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RESUME

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) a pour récepteur principal la
molécule CD4 et infecte les lymphocytes T CD4+, mais aussi les macrophages et les cellules
dendritiques. L’interleukine-16 (IL-16), le ligand naturel de la molécule CD4, est une
chimiokine pour les lymphocytes T CD4 et les monocytes. L’IL-16 est capable d’inhiber la
multiplication virale dans les lymphocytes T infectés.

Apres avoir clonée et produite la forme recombinante humaine, nous démontrons
que seule la fraction tétramérique de 1’IL-16 est responsable de 1’inhibition de la multiplication
du VIH, &, tropisme M et T, dans des cellules mononuciées du sang périphérique (PBMC)
infectées. L’IL-16 est également capable d’inhiber la mort cellulaire de PBMC, issus de
patients, induite par les anticorps anti-CD3, anti-CD95 et la dexaméthasone. La suppression de
|’apoptose est en partie corrélée a la diminution de I’expression de CD95 sur les cellules CD4+
activées.

Jusqu’a présent, peu ou pas d’études ont été réalisées pour évaluer |’activité de I’IL-
16 sur les macrophages et les cellules dendritiques, bien qu’elles expriment la molécule CD4.
Nous démontrons que I’'IL-16 module, dans les macrophages et les cellules dendritiques,
I’expression de récepteurs de surface (CD25, CD80, CD86, CDS83), I’expression des
(co)récepteurs du VIH (CD4, CCR5, CXCR4), et la sécrétion de cytokines (IL-10, IL1-RA,

TNF-a IL-6) et de chimiokines (MIP-la, RANTES). Dans un second temps, nous
démontrons que 1’[L-16 est capable d’inhiber la multiplication du VIH dans les macrophages et
les cellules dendritiques. Ses résultats suggérent que 1I’IL-16 est une molécule intéressante dans
le cadre d’une immunothérapie anti-VIH.

La seconde partie de notre travail concerne le monoxyde d’azote (NO°), une molécule qui
posséde, entre autres, des activités antivirales. Notre objectif était d’établir une corrélation entre
la libération de NO°, I’apoptose des cellules T et la multiplication virale dans les macrophages.
Malgré une faible régulation de I’apoptose spontanée des PBMC, le NO° ne module pas la mort
cellulaire des PBMC induite par les anticorps anti-CD3 ou la phytohémagglutinine. Par ailleurs,
ni les PBMC issus de patients, ni les macrophages infectés par le VIH, ne liberent du NO°®, ce
qui est confirmé par I’absence de régulation de I’ARN messager de la NO-synthase. Enfin, le
NO° ne module pas la multiplication virale dans les macrophages confirmant un role mineur du
NO?° dans la pathogénese du VIH.



SUMMARY

The CD4 molecule is the main receptor for human immunodeficiency virus (HIV)
entry in CD4+ T cells, as well as in macrophages and dendritic cells. The chemokine
interleukin- 16 (IL-16), the physiological ligand of the CD4 molecule, is a chemoattractant factor
for CD4+ T cells and monocytes. [L-16 was also found to inhibit HIV-1 replication in acutely
infected T cells.

We have cloned and produced IL-16 in our laboratory and demonstrated that only
the homotetrameric form is biologically active for inhibiting both M- and T-tropic HIV-1
replication in acutely infected peripheral blood mononuclear cells (PBMC). Recombinant IL-16
is also able to inhibit activation-induced cell death in PBMCs from HIV-infected patients
activated by either, anti-CD3, anti-CD95 or by dexamethasone. This effect was found to
correlate with the down-regulation of CD95 expression on activated CD4+ T cells.

No or very limited knowledge is currently available on the effects of IL-16 on
dendritic cells or on macrophages. We demonstrate that IL-16 can modulate, in macrophages
and dendritic cells, with different extent, surface receptors expression (CD25, CD80, CD86,
CD83), HIV (co)receptors expression (CD4, CCRS5, CXCR4), and cytokine (IL-10, IL1-RA,

TNF-a IL-6) or chemokine (MIP-1a,, RANTES ) secretion. Finally, IL-16 also inhibits viral
replicationin HIV-infected macrophages and dendritic cells. Thus, our results argue in favor of
the use of II-16 in anti-HIV therapy.

Nitric oxide (NO°)is an immune effective molecule with known antiviral properties.
Our goal was to establish a link between NO° secretion, T lymphocytes apoptosis and viral
replication in macrophages. Our data indicate that NO° slightly regulates the level of
spontaneous apoptosis in PBMC but not that of activation-induced cell death induced either by,
anti-CD3 or by phytohemagglutinin. No detectable nitric oxide was produced either by PBMC
from patients, or by in vitro HIV-infected macrophages. The later result was confirmed by the
absence of NO-synthase mRNA upregulation upon viral infection. Finally, NO°® did not
modulate HIV replication in macrophages. Taken together, our data indicate that NO° does not
seem to play a major role in HIV pathogenesis.
pathogenesis.



LISTE DES ABBREVIATIONS

ADN: acide désoxyribonucléique

ARNmM: Acide riboncléique messager.

CD: molécule dedifférentiation ( "cluster of differentiation™).

CD 4 0-I: ligand du CD40.

CMH: Complexe majeur d’histocompatibilité.

CPAGg: Cellule présentatrice del’antigéne.

E LIS A: technique immunoenzymatique ( "Enzyme-linked Immunoabsorbent assay").
GM-CSF: Facteur de croissance des lignées macrophagiques et granulocytaire
("Granulocyte-macrophage colony stimulating factor").

gp: glycoprotéine

H4B: Tetrahydrobioptérine

I F N: Interféron.

Ig: Immunoglobuline

IL-: Interleukine

IL-.R: Récepteur a interleukine.

L F A: Molécule d’adhésion ( "Leucocyte function-associated antigen").

L-NMA: inhibiteur dela NO-synthase (N-methy! arginine).

L P S: Lipopolysaccharide.

MIP-: protéine inflammatoire des macrophages ( "macrophage inflammatory protein”)
NFxB: facteur detranscription ("nuclear factor x binding")

NO: Monoxyde d’azote.

N O S-c: NO synthaseconstitutive

N O S-i: NOsynthase inductible.

PBMC: Cellules mononuclées périphériques du sang ("peripheral blood mononuclear
cells")

P CD: mort cellulaire programmée (" programmed cell death").

P CR: Réactions d’ampilification en chaine ( "Polymerase chain reaction").
RANTES: "regulated upon activation, normal T expressed and secreted"
PtSer: Phosphatidylserine

RP MI: Milieu deculture.

R T: Transcription inverse oureverse transcriptase.,

S CID: Souris immundéficiente ( "Severe combined Immunodeficiency").
SDF-1: facteur descellules stromales ( "stromal-cell-derived factor') 1
SIN- 1: Molécule donneusede NO (" 6-morpholino-sydnonimine™).
SNAP: Molécule donneuse de NO ("S-nitroso-acetyl-penicillamine").

