKT
pS473 by flow cytometry. We also assessed by ELISA the levels of both IFN-a and virus
productions in supernatants during the time course of culture. Finally, we also determined at day
7 of culture the levels of cell proliferation, differentiation and apoptosis in Mem for all donors as

previously done [4].

6.7.14 HIV-1-specific stimulation.

PBMC were specifically stimulated for 18 hours with 5 ug/mL HIV-1 p55 Gag antigens (Austral
Biologicals) and 1 pug/mL anti-CD28 Abs in the presence of GolgiPlug and GolgiStop (BD
Biosciences). HIV-1-specific stimulations were performed with or without SF1670. We also pre-
transduced for 48 hours purified CD4 T-cells from HIV-1-infected subjects before the HIV-1 Gag
stimulation. Of note, we added 10 uM AZT (Sigma Aldrich) in cultures from ART" subjects to
prevent de novo infections (confirmed by HIV-1 p24 ELISA in culture supernatants). Finally, we
assessed by flow cytometry the levels of apoptosis using Annexin-V staining and AKT pS473 in
responsive IFN-y* HIV-1-specific CD4 T-cells. Of note, we included HIV™® donors as negative
controls for HIV-1-specific stimulations. Uninfected controls were used for setting gating regions
and discerning positive from negative cells. BD LSRII Fortessa flow cytometer (BD) was used to

collect the data which were analyzed using the DIVA software.

6.7.15 Spleen processing and cell isolation.

Spleen tissue was processed within 30 min of surgery (patient info: 47 year old, VL = 3.21 Log

copies/ml, CD4 count = 611 cells/pl and CD8 = 1513 cells/pl, 10 years of infection). Blocks were
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cut into small pieces and forced through a 70um sterile filter using the plunger of a syringe. Filtrate
was kept at 4°C for 2 hours until further processing. Unfiltrated tissue was dissociated
enzymatically by digestion with Liberase DL (Roche, Laval, QC, Canada) at 0.1 mg/ml for 1h at
37°C. The digestion material was diluted 3 fold with PBS containing 2% fetal bovine serum (FBS).
Mononuclear cells were then isolated from splenocyte filtrate or tissue suspension by
centrifugation other ficoll (Wisent, Saint-Jean-Baptiste, QC Canada). Splenocytes were then
counted using 0.2% trypan blue to evaluate viability (around 85%), and finally frozen in FBS
containing 10% DMSO for further use.

6.7.16 Statistical analysis.

We used the non-parametric Mann-Whitney U test that assumes independent samples for all
statistical analyses between study groups of subjects (* symbol). On the other hand, statistical
analyses between two different in vitro conditions were performed using two-sided Student paired
t test. Spearman’s correlation test was used to identify association among study clinical and
immunological variables (B symbol). P values of less than 0.05 were considered significant. Of
note, several symbols were used depending the statistical analyses. One symbol, 0.05> P> 0.01;
two symbols, 0.01 > P> 0.001; three symbols, 0.001 > P> 0.0001; and four symbols, P < 0.0001.
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absolute numbers of CD4 counts for 10 PHI, 10 CHI and 10 ART* subjects.
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Study HIV-1-infected population [n = 30]

Primary HIV-1-infected Chronically HIV-1-infected Succesfully treated *

Characteristics (PHI) patients [n = 10] (CHI) patients [n = 10] (ART*) patients [n = 10]
Time of infection, d

Mean + SD 63.2+26.8 >3y >3y
Range 32-119 - -
Age, y

Mean + SD 423 +7.6 369+8.3 35.7+6.9
Range 30-53 21-49 23-45
Male sex, no. (%) 9(90) 10 (100) 8 (80)
CD4 count, cells/uL

Mean + SD 460 £ 175 434 + 143 617 £ 235
Range 200-760 260-780 410-990
CD8 count, cells/uL

Mean + SD 2007 + 2252 771+ 252 692 + 419
Range 464-7910 410-1170 360-1600
CD4/CD8 ratio

Mean + SD 0.41+£0.28 0.61+£0.22 1.17£0.72
Range 0.07-1 0.32-0.85 0.28-2.61
VL, Log10copies/mL

Mean £ SD 5.48 £0.79 4.55 + 0.67 <16*
Range 4.58-6.65 3.38-5.67 -

* ART* patients were treated for at least 2.5 years and within 3 months of the infection (early administration)
** ART™* patients had an undetectable viral load, 40 copies/mL is the minimum detection threshold
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S2 Table. Primers used for the real time RT-PCR.