T CR: Récepteur T pour I'antigéne ( "T cell receptor").

Th: lymphocyte T auxiliaire ( "T helper’)

TNF: Facteur de nécrose tumorale ( "Tumor necrosis factor").

VIB: Virus delimmunodéficience bovine.

VIF: Virus del'immunodéficience féline

V I H: Virus del'immunodéficience humaine.

V I S: Virus del'immunodéficience simienne.
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AVANT-PROPOS

En 1981, la description des premiers cas de syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA) dans la communauté homosexuelle de
San Francisco a laissé pensé a ’émergence d’une nouvelle maladie. Deux
a trois ans plus tard, I’agent étiologique (le virus de I'immunodéficience
humaine ou VIH) a été isolé et caractérisé, ainsi que la cible
moléculaire, la molécule CD4, permettant I'infection des cellules cibles.
Depuis, de nombreux progrés ont été fait, et on commence & comprendre
certains des mécanismes qui provoquent [a pathogénese. Pourtant, 18
ans aprés, le virus "piége" toujours sa cible, le systéme immunitaire.
Sur le plan thérapeutique, I'ensemble des protocoles de vaccination
testés jusqu'a présent, ont été, pour la plupart, des échecs. Le virus est
comme une "savonnette” que l'on croit tenir, pour finalement nous
échapper. Depuis quelques années, avec l'utilisation de I'AZT, et
maintenant la combinaison d’anti-rétroviraux, l'espoir est revenu. Sous
I'effet de ces traitements, la charge virale fortement diminuée, a méme
atteint des niveaux non détectables (<50 copies/ml) par les outils
modernes d’analyse. L'étude des sujets traités par les anti-rétroviraux a
permis de mettre en évidence des relations étroites qui existent entre

la charge virale et les déficiences du systéme immunitaire.

Le virus infecte plusieurs types de populations cellulaires. Les
lymphocytes T CD4+, la tour de controle de nos défenses, sont les plus
susceptibles a l'infection. D'autres cellules, moins nombreuses, tels que
les macrophages et les cellules dendritiques, sont également
infectables et seraient des cibles privilégiées au niveau des sites
d'infections. Ces cellules pourraient aussi représenter un réservoir

viral. Le VIH est donc un virus qui non seulement infecte les cellules de
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I'immunité acquise (T CD4+), mais aussi celle de I'immunité innée ou non
spécifique (macrophages et cellules dendritiques).

Durant son évolution, le systéme immunitaire a acquis
plusieurs stratégies de défense, et s’adapte ainsi a la nature d’une
agression. Le monoxyde d'azote est I'une des molécules effectives de
I'immunité non spécifique contre les parasites et les virus. Cependant,
dans certaines conditions, son action peut se révéler nuisible pour les
cellules. Malgré I'augmentation de la concentation d’'un métabolite du
NO° observée dans le sérum des patients, le role exact du NO° n’est pas
définitivement établie dans la pathogénése du VIH. Notre objectif a été
de comprendre le lien qui pourrait unir le NO° a Paugmentation de
I'apoptose des cellules T des patients, et son role dans la multiplication

virale.

L’'utilisation de molécules anti-rétrovirales n'éradique pas le
virus. Aujourd’hui, sans une posologie bien respectée, le virus
réapparait, et le systéme est subversif car ce sont des virions
résistants aux médicaments qui émergent.

Que faire pour éradiquer complétement le VIH? Soutenir nos
systémes de défense? Mais comment éviter les conséquences
subversives d'une pression sélective du systéme immunitaire qui, si I’on
tient compte de la théorie de Darwin, favoriserait I'apparition de
populations virales génétiquement mieux adaptées a la réponse
immunitaire et donc plus résistantes. Une hypothése est I’association de
molécules qui agissent soit par une action directe sur la multiplication
virale (la trithérapie), soit par le renforcement du systéme immunitaire
(Fimmunothérapie), ou I'utilisation de molécules qui possédent les deux
activités, ce qui pourrait permettre d'atteindre les sanctuaires ou

réside le VIH sous forme latente.
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Le VIH utilise, pour infecter la cellule cible, la molécule CD4
et des corécepteurs, principalement CCRS5 et CXCR4. Les chimiokines,
qui sont les ligands naturels de CCR5 et CXCR4 sont capables d’inhiber
'infection des cellules T en entrant en compétition avec le VIH pour
CCR5 et CXCR4. Par ailleurs, I'lL-16 , qui est une chimiokine dont le
récepteur naturel est la molécule CD4, est capable d’inhiber Ila
multiplication virale dans les cellules T.L’IL-16 est une chimiokine qui
pourrait donc participer au contrble de I’infection.

Les macrophages et les cellules dendritiques qui expriment
CD4 et les corécepteurs sont également des cellules cibles du VIH. Ces
cellules pourraient avoir un réle important en tant que réservoir et dans
la persistence du virus tout au long de la maladie. Nous nous sommes
donc intéressés a l'activité immune et antivirale de I'lL-16, qui n’a,
jusqu’a présent, pas été établi sur ces cellules. A cette fih, nous avons
cloné et produit I'lL-16 recombinante au laboratoire. Dans un premier
temps, nous avons évalué la capacité de la molécule a moduler
différents récepteurs de surface, dont les récepteurs du VIH (CD4, CCRS,
CXCR4), ainsi que la synthése de certaines cytokines. Ce travail a été
logiquement poursuivi par ['étude de I'activité de FPIL-16 sur la
multiplication du VIH dans les macrophages et les cellules dendritiques.

Aprés avoir.également confirmé son activité antivirale sur des
cellules T, notre travail a porté sur I'un des aspects de la pathogénése
du SIDA, I'apoptose, un phénomeéne actif de mort cellulaire. Dans cette
étude, nous avons évalué les effets de l'interleukine-16 sur I'apoptose

des cellules T infectés in vitro par différentes souches virales.
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1) Les cellules présentatrices d’antigéne

Le VIH infecte les lymphocytes, les macrophages et les celiules
dendritiques qui expriment, a des degrés divers, la molécule CD4 et les
corécepteurs du VIH. Ces cellules participent a la mise en place de la
réponse immunitaire innée (macrophages et cellules dendritiques) et
spécifiques (lymphocytes T et B). Les macrophages et les cellules
dendritiques sont des cellules présentatrices de I'antigene (CPAg).
L’'interaction de la cellule présentatrice d’antigéne avec son antigéne
est une étape essentielle dans 'induction de la réponse immunitaire. En
effet, elle permet aux lymphocytes de reconnaitre ['antigéne via la
présentation d’épitopes, les structures reconnues spécifiquement, et de
s’activer. Les CPAg représentent ainsi l'un des liens entre I'immunité

innée et 'immunité adaptative.

A) Les monocytes/macrophages

Les monocytes/macrophages, originaires de la moelle osseuse,
sont distribués a travers la plupart des tissus et jouent un role dans
I'inflammation et la défense contre les micro-organismes infectieux
(Nathan et al., 1982). L’activité et les fonctions de ces cellules sont
hautement dépendantes des signaux et des stimuli provenant de

I’environnement.
1) La migration
Les monocytes restent présents dans le sang circulant pendant

12 a 72h et gagnent les tissus ou ils se différencient en macrophages.

Ces derniers sont localisés essentiellement dans les organes (foie,
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peau, poumons, rate, ganglions, systéme nerveux) ou les tissus
conjonctifs osseux. Les monocytes sont recrutés du sang vers les tissus
grace a l'action de peptides biologiquement actifs ou de chimiokines
(C5a, RANTES, MIP-1a, MCP-1) (Celada et Nathan, 1994; Baggiolini et
Dahinden, 1994; Standiford et al., 1995).

2) Régulation de la différenciation

La différenciation des monocytes en macrophages est un
processus qui dure plusieurs jours (Zembala et Asherson, 1989). La
survie des monocytes est un composant principal de la maturation de |a
réponse immunitaire. Lorsque l'inflammation est résolue, le nombre de
monocytes et de macrophages décroit, suggérant I’existence d’un
mécanisme physiologique pour le controle et I’élimination de ces
cellules. Certaines cytokines, telles I'interleukine-1g (IL-18), le facteur
de nécrose tumorale alpha (TNF-a), le GMCSF (Granulocyte-Monocyte
Colony Stimulating Factor), 'interféron-gamma (IFN-y) mais aussi les
lipolysaccharides (LPS) préviennent, in vitro, la mort cellulaire
programmée des monocytes et maintiennent leur viabilité (Mangan et
Wahl., 1991). En fait, I'activation des monocytes par des cytokines
proinflammatoires augmente leur survie, alors que des cytokines anti-
inflammatoires, telle que I'lL-4, conduisent les monocytes dans une
voie de mort cellulaire programmée (Heidenreich et al., 1997). La
régulation de la survie des monocytes dépend de I’expression de surface
de CD14. CD14 est un antigéne de différenciation exprimé a la surface
des monocytes matures et des macrophages, et sert de récepteur pour le
lipopolysaccharide. Ainsi, une augmentation de I’expression de CD14
(par le LPS) prévient la mort des monocytes alors qu’une diminution de
son expression (par I'lL-4) les rend plus susceptibles a I’apoptose
(Heidenreich et al., 1997).
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3 )Activités immunomodulatrices des macrophages

L’activation des macrophages en réponse a une stimulation
inclut I'augmentation de I’expression des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) et des molécules costimulatrices (CD80 et
CD86) (Doherty, 1995). L’augmentation de la cytotoxicité a I’encontre
des cellules tumorales ou des parasites (Singh et al., 1993, Liew et
Vickerman, 1997) sont également des caractéristiques de macrophages
activés.

L’IFN-y est I'une des cytokines activatrices des macrophages,

que I'on associe avec une réponse cellulaire T de type Th1. Elle induit la
production d’IL-12 par les macrophages et ainsi favorise le
développement d’une réponse Th1 et la résistance contre des pathogénes
intracellulaires (Trinchieri, 1997). L’environnement cellulaire est un
facteur important dans l'induction des réponses cellulaires T. Par
exemple, la présence de corticostéroides limite la synthése d’'lIL-12 par
les macrophages et pourrait ainsi influencer la réponse immunitaire
vers un profil de type Th2 (DeKruyff et al., 1998). D’autres cytokines,
’IL-4, PlIL-10 ou I'lL-2 sont capables de moduler P'activité des
macrophages (Doherty, 1995). Ainsi, en fonction de leur statut
d’activation, les macrophages sont capables de supprimer Ia
prolifération cellulaire (Schebesch et al., 1997) et d’induire la mort

cellulaire par apoptose des cellules T (Munn et al., 1996).

Les macrophages sont aussi des médiateurs de la cytotoxicité
dépendante des anticorps ou ADCC (Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity), leur permettant la Ilyse de cibles recouvertes
d’'immunoglobulines (Velde et al., 1992).

En réponse a divers stimuli, les monocytes/macrophages

interviennent dans la sécrétion de nombreuses substances. Ils
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produisent les monokines IL-1, IL-6, TNF-a, IFNs, GM-CSF, II-1RA, IL-
12, IL-10 ou I'lL-15, mais également des molécules actives telles que
de nombreux dérivés actifs de I'oxygéne (Curfs et al., 1997; Celada et
Nathan, 1994). Nous verrons par la suite que l'un d’entre eux, le
monoxyde d’azote, est une molécule importante dans les fonctions

cytotoxiques et régulatrices des macrophages.

B) Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont des cellules dérivées de la
moelle osseuse qui fonctionnent comme des cellules présentatrices
d’antigéne. Les cellules souches circulent a travers le flux sanguin dans
les tissus non lymphoides, ou elles se développent pour former des
cellules dendritiques immatures. Les cellules dendritiques auraient pour
origine un précurseur commun a la lignée myéloide. Cependant, il a été
décrit dans le thymus des cellules dendritiques générées a partir d’un
précurseur lymphoide (Cella et al., 1997). 1l est bien accepté maintenant
que les cellules dendritiques sont hétérogénes dans leurs phénotypes,
leurs lignées et leurs fonctions. Les cellules dendritiques sont définies
comme les "sentinelles" du systéme immunitaire (Steinman, 1991) qui

controlent I'immunité (Bancherau et Steinman, 1998).

1) Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques de
I’épiderme et des épithéliums stratifiés des muqueuses orales et
génitales. Elles forment un réseau continu d’a peu prés toute la surface
du corps par I'intermédiaire de longs prolongements appelés dendrites

(Steinman, 1991). Elles sont définies par leur morphologie dendritique,
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par la présence d'un organelle cytoplasmique, le granule de Birbeck
(Romani et Schuler, 1992) et par le marqueur CD1a (Hart, 1997). Elles
n’expriment pas ou peu CD40 et CD86, et possédent peu de molécules du
CMH a leur surface. Ce sont des cellules immatures, spécialisées dans |a

capture et I’apprétement de I’antigéne.
2) Le processus de maturation

Durant leur progression des organes non lymphoides vers les
organes lymphoides, les cellules de Langerhans procédent a une
maturation (Fig. 1). De cellules particulierement efficaces dans |a
capture et le traitement des antigénes, elles deviennent des cellules

spécialisées dans la stimulation des cellules T naives.

Dans I’épiderme, les cellules de Langerhans sont étroitement
associées aux kératinocytes par l'intermédiaire d’une cadhérine, la E-
cadhérine (Tang et al., 1993). La présence d’un facteur inflammatoire
diminue son expression et permet ainsi la migration des cellules de
Langerhans. A cette occasion, I'intégrine a6 (Price et al., 1997) et les
facteurs chimioattractants, tel que C5a (Morelli et al., 1996), jouent un
réle important. Réc'emment, il a été montré que la régulation de
I’expression des récepteurs des chimiokines joue un réle important dans
la migration des cellules dendritiques. En particulier, la maturation
induite par le CD40-ligand, le LPS, P'lL-1 ou le TNF-a diminue
I’expression de CCR1 et CCRS et augmente 'expression de CCR7 (Sozanni
et al., 1998). Ce dernier a pour ligand MIP-38 qui permet la localisation
des cellules dans les ganglions lymphatiques. En effet, les cellules
migrent vers les organes lymphoides proximaux afin d'y rencontrer les

lymphocytes T. Comparées a des macrophages, les cellules dendritiques
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matures sont beaucoup plus efficaces pour présenter l'antigéne et

stimuler les lymphocytes T.