Gene Name

Forward

Reverse
5'-CTG GAG CAT GAA GAA CTG-3'

5'-AGA AGG AGC TGG AAG AAG-3'

mxa

5'-CCA TCC TCA AGT CGA CAA GAA-3'

5'-TTG GGC TTT GGG CAC CTT-3'

oas.1
samhd1

5'-AGA TCA CGC CAC TGC ACT CCA-3'

5'-GTT CTC GGG CTG TCA TCG CAA C-3'

5'-CTT TCG CTG TGC CAT GAA CTC-3'

5'-AGC TGC CCT TGT TCC TGC T-3'

irf1

5'-CCC CAT CTT CGA CTT CAG AG-3'

5'-AAG GAA GCA CTC GAT GTC GT-3'

irf7
isg56

5'-TCA GGT CAA GGA TAG TCT GGA G-3'

5'-AGG TTG TGT ATT CCC ACA CTG TA-3'

isgl5

5'-TCC TGG TGA GGA ATA ACA AGG G-3'

5'-GTC AGC CAG AAC AGG TCG TC-3'
5'-CGA ACA CCT GAA TCA AGC AGT TA-3'

5'-CCT GAG GCA AAT CTG TCA GTC-3'

uspl8

5'-GAC CTG ACC TGC CGT CTA-3'

5'-GTT GCT GTA GCC AAATTC GTT-3'

gapdh
statl

5'-ATG GCA GTC TGG CGG CTG AAT T-3'

5'-CCA AAC CAG GCT GGC ACA ATT G-3'
5'-TCATTG TAC AGA ATG TGC CGG-3'

5'-TTA CTG AAG ATC AAG CTG GGG-3'

stat5a
akt

5'-TCT ATG GCG CTG AGA TTG TG-3'

5'-CTT AAT GTG CCC GTC CTT GT-3'
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S3 Table. List of all antibodies used (including information about the vendor, clone IDs and fluorophore).

Surface

Phosflow

Intracellular

Immunogen clone ID fluorophore vendor
CD3 UCHT-1 Alexa Fluor 700 BD Biosciences
CD3 UCHT-1 BB515 BD Biosciences
CDh4 RPA-T4 APC H7 BD Biosciences
CD27 M-T271 BV421 BD Biosciences
CCR7 3D12 PE-Cy7 BD Biosciences
PD-1 EH12.1 PE-Cy7 BD Biosciences

CD45RA 2H4 ECD Beckman Coulter
IFNAR1 85228 APC R & D systems
IFNAR2 REA124 PE Miltenyi Biotec

STAT1 pY701 4a PE BD Biosciences

STATS pY694 47/Statb (pY694) PE BD Biosciences

AKT pS473 M89-61 PE BD Biosciences

IRF7 pS477/S479 REA310 PE Miltenyi Biotec

STAT1 s727 Stat1S727-C6 FITC Thermo Fisher

PTEN A2B1 Alexa Fluor 647 BD Biosciences

IFN< 4S.B3 Alexa Fluor 647 BD Biosciences

IL-2 MQ1-17H12 FITC BD Biosciences
TNF-« MAb11 BV 421 Biolegend
USP18 E-5 Unconjugated* Santa Cruz

*Abs were conjugated to Alexa700 dye using the Zenon mouse IgG1 labeling kit (Life Technologies Inc.)
according to the manufacturer’ protocol
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S7 Fig. Specific USP18 gene silencing led to significant inhibition of its protein expression in Mem from HIV-
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positive cells). (C) PTEN expression in Mem that have been electroporated alone or transfected with scrambled siRNA.
(A-C) (n=10). The error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used for paired t test (comparison
between treated Mem and control). *, symbol used for Mann-Whitney test (comparison between study groups).
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S9 Fig. Interfering with USP18 in Mem from PHI and CHI improves cell resistance to apoptosis as determined
by the percentages of apoptosis. (A) Percentage of Fas-induced apoptosis in Mem in the presence or absence of
IL-2 or IL-7 stimulation. Fas-induced apoptosis was calculated according the formula: % of apoptosis in Mem with CH11
— % of apoptosis in Mem without CH11 (n = 10). (B) Number of Fas-induced apoptotic Mem in the presence or absence
of IL-2 or IL-7 stimulation in Mem that have been pre-treated for 48h with SF1670 (i), a-IFNAR or its respective isotype
control (ii), or pre-transfected or not for 48 hours with USP18 siRNA (iii). Number of Fas-induced apoptototic Mem was
calculated according the formula: N of apoptotic Mem with CH11 — Number of apoptotic Mem without CH11 (n = 10).
The error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used for paired t test (comparison between
treated Mem and control). *, symbol used for Mann-Whitney test (comparison between study groups).
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S$10 Fig. USP18 siRNA transfection in Mem does not impact their CD95 expression levels. (A,B) Expression
levels of CD95 in Mem that have been pre-transfected 48 hours with specific USP18 siRNA or scramble control. Results
are expressed as (A) mean fluorescence intensities and (B) percentages of positive cells. (A,B) (n =10). The error bars
indicate standard deviations from the means.
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S$11 Fig. CRISPR/Cas9 mediated USP18 gene editing in Mem results in significant and sustained inhibition of
USP18 expression. (A) USP18 expression in Mem that have been transduced or not for 48 hours with lentiviral
CRISPR/Cas9 vectors mediating USP18 gene editing (lentiviral vectors for USP18 knock-out or LVusp1s ko) or control
lentiviral vectors (LVct) in PHI, CHI and HIV™e subjects (MFI; n = 10). Representative histograms including isotype
control are also shown on the right side for one PHI subjects. (B) USP18 expression in Mem from PHI, CHI and HIVfree
subjects following Mem TcR activation every 7 days for 28 days in the presence or absence of CRISPR/Cas9 mediated
USP18 gene editing (n = 6). The error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used for paired t
test (comparison between treated Mem and control). *, symbol used for Mann-Whitney test (comparison between study