Diverses cytokines sont impliquées dans la régulation de cette
maturation fonctionnelle. Le TNF-a et I’'IL-18 sont des inducteurs de
maturation des cellules dendritiques. lls provoquent en particulier sur
des cellules immatures en culture:

- une diminution de leur capacité a capter les antigénes.

- une augmentation de I’expression ala surface des molécules de CMH de
classe | et Il, des molécules d’adhérence (CD44, CD54 et CD58) et de
costimulation des lymphocytes T (CD40, CD80 et CD86).

- [lapparition du marqueur CD83 caractéristique des cellules
dendritiques matures (Zhou et Tedder, 1995).

- une diminution de leur capacité d’apprétement d’antigénes exogénes
(Romani et al., 1989) accompagnée d’'une augmentation de leur capacité
de stimuler des lymphocytes T naifs allogéniques (Schuler et Steinman,
1985).

- les cellules dendritiques acquiérent la capacité de synthétiser de I'IL-
12 qui favorise |'apparition d’une population T de type Th1 (Winzler et
al., 1997; Heufler et al., 1996).
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Figure 1: Interactions moléculaires entre cellule dendritique et cellule T: La cellule
dendritique, apres activation par des signaux environnementaux, migre vers les ganglions
lymphatiques, en passant par des étapes de maturation. Elle acquiert ainsi la capacité de
présenter 1’antigéne aux cellules T. Au niveau des ganglions lymphatiques, la cellule
dendritique entre en liaison avec la cellule T spécifique pour I’antigéne et la stimule. En retour,
la cellule T renforce la capacité de présentation et de costimulation de la cellule dendritique.
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Certaines cytokines sont capables de moduler le processus de
maturation. L'IL-10 peut diminuer les capacités stimulatrices (Caux et
al., 1994) et le TNF-a régule la capacité de présentation d’antigéne
soluble (Sallusto et Lanzavecchia, 1994) des cellules dendritiques.
L’action de I'IlL-10 est cependant variable, puisque la cytokine est
capable de moduler la maturation des cellules dendritiques activées par
le LPS, contrairement a celles activées par la ligation de CD40 (Buelens
et al., 1997). D’autres molécules participent a la régulation de la
maturation des cellules dendritiques. C’est le cas des glucocorticoides
qui inhibent la maturation finale des cellules dendritiques au contact
des lymphocytes T (Kitajima et al., 1996) et de la protasglandine E2 qui
est capable de controler la production d’IL-12 par les cellules
dendritiques. (Kalinski et al., 1998; Rieser et al., 1997). Finalement, la
maturation finale nécessaire a l'activité des cellules dendritiques, qui
permet la synthése d’'lL-12, est médiée par leur contact avec les
lymphocytes T (Bergstresser et al., 1997), via le complexe CD40/CD40-
ligand et en présence d’INF-y (Caux et al., 1994; Snijders et al., 1998).

Ces résultats montrent la complexité du systéme et

I'importance des facteurs présents dans |’environnement.

Plusieurs approches sont possibles pour obtenir des cellules
dendritiques in vitro (Hart, 1997). L'une d’entres elles consiste a
différencier des cellules dendritiques a partir de monocytes du sang
circulant. En présence de GM-CSF et d’iL-4, nous pouvons obtenir des
cellules dendritiques immatures. L’addition de TNF-a permet d’obtenir
des cellules dendritiques matures qui nous servira de modéle dans notre

étude.
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3) Contréle de la réponse cellulaire T

Comme nous l'avons wvu, suite a leur maturation, I’expression
des molécules costimulatrices CD80 et CD86 est augmentée a la surface
des cellules dendritiques tout comme la sécrétion de I'lL-12 (Cella et
al., 1996) et la libération de chimiokines telles que I'IlL-8, MIP-1a et B
(Caux et al., 1994). En particulier, I'lL-12 produite par les cellules
dendritiques permet le développement de lymphocytes de type Thi,
producteurs d’interféron-gamma (Heufler et al., 1996).

La stimulation des cellules dendritiques par P'IL-10 peut
moduler le type de réponse, Th1 ou Th2, puisqu’il a été montré que dans
ce cas, les cellules dendritiques favorisent I'apparition d’une population
de type Th2, sécrétrices d’ll-4 (Liu et al., 1998). Egalement, les cellules
dendritiques immatures des muqueuses stimulent de facon
préférentielle les lymphocytes de type Th2 (Stumbles et al., 1998).
Ainsi, I'environnement lors de la maturation des cellules dendritiques
et leur état d’activation, peut conditionner le type de réponse, Th1 ou
Th2, des cellules T.

La complexité des cellules dendritiques se retrouvent
également dans leur hétérogénéité. En effet, chez le rat, une expression
différentielle de la molécule CD4 permet de différencier deux sous-
populations de cellules dendritiques, dont les activités stimulatrices
envers les lymphocytes T sont différentes. (Liu et al., 1998). Chez la
souris, il a été décrit, dans les ganglions lymphatiques, trois sous-
populations de cellules dendritiques, dont I'une exprime le marqueur
CD8a, suggérant une origine lymphoide, qui se différencient selon leur
localisation, leur capacité de renouvellement, et leur capacité a
présenter I’antigéne (Salomon et al., 1998). Cette hétérogénéité a été

retrouvée dans la rate des souris ol il a été observé une population de
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cellules dendritiques interdigitées dans la zone T (pulpe blanche)
possédant le marqueur CD8, et une population dans la zone marginale
(pulpe rouge) (Leenen et al., 1998). In vitro, cette sous-population CD8a
est capable de tuer les cellules CD4+ par un mécanisme impliquant la
molécule Fas. En effet, cette population exprime fortement le marqueur
Fas-ligand et ainsi induit une réponse proliférative moins vigoureuse
que celle induite par la population n’exprimant pas CD8 (Siiss et
Shortman, 1996). La prolifération est également restreinte dans les cas
des cellules T CD8+, mais le mécanisme d’inhibition est différent
puisqu’il implique une restriction de la production d’interleukine-2 par
les cellules T (Kronin et al., 1996). Enfin, chez I'homme, il a été
distinguée une population d’origine myéloide capable d’induire Ia
différenciation des cellules T de type Th1, et une population d’origine
lymphoide, dépendante de I'lL-3, qui initierait la différenciation des
cellules T vers un type Th2 (Rissoan et al., 1999).