groups).
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S$12 Fig. Specifically interfering with USP18 expression in Mem does not impact IFN-a secretion or virus
production during long-lasting in vitro assay. (A) IFN-a and (B) p24 levels in culture medium from PHI and CHI
subjects at day 7, 14 and 21 days of culture when Mem have been transduced or not at day 0 with LVusp1s ko. Results
are expressed in pg/mL (n = 6). (C) Apoptosis levels in Mem from PHI and CHI at day 7 of culture when treated or not
with two antiretrovirals (ARV) (n = 6). In this context, we used 10 uM AZT and one fusion inhibitor to prevent any de
novo infection (100 nM T20). We also added or not at day 0 of cultures 150 IU/ml IFN-a to sustain IFN-I signaling in
the absence of virus. The levels of HIV-1 p24 in pg/ml assessed at day 7 in supernatants are also indicated in bold for
all conditions (Und., undetectable levels). The error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used
for paired t test (comparison with no treatment or NT).

109



*kkk

H pPHI —Iﬁ
O CHI

ART* — Kkkk -
Jole — — M=% 1
BpBS isotype [[| 7+~ 79f°
600 -
T 576
1 No transduction 71.8%
E ———
= 486
S 400 -+ LVPg, 66%
% 123
é L l LVPysp1sK 9.3%
)
= USP18 expressi
o 200 -+ .\(\’0’ —|— expression
D Ao &
> v o g
%\ Qxl%. ) |
e’ L
0 I T T T T T T T I
\Y
A0 Q O\S xb\(“ o Q 0\3 \EO . o(\ Q ® \l\O
© N RO K3 20 O R
6\)6:\ Q\B‘E) 6\)0 Q \)‘5? 600 Q\)%Q
A% o N S »
‘3‘09 \&@'{\ ‘6"\’(\
$°\S WO e

S$13 Fig. Significant inhibition of USP18 expression levels in HIV-1-specific CD4 T-cells with CRISPR/Cas9
mediated USP18 gene editing. USP18 expression levels (MFI) in IFNy* HIV-1-specific CD4 T-cells following 18 hours
of Gag stimulation when cells have been pre-transduced or not with LVusp1s ko. Representative histograms including
isotype control are also shown on the right side for one PHI. (n = 10). The error bars indicate standard deviations from
the means. 8, symbol used for paired t test (comparison between treated Mem and control). *, symbol used for Mann-
Whitney test (comparison between study groups).

110



/ Viral load | ART

l

/ IFN-a production

l ——— o-IFNAR

/ IFN-a signaling \

/ USP18
/ PTEN

\ AKT activation

\(.'Jytokine, TCR and Gag responses (AKT
activation)
\.Cytokine—mediated cell protection

Long-lasting maintenance
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S$15 Fig. USP18 expression is increased in other cell populations during HIV-1 infection. Constitutive expression
of UPS18 is higher in CD3*CD4"e9, CD3"e9CD4"¢9 and monocytes from PHI and CHI when compared to HIVfee subjects
as determined with MFI values (left) and percentages of positive cells (right) (n = 10). Representative histograms
including isotype control are also shown below. The error bars indicate standard deviations from the means. *, symbol
used for Mann-Whitney test (comparison between study groups).
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S$16 Fig. Functional defects observed in viremic HIV-1-infected subjects are not rescued by IFNAR blockade.
(A) Results are shown as the increases in FC (Fold change) of TCR-induced secreting Mem in the presence or absence
of IFNAR blockade. Secreting cells are defined as producing either IFN-y, TNF-a, IL-2, or combinations of multiple of
them. No statistical differences were observed in the percentage of secreting Mem in the absence of TCR activation
for all study groups of subjects. (B) Results shown are the increases in FC of TCR-induced IFN-y producing Mem in
the presence or absence of IFNAR blockade. (C) Percentages of PD-1 positive cells in Mem in the presence or absence
of IFNAR blockade. (D) Representative distribution of secreting PD-1 positive Mem in the presence or absence of
IFNAR blockade. (A-D) N = 10. The error bars indicate standard deviations from the means. 8, symbol used for paired
t test (comparison between Mem treated a-IFNAR and IgG2a controls). *, symbol used for Mann-Whitney test
(comparison with HIV™e controls).
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Annexin V

$17 Fig. Targeting USP18 expression in spleen CD4 T-cells from an HIV-1-infected subject results in reduced
apoptosis. Briefly, spleen cells were collected and transduced for 48 hours with LVct or LVusp1s ko. Transduced cells
were then activated or not using anti-CD3 and anti-CD28 Abs (TCR stimulation), or p55 Gag and anti-CD28 Abs (HIV
stimulation). (A) Gating strategy to detect the virus-specific CD4 T-cells at 18 hours of HIV-1 stimulation using IFN-y
expression. (B) USP18 expression in gated Mem after 48 hours of cell transduction. Isotype control is also shown in
grey. (C) Levels of apoptosis on transduced CD4 T-cells after cell activation. Representative histograms show the
apoptosis in Mem and IFN-y* virus-specific cells for TCR and HIV stimulation, respectively.
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8 DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

8.1 Importance de la signalisation IFN-I lors de I'infection par le VIH-1

Les IFN-I, faisant partie intégrale de la réponse immunitaire innée, sont souvent considérées
comme la premiére ligne de défense contre plusieurs infections virales incluant le VIH-1. Leur
réle dans la réponse immunitaire innée provient de I'expression de plus de 300 ISG contribuant
a l'inflammation, 'immunomodulation et la défense de I'héte (Schoggins et al., 2011). En plus de
la réponse innée, la signalisation IFN-I contribue de maniére importante a la réponse adaptative,
notamment en amorcgant la différentiation des monocytes en macrophages et DC favorisant
l'activation des fonctions adaptatives des lymphocytes T (lijima et al., 2011). Ces deux facettes
de la réponse IFN-I en font un élément crucial des réponses antivirales, particulierement efficaces
pour contrbler les infections aigues. Cependant les évidences que cette signalisation cause des
effets néfastes lorsqu’elle est maintenue, comme c’est le cas lors d’infections persistante ou de
maladie auto-immune, se sont accumulées dans les derniéres années. Comme mentionné
précédemment, le phénotype suppressif de cette signalisation est marqué par la réduction de la
prolifération des DC et du nombre total de monocytes, macrophages et cellules « Natural Killer »
(Boasso et al., 2008; Teijaro, 2016). En plus des effets néfastes sur différents aspects de
limmunité innée, la signalisation IFN-I soutenue engendre une perte des lymphocytes B et une
perturbation du follicule B altérant 'immunité humorale ainsi qu’une perte de lymphocytes CD4 et
une diminution de l'activité antivirale de lymphocytes CD8 affectant 'immunité cellulaire (Cheng
et al., 2017; Daugan et al., 2016; Fallet et al., 2016).

C’est dans ce contexte que notre projet vient s’ajouter aux évidences de l'impact négatif de la
signalisation IFN-I sur la survie des CD4 mémoires lors de l'infection par le VIH-1. En effet, des
études ont montré le role de la signalisation IFN-I sur 'apoptose médiée par TRAIL/DR5 chez les
CD4 mémoires (Herbeuval et al., 2005a, 2005b). En outre, bien que certaines études aient déja
démontré que la signalisation IFN-a pouvait interférer avec la capacité des lymphocytes CD4 a
répondre a I'lL-2 et IL-7 interférant avec la signalisation AKT et menant & une diminution de leur
maintien homéostatique (Cha et al., 2014; Nguyen et al., 2015) ainsi qu'une sensibilisation a
'apoptose médiée par Fas (Fraietta et al., 2013), nous présentons dans ce projet une explication
du meécanisme moléculaire impliqué dans ces phénotypes. Nous avons ainsi démontré que la
signalisation IFN-I chez les CD4 mémoires menait a une augmentation de I'expression d’'USP18,
ceci causant une augmentation de la présence de PTEN interférant avec l'activité d’AKT

diminuant ainsi la capacité des cellules a répondre a différents signaux de survie (S14 Fig).



Pour conclure, nos travaux s’incluent dans un contexte ou globalement la présence maintenue
d’interféron de type | lors d’infections persistantes est liee a la pathogéneése virale. Il a déja été
bien établi que la présence persistante d’'IFN-I affecte 'immunité humorale, innée et cellulaire.
Ainsi, ce projet permet de souligner et de clarifier une des voies de signalisation par lesquelles

les IFN-I affectent 'immunité cellulaire.
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8.2 Role d’'USP18 lors d’autres infections virales

Le double role d’'USP18 rend les déductions de son impact lors d’autres infections difficiles a dire.
Par exemple, lors de linfection par le VHC, I'effet délétere d’USP18 vient de son effet inhibiteur
de la signalisation IFN-I permettant la persistance virale (Chen et al., 2011; Li et al., 2014). De
fagon similaire, USP18 favorise la production virale du VHB indépendamment de son activité
isopeptidase (Li et al., 2020). Ainsi, il semble que dans le cas d’infections chroniques ou la
réponse IFN-I est connue comme étant lacunaire, USP18 peut favoriser I'infection via son activité
d’inhibition de la réponse IFN-I. D’autre part, USP18 pourrait potentiellement jouer un réle dans
les infections aigues tel I'influenza A et SRAS-CoV-2 les deux induisant des enzymes ciblant
ISG15 (Munnur et al., 2021). De facon intéressante, SRAS-CoV-2 induit un état de delSGylation
menant a un phénotype pro-inflammatoire chez les macrophages réduisant leur capacité a
présenter des antigénes. Ainsi, I'activité isopeptidase d’USP18 pourrait favoriser d’autant plus ce
phénotype en empéchant l'activité d’'ISGylation d'ISG15. En ce qui concerne l'autre réle d’'USP18,
il est maintenant bien établi que la sévérité de l'infection par SRAS-CoV-2 est associé a un délai
dans la réponse IFN-I (Lei et al., 2020). Ainsi, son rble d’inhibiteur de la réponse IFN-I pourrait
contribuer a la sévérité de la maladie si USP18 est exprimé t6t lors de cette infection. Donc, lors
de l'infection par SRAS-CoV-2, USP18 pourrait potentiellement exacerber la maladie via ces deux

activités faisant de cette protéine une cible de traitement potentiellement intéressante.
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8.3 Role du traitement

Dans un autre ordre d’idées, de facon indirecte, notre projet se joint a plusieurs évidences de
I'efficacité des ART pour le traitement du VIH-1. En effet, nos résultats démontrent que les ART
sont efficaces pour atteindre des niveaux normalisés d’IFN-a plasmatique, menant ainsi a une

expression d’USP18 comparable aux contréles non-infectés (S5 Fig).