Il a été démontrée par Inaba et al. (1997) que les cellules
dendritiques des zones T sont capables de présenter de facon importante
des peptides du soi. Ces cellules seraient donc impliquées dans la
régulation de 'autoimmunité. En effet, un role des cellules dendritiques
dans la tolérance des cellules T a été observée in vivo, puisque
I’expansion des cellules dendritiques des voies muqueuses, favorisée
par une molécule de croissance Flt3 ligand, aboutit a I'induction d’une
tolérance orale (Viney et al., 1998).

L’induction de la tolérance pourrait résulter de phénomeénes de
mort cellulaire ou d’anergie (Kurts et al., 1997; Foster et Lieberam,
1996). Il reste a déterminer le choix qualitatif pour l'induction de la
tolérance versus l’activation. En particulier I’environnement lors de la
maturation des cellules dendritiques pourrait étre un facteur majeur
puisqu’il a été observé que les cellules dendritiques, traitées par I'll-

10, peuvent induire une anergie des cellules T (Steinbrink et al., 1997).
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Pour Finkelman et al. (1996) la réponse est dans la présentation de

I’antigéne.

C) Les molécules costimulatrices

L’activation cellulaire T est initiée par la reconnaissance, par
le récepteur T, de complexes peptides/CMH a la surface de cellules
présentatrices d’antigéne. Cependant, ce processus est en général
insuffisant pour un développement complet de la réponse T. En effet, des
signaux supplémentaires sont nécessaires afin d’obtenir une réponse
optimum (Croft et Dubey, 1997). Ces signaux sont fournis par la ligation
de molécules costimulatrices, présentes a la surface des lymphocytes
et des CPAg. De nombreuses études ont suggéré que ce second signal
était fourni par les molécules CD80/CD86 aprés liaison a la molécule
CD28. Il est dorénavant bien accepté qu’une muititude de molécules
participe a cette fonction accessoire qu’est la costimulation et qui
permet une réponse efficace des cellules T.

L'une des molécules de surface la plus étudiée des
lymphocytes T est le CD28 (June et al.,, 1994). Le CD28 présente deux
ligands possibles: CD80/B7-1 et CD86/B7-2 exprimés sur les CPAg. Ces
deux molécules peuvent également se lier a une autre molécule de
surface des lymphocytes T, CTLA-4 (Chambers et Allison, 1997). CTLA-
4 est un ligand de forte affinité qui aurait un réle de régulation négative
de la réponse des cellules T (Krummel et Allison, 1996.).

CD86 est exprimé de facon constitutive sur les cellules
présentatrices d’antigéne, telles que les cellules dendritiques, les
macrophages et les lymphocytes B activés (Hathcock et al., 1994). CD80

n’est que faiblement exprimé a la surface des cellules dendritiques et
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des macrophages, mais il est surexprimé suite a [!’activation des

cellules par des facteurs inflammatoires.

Les signaux de costimulation sont délivrés efficacement par
les cellules dendritiques, et a un moindre degré par les monocytes et les
lymphocytes B activés. Les cellules B et T au repos fournissent au
contraire de faibles costimuli (Jenkins et Johnson, 1993). Ceci est
expliqué par le fait que les cellules dendritiques expriment fortement
les ligands B7, LFA-3 et ICAM-1.

Finalement [Iinduction de la réponse immunitaire peut se
résumer comme suit:

(1) une adhésion cellulaire indépendante de la reconnaissance de
I'antigéne.

(2) la reconnaissance par le TCR de I'antigéne présenté dans le contexte
du CMH, et le renforcement de I’adhésion cellulaire dépendante du TCR.
(3) la costimulation via les interactions spécifiques entre plusieurs
molécules présentes a la surface des lymphocytes et leur ligand
respectif ala surface des CPAg.

L’association de [I'ensemble des signaux conditionne les
mécanismes effecteurs des cellules T, I’'apoptose ou la tolérance de la
cellule T (Shen et Konig, 1998). Nous verrons par la suite I'importance
de la molécule CD4 dans la régulation de I’activation cellulaire T, et les
conséquences de sa ligation dans I'immunodéficience caractéristique de

la maladie du sida.
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II_NO: UNE MOLECULE EFFECTIVE DU SYSTEME IMMUNITAIRE

Le monoxyde d'azote (NO°) est un radical gazeux a demi-vie
courte. Le NO° est I'un des messagers de communications cellulaires les
plus étudiés aujourd’hui. Il est impliqué dans toutes les grandes
fonctions physiologiques (cardio-vasculaire, immunologie, digestion,
reproduction, neurobiologie) (Michel et Arnal, 1993; Bockaert, 1993;
Moncada et Higgs, 1993). Dans le modéle murin, le NO° est produit en
large quantité dans les réactions immunologiques non spécifiques de
défense de I'hdte, mais chez |’homme, son role est encore mal défini. 11
est produit par les macrophages activés et peut avoir des effets
cytotoxiques, non seulement pour les micro-organismes agresseurs,
mais aussi pour les cellules productrices et les cellules voisines. En
effet, le NO° est capable d'interagir avec des radicaux dérivés de
I'oxygéne, pour former des molécules, comme les peroxynitrites, qui
seront alors plus cytotoxiques. Par ailleurs, une production excessive
peut entrainer des problemes comme les chocs septiques ou des cas de
cirrhoses (Nussler et Billiar, 1993; Vallance et Moncada, 1991). Ses
actions cytotoxiques, protectrices et régulatrices sont résumées dans

la figure 2.

A) La NO-synthase

Le monoxyde d'azote est synthétisé a partir de lI'acide aminé L-
arginine, par une famille d'enzymes, les NO-synthases (NOS) (Mayer et
Hemmens, 1997). Jusqu'a présent plusieurs formes de NO synthases ont

été découvertes.
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1) Les NOS-c dites constitutives, activées rapidement par le complexe
Ca2+-calmoduline, que I'on trouve typiquement dans les neurones, mais
aussi dans I'endothélium.
2) Les NOS-i dites inductibles dont l'expression transcriptionnelle est
lente, relativement stable et sous la dépendance de cytokines ou de
toxines. La présence de calcium n’est pas nécessaire pour leur
fonctionnement. Elles ont été décrites dans les macrophages, les
hépatocytes, les cellules de Kupffer, les neutrophiles, les cellules
musculaires lisses des vaisseaux, ou encore les astrocytes. Une méme
cellule, comme la cellule endothéliale, peut exprimer les 2 formes,

I'activité des NOS-i étant plus élevée que les NOS-c.

Les NOS catalysent la séquence de réactions d'oxydation

permettant la production de NO a partir de la L-arginine:

L-arginine---> N hydroxy L arginine---> citrulline + NO°

Elles ont un besoin absolu de NADPH et de 6-tétrahydro-L-
bioptérine (H4B).
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NO

i

Antioxydant Pression vasculaire Inhibe les fonctions enzymatiques
Inhibe I’ adhésion leucocytaire Adhésion cellulaire Induit des dommages 4 I’ADN
Protege contre la toxicité du TNF Perméabilité vasculaire Induit 1a peroxydation des lipides
Neurotransmission Augmente la susceptibilité aux:
Bronchodilatation - Radiation
Inhibe I'adhésion plaquettaire - Agents alcalins
Surveillance du systéme immunitaire - Métaux toxiques
fonctions rénales Diminue les réserves antioxydantes

Figure 2: Effets biologiques du monoxyde d’azote (NO). D’aprés Wink et Mitchell (1998).