Cependant, jusqu’a 10 % des PVVIH sous ART ne réussissent pas a rétablir une population de
lymphocytes CD4 malgré une suppression virale adéquate (Yang et al., 2020). Ces personnes,
souvent référées comme des « immune non-responder », ont un risque plus élevé de progresser
vers le SIDA. Deux phénotypes liés aux lymphocytes CD4 sont ressortis de la littérature entourant
ces PVVIH, soit des défauts dans les fonctions mitochondriales (Younes et al., 2018; Zhao et al.,
2021) ainsi que des défauts dans leur capacité a répondre a I'lL-7 (Nguyen et al., 2016; Shive et
al., 2014; Tanaskovic et al., 2014). Considérant le role de la voie de signalisation USP18/PTEN
sur la capacité des lymphocytes CD4 a répondre a cette interleukine, notre étude souligne de

nouvelles avenues potentielles de traitements.
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8.4 Avenues de traitements

Un des aspects souvent abordé dans le contexte de recherche fondamentale demeure comment
les nouveaux mécanismes découverts pourraient étre utilisés comme traitements ou pour
améliorer les traitements actuels. Ainsi, la section suivante portera sur trois éléments de la
signalisation décrite ci-haut pour lesquels nous avons réussis a interférer de maniére significative

jusqu’a des niveaux souvent normalisés : IFN-I, USP18 et PTEN.

8.4.1 IFN-I

L’avantage principal de la signalisation IFN-I comme cible de traitement provient du fait qu'un
anticorps interférant avec sa signalisation via sa liaison aux IFNAR ait été récemment accepté
comme traitement pour le lupus érythémateux disséminé (U.S. FDA, BLA 761123, 2021). Dans
ce contexte, deux études chez la souris montrent le potentiel trés prometteur de traitements
utilisant des a-IFNAR pour traiter I'infection par le VIH-1. Ces études ont montré que d’interférer
avec la signalisation IFN-I chez des modéles de souris humanisées infectées par le VIH-1 permet
de réduire significativement la charge virale, le réservoir viral dans les tissus lymphoides,
I'hyperactivation des cellules T et rétablie les fonctions des CD4 mémoires spécifiques au VIH-1
(Cheng et al., 2017; Zhen et al., 2017). Il demeure important de considérer le moment pendant
lequel ce genre de traitement est administré. En effet, 'équipe de Sandler et al. a montré que
d’administrer des a-IFNAR au moment de l'infection par le VIS aggrave l'infection (Sandler et al.,
2014). En outre, la réponse IFN-I est cruciale pour combattre des infections aigués tel I'influenza
A et le SRAS-CoV-2 (Galani et al., 2021; Xia et al., 2020), ainsi des traitements continus aux a-
IFNAR serait une forme d’immunosuppression pouvant rendre ces infections endémiques

d’autant plus dangereuses.

Dans le contexte de nouveaux traitements, il est important de considérer que les PVVIH sous
traitements ART de notre étude ont des niveaux d’'IFN-a plasmatique ainsi que d’'USP18 et de
PTEN chez leur CD4 mémoires comparables a ceux des contréles non-infectés (S5 Fig). Ainsi,
les bénéfices potentiels de cibler cette voie de signalisation ne sont peut-étre pas assez important
en considérant les risques mentionnés plus haut. Cela étant dit, des traitements anti-IFNAR lors
de notre protocole de traitements de longue durée des CD4 mémoires a la suite d’activation TCR
ont permis d’augmenter le nombre de CD4 mémoires des patients ART de maniére significative
ainsi que leur niveau d’activation d’AKT aprés 21 jours de culture (Annexe |). Ces résultats

soulignent le potentiel des traitements a-IFNAR en combinaison avec un régime antirétroviral
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allégé permettant d’'améliorer certains effets secondaires des ART ou pour tenter de rétablir des

niveaux normaux pour le PVVIH ne répondant pas adéquatement a leur régime de traitements.

8.4.2 USP18

USP18 est au cceur de la signalisation décrite dans cette thése et son implication dans
'expression élevée de PTEN en fait une cible de choix pour combattre la perte de CD4 di a
l'infection par le VIH-1. Selon ce contexte, une délétion compléte d’'USP18 a été démontré comme
étant bénéfique pour les macrophages lors de l'infection par le VIH-1 en améliorant leur réactivité
face aux IFN-I (Taylor et al., 2018). En plus d’améliorer la réponse au IFN-I, cette délétion
d’'USP18 permet aussi une augmentation de p21 bloquant ainsi la réplication du VIH-1 dans les
cellules myéloides THP-1 (Osei Kuffour et al., 2018). Il faut cependant considérer que d’éliminer
l'activité d’inhibiteur de la signalisation IFN-I1 d’USP18 pourrait avoir des effets plus négatifs que
positifs sur des populations cellulaires déja affectées par une présence chronique d’IFN-I.
L’'importance d’USP18 est aussi soulignée dans un contexte de développement homéostatique
ou son absence cause une interferonopathie de type 1 menant a un syndrome pseudo-TORCH,
qui est caractérisé comme la présence de symptdbmes comparables a ceux d’infections
congeénitales causées par toxoplasmose, rubéole, cytomégalovirus ou herpés sans présence de
ces organismes, chez I'humain (Meuwissen et al., 2016). Dans ce contexte, il est important qu’un
traitement visant USP18 comme cible doive inhiber spécifiquement son activité isopeptidase sans
affecter son réle comme inhibiteur de signalisation IFN-I. Une preuve de ce concept a été
effectuée par I'équipe de Malakhova et al. qui a montré que de réintroduire un USP18 avec une
modification au niveau du site actif isopeptidase chez la souris leur confére une réponse antivirale
supérieure tout en évitant une hypersensibilité aux IFN-I présente chez les souris sans USP18
(Malakhova et al., 2006). Ainsi, inhiber I'activité isopeptidase d’'USP18 semble étre une stratégie
intéressante pour non seulement augmenter la survie des CD4 mémoires, mais aussi
potentiellement améliorer les réponses antivirales. A ce jour, aucun inhibiteur spécifique de cette
fonction d’'USP18 n’a été identifié.

8.43 PTEN

Finalement, le dernier aspect de la voie de signalisation décrite dans cette thése susceptible
d’étre modulé a des fins de traitement est PTEN. Cet enzyme catalyse spécifiquement la
déphosphorylation de PIP3, menant a I'inhibition d’AKT diminuant ainsi la croissance et la survie

cellulaire (Chu et al., 2004). De maniére intéressante, PTEN a déja été démontré comme ayant
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un rble dans les fonctions de phagocytose des macrophages et cellules myéloides lors
d’infections bactériennes notamment en réduisant le chimiotactisme, le recrutement aux sites
d’'inflammation ainsi que les réponses médiées par le récepteur Fc (Cao et al., 2004; Li et al.,
2009; Subramanian et al., 2007). En plus de son réle lors d’infections bactériennes, certaines
études ont aussi regardé la possibilité d’inhiber PTEN pour améliorer les fonctions de
phagocytose des macrophages alvéolaires (Canetti et al., 2007; Hubbard et al., 2011). De fagon
importante, une étude par Li et al a rapporté des effets bénéfiques de SF1670, l'inhibiteur de
PTEN utilisé dans notre projet, dans le contexte des fonctions de granulocytes dans un modéle
murin (Li et al., 2011). Cela dit, deux aspects demeurent a considérer par rapport au potentiel

d’utiliser des inhibiteurs de PTEN comme traitements :

= La majorité de ces inhibiteurs ciblent plusieurs phosphatases (Spinelli et al.,, 2015)
requérant ainsi des travaux pour balancer l'efficacité et la sélectivité des composés.

= La plupart des travaux considérent les effets de l'inhibition de PTEN dans le contexte de
son activité phosphatase envers PIP3, mais PTEN posséde aussi d’autres cibles pour son

activité phosphatase (Leslie et al., 2009)

Pour conclure, ce projet a permis de jeter la lumiére sur I'importance de la voie de signalisation
IFN-1/ USP18 / PTEN sur la survie de CD4 mémoires lors de I'infection par le VIH-1 offrant ainsi
trois cibles potentiels de traitements avec les a-IFNAR montrant le plus de potentiel dans un

avenir proche.
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8.5 Perspectives

Comme mentionné précédemment, USP18 est connu principalement pour avoir deux fonctions,
soit sa fonction isopeptidase permettant de dissocier ISG15 de PTEN stabilisant I'expression de
ce dernier ainsi que sa fonction dans la régulation négative de la signalisation IFN-I en se liant a
la sous-unité IFNAR-2 du récepteur inhibant ainsi la voie JAK-STAT (Mustachio et al., 2017;
Sarasin-Filipowicz et al., 2009) (Figure 4.1.). La premiére fonction est celle décrite et étudiée lors
de ce projet, ainsi une question demeure : pourquoi les CD4 des PVVIH, qui expriment USP18
de fagon importante, affichent un phénotype de signal IFN-I maintenu? Il est intéressant de noter
qgu’une étude récente par Sugawara et al. semble démontrer qu’en fait les CD4 des PVVIH sont,
en effet, réfractaire a la signalisation IFN-I et que cet état réfractaire est médié par USP18
(Sugawara et al., 2021). Cependant, la majorité des résultats permettant a leur équipe d’arriver a
cette conclusion provient de résultats présentés sous forme de ratio entre les niveaux aprés
traitements IFNa2b et les niveaux basals. Or, que ce soit dans notre étude ou celle de I'équipe
de Sugawara, les CD4 de PVVIH montrent une signalisation IFN-I basale plus élevée que les
contrbles non-infectés. Ainsi, il est fort probable que le phénotype observé dans leur étude est
une réflexion d’'un niveau plus élevé initial de signalisation IFN-I plutét que d’'une condition
réfractaire aux IFN-l. Ceci étant dit, deux raisons pourraient expliquer les phénotypes de
signalisation IFN-I chez les CD4 mémoires des PVVIH malgré la présence plus importante
d’'USP18 :

=  STAT2 est non seulement un effecteur positif et spécifique essentiel de la signalisation
IFN-I, il est aussi crucial pour la régulation négative de cette voie signalétique médiée par
USP18 (Arimoto et al., 2017). L'importance de STAT2 comme régulateur de cette voie est
soulignée par deux études récentes démontrant que des mutations homozygotes de
STAT2 meénent a une interferonopathie de type | chez la souris et ’'humain (Duncan et al.,
2019; Gruber et al., 2020).