B) Régulation de la synthése du monoxyde d’azote.

L’'IFN-y et le LPS sont les activateurs les plus couramment
utilisés pour I’activation de la NO-synthase inductible (Liew, 1995).
Cette production et I'expression de NOS-i sont inhibées de facon dose
dépendante par les cellules préincubées avec I'lL-4 (Liew et al., 1991).
Cependant, un réle de I'lL-4 dans I’augmentation de ’activite de la NOS-
i dans des monocytes, a été suggéré par Defer et al. (1994).L’IL-10 et le
TGFB diminuent également I'activité de la NO-synthase (Liew, 1995). La
complexité de la régulation de la synthése de NO° est illustrée par les
actions contradictoires de I'IL-10. En effet, Corradin et al. ( 1993) ont
démontré que [I'IL-10 augmente la production de NO° par des
macrophages stimulés par une combinaison d’IFN-y et de TNF-a ou par la
prostaglandine E2. Au contraire, lorsque les cellules sont stimulées par

le LPS et 'lIFN~, I'lL-10 inhibe la production de NO°. Ce résuitat est
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contredit par Chesrow et al. (1994) qui montrent une augmentation de
Pexpression de I'’ARN messager de NOS-i suite a l’activation par la
combinaison de LPS et d’INF-y, malgré la diminution observé en présence
de LPS seul. Récemment, il a été montré que I'lL-10 augmente la
production de NO° dans des macrophages stimulés par le LPS (Jacobs et
al., 1998). Les auteurs démontrent que I'lL-10 endogéne joue un roéle
important dans la production de NO° et permet d’augmenter I'activité
microbicide contre Trypanosoma Cruzi. Ainsi, la modulation de la
production de monoxyde d’azote est complexe et dépend des systémes

d’études.

C) NO° et immunité

1) Modulation de I'activation des cellules T par le monoxyde d’azote

I existe beaucoup de controverses sur les différentes
capacités du monoxyde d’azote a moduler I’activation cellulaire. |l est
bien accepté que le NO° inhibe la prolifération des cellules T, bien que
certains modéles démontrent sa capacité a faciliter [’expansion des
cellules T in vivo (Liew, 1995). En fait, il est probable que le NO° inhibe
la prolifération cellulaire a fortes concentrations, et qu’il soit, a des
concentrations physiologiques, nécessaire a I'activation des cellules T
(Liew, 1995).

Le NO° est capable de moduler la réponse immunitaire de type
Th1 (Liew, 1995). Par exemple, le NO° produit par les cellules
épithéliales et les macrophages des voies aériennes de sujets
asthmatiques a un effet inhibiteur sur les cellules Th1, aboutissant a
I’activation ou a I’expansion des cellules de type Th2, normalement

supprimées par I’IFN-y (Barnes et Liew, 1995). Récemment le NO° a été
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impliqué dans I'inhibition de la synthése d’'IL-12 par les macrophages et

ainsi dans la limitation de I’expansion des cellules T de type Th1 (Huang
et al., 1998).

2) L’apoptose.

La modulation de I'apoptose par le monoxyde d’azote est encore
conflictuelle. Le NO° est impliqué dans la sélection thymique en
induisant la mort des thymocytes activés via le récepteur T pour
I’antigéne (Tai et al.,, 1997). Le NO° participe aussi a !'induction de la
mort des cellules T induite par l'activation via le récepteur T a
I’antigéne (Williams et al., 1998). L'induction de I’apoptose par le NO°
dans des cellules Jurkat a été corrélée a leur sensibilité au complexe
Fas/Fas-ligand (Chlichlia et al., 1998). En effet, les cellules sensibles a
la mort induite par des anticorps anti-Fas, sont plus susceptibles ala
mort induite par [Paction du monoxyde d’azote que des cellules
n'exprimant pas Fas. De méme, le NO° induit I'apoptose de PBMC,
provenant d’un patient atteint de leucémie, et trés sensibles a I’action
de Fas (Chlichlia et al., 1998). Cependant les auteurs suggérent que la
mort cellulaire médiée par le NO° implique des voies Fas-dépendantes et
Fas-indépendantes. Par contre, il a été montré que le NO° inhibe
I’apoptose de cellules Jurkat en bloquant I'activité de la voie Fas/Fas-L
(Dimmeler et al., 1998; Melino et al., 1997), mais augmente la mort
cellulaire par nécrose (Melino et al., 1997). Dans un modéle murin, le
NO° inhibe [I'apoptose des cellules T CD4+ induite par le SEB,
contrairement a celles des cellules CD8+, en modulant Pexpansion
clonale et la production de cytokines (Bras et al., 1997). L’inhibition de
I’apoptose est observée dans les ganglions lymphatiques, mais pas dans
la rate et le thymus. Ces observations suggerent un role important des

facteurs de I'’environnement dans la modulation de I’apoptose par le NO°,
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en particulier ['état d’activation des cellules et les cellules
présentatrices de I’antigéne dont les populations sont différentes d’un
tissu a 'autre. L’activité régulatrice du monoxyde d’azote sur I’apoptose
des lymphocytes T de sujets infectés par le virus de 'immunodéficience
humaine, dont le systéme immunitaire est dans un état d’activation

chronique, n’a pas encoré été étudiée.

3) Activité bactéricide et tumoricide.

Les macrophages sont les cellules majeures du systeme
immunitaire pour la production de NO°. En particulier, l'activité anti-
microbienne représente l'un des roles primordiaux du NO° (Nussler et
Billiar, 1993). Cette activité est bien illustrée dans le cas de la
leishmaniose (Hirji et al., 1998), du paludisme (Seguin et al., 1994) ou
encore de la toxoplasmose (Scharton-Kersten et al., 1997), dans des
modéles murins ou la dichotomie Th1-Th2 est évidente. Dans les
macrophages humains, il existe encore beaucoup de controverses quant
au réle du NO contre les parasites intracellulaires (Albina, 1995). Mais
la controverse de I'existence de NOS-i chez ’homme se limite a son
expression chez des individus sains. Dans les poumons de patients
atteints de tuberculose, les macrophages expriment NOS-i. De méme, les
macrophages alvéolaires peuvent induire NOS-i, in vitro, aprés infection
par Mycobacterium bovis (Nozaki et al., 1997). Dans ce cas, NOS-i
controle la muitiplication de [I'agent pathogéne. D’autres cas
inflammatoires comme le paludisme, I’arthrite rhumatoide ou encore les
scléroses (Nathan, 1997) révélent [I’existence de NOS-i dans les
monocytes et les macrophages. Par ailleurs le NO endogéne est capable
d’inhiber la croissance des tumeurs et des métastases. Cependant des
données indiquent que NO° peut promouvoir la croissance des tumeurs
(Zidek et Masek, 1998).
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4) activité anti virale.

Les réponses précoces de I’hdte contre des infections virales
sont aspécifiques et impliquent l'induction de cytokines, dont les
interférons et le TNF-a. Des études récentes suggérent que le NO°
posséde des effets antiviraux dans les cellules murines et humaines
(Reiss et Komatsu, 1998). L’induction de NO° inhibe la muitiplication du
virus de I’herpés (HSV-1) (Mac lean et al.,, 1998), malgré son roéle
délétére dans la pneumonie herpétique (Adler et al., 1997), mettant en
évidence sa dualité d’action, nuisible et protectrice. Un autre exemple
est celui du virus de la vaccine (Harris et al, 1995) dont Ia
multiplication est inhibée dans les cellules murines. Il a été démontré
également que le NO° a une activité anti-retrovirale sur le "Friend
Leukemia virus" murin (Akarid et al., 1995). Ces observations doivent
étre prises avec précaution car lors de I’étude de I’action du NO° sur les
coronavirus murins, les auteurs (Lane et al., 1997) ont observé une
dissociation dans son réle, néfaste pour le virus lors d’expériences in
vitro, et sans effets in vivo. Les résultats décrits ci-dessus concernent
des modeles murins. Les recherches sur les effets du NO° sur la
multiplication virale dans des cellules humaines sont limitées aux
effets de NO° exogénes (produits chimiques donneurs ou inhibiteurs de
NO°). D’une facon générale, les effets du NO° endogéne sont difficiles a
étudier de par le fait que les leucocytes humains en synthétisent en
quantité bien moins importante que les cellules murines. Il est probable
que le faible niveau de NO° produit par les leucocytes humains n'exerce
pas d'effets directs sur ['activité microbicide, mais plutdt altére Ia
transduction des signaux cellulaires. C'est le cas du virus de I'Epstein
Barr (EBV) dont le NO° inhibe la multiplication dans les lymphocytes B
(Mannick et al., 1994) ce qui permet d’établir un équilibre aboutissant a

la latence du virus.
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L’infection virale peut induire les cellules a produire du NO°. En
effet, l'infection de la lignée monocytaire U937 par le virus de I’herpés
stimule la production de NO° par les cellules (Lopez-Guerrero et Alonso,
1997). Mais aucune interférence avec la survie du virus n’a été observée.
La stimulation de la production de NO° suite a linfection de
macrophages par le VIH a également été observée (Bukrinsky et al.,
1996), mais son action antivirale est encore conflictuelle (Buckrinsky
et al., 1996; Ouaaz et al. 1996).
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Il L’infection par le VIH

A) Généralités

Le VIH appartient ala famille des rétrovirus et au sous-groupe
des lentivirus. D’autres virus apparentés au VIH ont été isolés. Il s’agit
du VIF (virus de l'immunodéficience féline), du VIB (virus de
Pimmunodéficience Bovine) et la famille des VIS (virus de
I'immunodéficience simienne). Les lentivirus ont la propriété commune
d’infecter de facon persistante leur héte, causant une maladie a
évolution lente, impliquant entre autres les systémes nerveux et
immunitaires. Les virions se présentent sous une forme sphérique de 90
a 120 nm de diamétre. La particule virale est constituée d’une
membrane, provenant de la membrane plasmique de la cellule lors du
bourgeonnement du virus. C’est dans cette membrane que sont ancrées |a
glycoprotéine d’enveloppe externe, la gp120, et la glycoprotéine
transmembranaire gp41. L’ensemble des deux glycoprotéines est issu
d’un précurseur, la gp160. Les rétrovirus sont définis par leur mode de
multiplication qui passe par une étape de rétro-transcription de leur
matériel génétique constitué de deux molécules d’ARN identiques. Cette
étape est réalisée par une enzyme, la réverse transcriptase.

Le VIH cause peu de symptomes dans les phases précoces de la
maladie, mais établit une lente infection persistante qui méne au bout
de plusieurs années a une immunosuppression et la mort, au travers
d’infections opportunistes et/ou de tumeurs.

Le VIH "parasite" le systéme immunitaire en infectant les
cellules centrales de ce systéme: les lymphocytes T CD4+ et les cellules
présentatrices d’antigénes comme les macrophages et les cellules
dendritiques qui expriment également CD4. L’infection par le VIH cause

progressivement un déficit a la fois quantitatif et qualitatif des
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lymphocytes T CD4+. L’'une des contributions importantes des deux
derniéres années a été la démonstration d’une association étroite entre
la multiplication virale et la progression clinique du sida. Il est
maintenant admis que le VIH se multiplie de maniére active tout au long
de I'infection naturelle et se manifeste par une activation chronique du
systéme immunitaire au travers, entre autres, de profils de cytokines

altérés.

B) Fixation a la cellule cible.

Ce sont les glycoprotéines d’enveloppe qui contrblent le
processus de la fixation virale. La protéine d’enveloppe du VIH est
initialement produite en tant que gp160, qui sera clivée pour donner la
gp120 présente a la surface de ’enveloppe virale, et la gp41 constituant
la partie transmembranaire (Chan et Kim, 1998), gp120 et gp41 étant
associées de facon non covalente. La gp120 se lie a son récepteur de
haute affinité, la molécule CD4+ (Dalgleish et al., 1984, Klatzmann et
al., 1984). La présence de CD4+ a la surface des cellules conditionne le
tropisme du VIH vers les cellules T, les macrophages, les cellules
dendritiques ou les cellules de la microglie (Wyatt et Sodroski, 1998).
L’interaction de gp120 avec CD4 induit un changement conformationnel
de la sous-unité gpl120 qui permet la reconnaissance de régions
particulieres de cette protéine (notamment le domaine V3) par d’autres
protéines de surface cellulaire. Il s’agit essentiellement des récepteurs
des chimiokines CCR5 et CXCR4 (ou fusine) (Feng et al., 1996; Dragic et
al, 1996). La liaison de gp120 avec CD4 induit une coopération entre CD4
et les corécepteurs provoquant un changement conformationnel de gp41
qui va médier la fusion de la membrane virale avec celle de la cellule
cible (Chan et Kim, 1998, Jones et al., 1998).
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La diversité des formes virales qui existent chez un individu
infecté est liee a [lutilisation préférentielle des corécepteurs
cellulaires. Les cellules qui expriment CCRS sont ainsi infectables par
les virus a tropisme macrophagiques ou M, mais aussi par les formes
virales a double tropisme M et T capables d’utiliser les deux
corécepteurs CCRS et CXCR4. A [linverse, les cellules CD4+ qui
présentent a leur surface uniquement la molécule CXCR4 sont infectées
par les virus a tropisme cellulaire T. Pour la plupart des isolats
primaires du VIH qui sont transmis et prédominent pendant les
premiéres années de I'infection, CCR5 est le corécepteur obligatoire. En
effet les rares individus génétiquement déficient pour I’expression de
CCRS sont résistant a l'infection (Samson et al., 1996). Au cours de
’évolution de la maladie, les isolats de VIH-1 reconnaissant CCR5
entreront en compétition avec ceux reconnaissant CXCR4. Enfin, maligré
toutes ces observations, il demeure toujours possible que le VIH soit
amené a utiliser d’autres récepteurs de chimiokines apparentés; en
effet, le récepteur des B-chimiokines CCR3 (Choe et al., 1996) semble
pouvoir remplacer CCRS pour certaines souches virales. D’autres
souches peuvent utiliser CCR2b (Dorantz et al, 1996). Plus récemment
d’autres corécepteurs, appelées STRL33 (Liao et al., 1997), Bonzo (Deng
et al., 1997) ou TYMSTR (Loetscher et al., 1997 ), ont été découverts.