= Le substrat du récepteur a I'insuline 4 (IRS-4) est un facteur de régulation impliqué dans
la voie de signalisation de l'insuline favorisant l'incorporation cellulaire de glucose, le
métabolisme lipidique ainsi que la prolifération cellulaire a la suite de son activation (Lavan
et al., 1997). En plus de ces fonctions communes avec les autres IRS, IRS-4 est connu
pour interagir avec USP18 ceci inhibant les fonctions de régulation négative de ce dernier
(Jiao et al., 2017).

Dans ce contexte, il devient intéressant d’explorer I'effet que ces deux candidats pourraient avoir

sur le réle de régulateur de signalisation IFN-1 d’'USP18. En plus du fait qu’IRS-4 ai été confirmé
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comme pouvant se lier a USP18, les PVVIH sont connus comme ayant une réponse a l'insuline
défectueuse (Pedro et al., 2018). Ainsi, il ne serait pas inattendu que l'infection par le VIH-1 méne
a une expression altérée d’'IRS-4 ou de ses régulateurs tels CK1y2 (Li et al., 2018) et miR-493
(Cui et al.,, 2017) chez les CD4 mémoires des PVVIH ceci inhibant I'activité de régulation
d’'USP18. Cela étant dit, contrairement & STAT2 qui est nécessaire pour le recrutement ’USP18
a IFNAR2, la maniére par laquelle IRS-4 affecte l'activité d’'USP18 n’a toujours pas été
démontrée. De fagon trés intéressante, il ne serait pas surprenant que l'effet inhibiteur d'IRS-4
soit en lien avec STAT2. En effet, les études montrant la capacité d'IRS-4 et STAT2 a lier USP18
ont aussi identifié leur site de liaison, soit aux acides aminés 321-372 et 317-371 respectivement
(Arimoto et al., 2017; Jiao et al.,, 2017). Ainsi, l'interaction entre IRS-4 et USP18 pourrait
potentiellement interférer avec la liaison de STAT2 a USP18 empéchant son recrutement a
IFNAR2 et permettant une signalisation IFN-I ininterrompue (Figure 8.1.). L'utilisation d’'une lignée
cellulaire exprimant une version mutante d’IRS-4 aux sites de liaison d’'USP18 pourrait révéler si
et comment IRS-4 inhibe I'activité régulatrice d’'USP18 en comparant les phénotypes de

signalisation IFN-I et les niveaux de colocalisation entre USP18 et STAT2 (Figure 8.1.).
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Figure 8.1. Hypothése des interactions entre IRS-4, USP18 et STAT2 dans la régulation de la
signalisation IFN-.

L’inhibition de la signalisation IFN-I par USP18 est médiée par STAT2 qui permet son recrutement a la sous-unité
IFNAR2. La liaison d'IRS-4 a USP18 pourrait empécher l'interaction entre ce dernier et STAT2 permettant une
signalisation IFN-I ininterrompue. Modifiée de (Schneider et al., 2014)
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De facon intéressante, IRS-4 est aussi connu pour affecter la prolifération cellulaire via la
signalisation PI3K (Hoxhaj et al., 2013). Ainsi, peut-étre que l'interaction entre IRS-4 et USP18
pourrait potentiellement jouer un double réle en diminuant la capacité d'IRS-4 d’interagir avec
PI3K.

Un autre aspect dUSP18 pouvant potentiellement jouer un réle dans le maintien de la
signalisation IFN-I est I'existence de deux isoformes de cette protéine. Bien que peu d’'information
soit disponible sur ces isoformes, Burkart et al. montrent que les deux formes possédent une
activité de régulation de la signalisation IFN-I ainsi qu'une activité de DelSGylation (Burkart et al.,
2012). Outre leur taille, ce qui distingue principalement les deux isoformes est leur localisation
avec la forme courte se retrouvant proportionnellement plus au noyau et la forme compléte dans
le cytosol. Dans ce contexte, il serait possible que la présence plus importante de la forme courte,
se retrouvant proportionnellement plus au noyau, puisse avoir des effets de DelSGylation sans
inhiber autant la signalisation IFN-I. Ceci étant dit, nos travaux peuvent difficilements nous éclairer
en ce qui concerne cette hypothése, surtout que nos immunobuvardages ne réveélent pas de
bande USP18 plus petite indiquant la présence de lisoforme plus court. En ce sens, un
immunobuvardages comparant les fractions cytosoliques et nucléaires permettrait d’évaluer le

réle de cet isoforme d’USP18 lors de I'infection par le VIH-1.

Dans un autre ordre d’idées, il serait aussi intéressant d’explorer le réle de la voie de signalisation
décrite ici chez d’autres populations cellulaires. En effet, lors de notre étude, nous avons
démontré principalement les phénotypes médiés par USP18 chez la population CD4 mémoire.
Cependant, nous avons aussi observé une expression d’'USP18 plus importante chez d’autres
populations cellulaires (S15 Fig). Ainsi, il serait intéressant d’étudier I'impact de cette voie de
signalisation sur d’autres populations cellulaires, comme les lymphocytes T CD8, qui pourraient
potentiellement étre moins sensible au IFN-a (Catalfamo et al., 2011) et les Treg pour lesquels
une étude récente a démontrée le role d'ISG15 sur leur fréquence chez des patients atteints de
lupus érythémateux disséminé (Pacella et al., 2020). En plus, une étude récente a montré le role
d’'USP18 chez les cellules myéloides dans lesquelles sa présence méne a une accumulation de
p53 favorisant la réplication du VIH-1 (Osei Kuffour et al., 2019). Dans ce méme ordre d’idées,
serait-il intéressant d’explorer le réle de la signalisation IFN-I1 / USP18 / PTEN chez la population
CD4 naives? Il est bien établi que les Mem sont particulierement dépendants de la stimulation
par les cytokines a chaines gamma (Raeber et al., 2018) ainsi que I'importance de l'activation
d’AKT surtout lors de l'infection par le VIH-1 (van Grevenynghe et al., 2008). Ceci est reflété par

les résultats de cette étude qui montrent une corrélation inverse entre les niveaux de

132



phosphorylation de STAT1 et IRF7 et le pourcentage de Mem (Fig. S2). Ainsi, il serait attendu
que la population naive soit moins touchée par I'expression d’'USP18 lors de I'infection par le VIH-
1. De plus, USP18 pourrait potentiellement stabiliser FOXO3a (Wang et al., 2020) affectant

d’autant plus la survie des Mem y étant déja susceptible.

Finalement, nos résultats suggérent aussi qu'USP18 a un réle important dans la survie des CD4
mémoires provenant de la rate (S17 Fig). D’une part, il est possible que d’autres mécanismes
telle la pyroptose soit un facteur plus important pour la perte des CD4 mémoires dans ces tissus
(Doitsh & Greene, 2016; Doitsh et al., 2014). D’autre part, la pénétration pharmacologique des
traitements dans les tissus profonds est connue pour étre un élément limitant des traitements
ART (Cory et al., 2013; Jacobs et al., 2019). Ainsi, il est possible que la normalisation des
phénotypes observés chez les CD4 mémoires de ART lors de notre étude y soit moins importante

réitérant I'importance d’'USP18 pour ces populations cellulaires méme sous ART.
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8.6 Conclusion

En conclusion, 'immunosuppression médiée par les IFN-I provient de multiples facteurs,
plusieurs qui reste a étre identifiés, et cause des problémes non seulement lors d’infections
persistantes, mais aussi lors de différentes conditions chroniques telles les maladies auto-

immunes.

Ce projet apporte une pierre a I'édifice dans la compréhension des mécanismes liés a cette
immunosuppression. Ainsi, nos travaux indiquent que la signalisation IFN-I lors de I'infection par
le VIH-1 méne, notamment chez les CD4 mémoires, a une augmentation de I'expression
d’'USP18. USP18, par son activité isopeptidase, augmente la présence de PTEN interférant avec
lactivité d’AKT et diminuant ainsi la capacité des cellules a répondre a différents signaux de
survie, notamment aux cytokines IL-2 et IL-7 ainsi que I'activation TCR. Nous avons aussi
démontré qu’il était possible d’interférer a différentes étapes de la voie de signalisation avec des
anticorps neutralisants contre IFNAR, de la modification génétique ciblant USP18 et un inhibiteur
de PTEN menant a une diminution de la sensibilité a Fas et une amélioration de la survie a long

terme des CD4 mémaoires.

Le role multiple et complexe des IFN-I sur I'infection par le VIH-1 reste a étre étudié en profondeur
si 'on souhaite les cibler comme avenues de traitements, notamment en utilisant des anticorps
neutralisants, car ils sont a la fois liés a l'inhibition de I'établissement du réservoir ainsi qu’'a
linversement de la latence (Van der Sluis et al., 2020) en plus d’étre essentiel lors de la phase
aigué de linfection (Sandler et al., 2014). Une stratégie ciblant spécifiquement [I'activité
isopeptidase d’'USP18 permettrait potentiellement d’éviter ces problémes en ayant un effet plus

spécifique a la voie décrite ici.
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10 ANNEXE |
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Annexe |. Les Mem des ART+ traitées avec des anticorps neutralisants IFNAR démontrent une amélioration
de leur persistance a 21 jours de culture
(gauche) Nombre absolu de Mem viables provenant de ART+ et HIVfree en présence ou absence d’anticorps
neutralisants IFNAR. (droite) Niveaux d’AKT pS473 dans les Mem viables provenant de ART+ et HIVfree en présence
ou absence d’anticorps neutralisants IFNAR. Résultats représente la moyenne de six expériences indépendantes +/-
E.T. enlog2. * utilisé lors d’un test Mann-Whitney (inter-individus). B utilisé lors d’un t test (intra-individus).