C) Cellules cibles du VIH

1) Les cellules T

Les cellules T CD4+ sont les principales cibles du VIH. La

charge virale observée chez les patients provient a 98-99% de la

multiplication virale dans ces cellules (Perelson et al., 1996). L’aspect
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fondamental pour une muitiplication effective du virus est |'état
d’activation de la cellule. Le virus peut se lier et pénétrer dans les
lymphocytes T a I'état de repos (stade GO du cycle cellulaire), mais
'intégration du génome viral est impossible (Zack et al., 1990;
Buckrinsky et al., 1991). Une infection productive est induite lorsque les
cellules sont stimulées par un antigéne, ou lors du renouvellement
physiologique. En effet 0,5 a 1% des lymphocytes CD4+ et CD8+
proliférent chez un individu sain donné. Chez un sujet infecté par le VIH,
le pourcentage de cellules en prolifération est largement augmenté
(Pantaleo et Perrin, 1998). Parmi les facteurs susceptibles d’activer
I’expression du virus, on connait des cytokines tels que I'lL-2 et le TNF-
a, mais également les antigénes, les anticorps anti-CD3 ou anti-TCR et
les mitogénes. Cette interaction étroite entre la régulation virale et
I'activation cellulaire qui augmente, de facon importante, le taux de
multiplication virale (Haseltine, 1991), est 'une des bases du caractére

pathogénique de I'infection par le VIH.

La démonstration récente de |’existence de lymphocytes T CD4+
quiescents et infectés par des virus sous forme latente, montre que ces
cellules constituent une forme de réservoir (Chun et al., 1997). Elles
représentent donc un obstacle important pour I’éradication compléte du

virus par le systéme immunitaire.

2) Les cellules dendritiques

L'importance des cellules dendritiques dans la primo-
infection, en tant que cellules cibles dans les muqueuses, a été mis en
évidence dans un modéle simien (Spira et al., 1996). Plus récemment, il
a été montré que les cellules dendritiques des muqueuses sont des

filtres pour la propagation des virus a tropisme macrophagiques (Reece
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et al., 1998). En effet, dans ce modéle utilisant des explants de peau, les
auteurs ont constaté que les cellules dendritiques n’étaient infectées
que par les virus utilisant CCR5 comme récepteurs. Un autre modéle
propose que suite a l'infection, les cellules dendritiques migrent vers
les ganglions lymphatiques, dans les régions paracorticales, dans
lesquels elles interagissent avec les lymphocytes T CD4+ activés ou
quiescents. Ces derniers s’infectent et disséminent [’infection
(Weissman et Fauci, 1998; Spira et al., 1996). En effet, en 1996 Pope et
al. ont démontré que malgré un faible niveau d’infection des cellules
dendritiques cutanées, celles-ci sont capables d’induire une
multiplication virale importante lorsqu’elles sont en contact avec des
lymphocytes T mémoires. En particulier, la transmission du VIH, médiée
par les cellules dendritiques, pourrait étre dépendante des interactions
des complexes CD40-CD40L et CD28-CD80 (Pinchuk et al., 1994). Par
ailleurs, CTLA-4 bloque P'augmentation de l'infection (Pinchuk et al.,
1994; Weissman et al., 1995) lors de l’interaction des deux types
cellulaires, démontrant [|'importance de [I'activation. Cependant, il
existe des différences selon I’état de maturation de la cellule, puisque
seules des cellules dendritiques matures, sont capables de transmettre
le virus sous la dépendance de CD80 (Weissman et al., 1995). Dans ce
systéme interactif entre cellules T et cellules dendritiques, I’'IL-2
augmente la multiplication du VIH, ce qui tend a prouver I'importance de
la prolifération cellulaire dans [I'observation de ce phénomene.
Cependant, I'lL-12, qui active les cellules T, a des effets plus mitigés,
puisqu’elle inhibe la multiplication virale a une faible concentration, et
I’augmente a une forte concentration (Weissman et al.,, 1996). Dans ce
méme systéme, I'lL-10 diminue [I’activation cellulaire et ainsi la
multiplication virale. Une autre équipe précise que la présentation de
’antigéne, par des cellules dendritiques infectées, aux cellules T au

repos est nécessaire au processus de transmission virale (Tsunetsugu-
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Yokota et al., 1995). Ainsi, I’activation de la cellule T semble étre un
facteur important dans la capacité a moduler I'infection par le VIH.

Masurier et al. (1998) ont confirmé dans un modéle murin que
les cellules dendritiques participent a la dissémination du virus, non
seulement les virus a tropisme macrophagique, mais aussi les virus a
tropisme cellulaire T, par leur migration dans les ganglions
lymphatiques. Mais ce rbéle majeur de propagation du virus ne
nécessiterait pas une infection productive des cellules dendritiques
(Masurier et al.,, 1998) et ne dépendrait donc pas de la présence des
corécepteurs sur les cellules dendritiques (Dybul et al., 1998). Ce
résultat a été confirmé in vitro par Granelli-Piperno et al. (1998). Les
auteurs ont observé que l'infection des cellules dendritiques matures
n’aboutit pas a une infection productive, contrairement a celle des
cellules immatures. Mais en présence des cellules T blastiques, une
forte augmentation de la multiplication virale est constatée.
Récemment, il a été démontré que les cellules dendritiques sont
également capables de transmettre le virus aux macrophages (Kacani et
al., 1998). Dans ce modeéle, les cellules immatures transmettent plus
efficacement le virus a tropisme M que les cellules dendritiques
matures. Les auteurs soulignent I'importance des molécules d’adhésion,
telles les intégrines, dans la facilitation de l’infection.

Il apparait que des cellules dendritiques différenciées in vitro,
expriment CXCR4 et CCRS5 et sont ainsi infectables par les virus a
tropisme macrophagiques et les virus a tropisme cellulaire T (Granelli-
piperno et al., 1996; Blauvelt et al., 1997). En fait, Zaitseva et al.
(1997) ont démontré que les cellules de Langerhans expriment CCRS et
non CXCR4, et sont seulement infectables, in situ, par un virus a
tropisme macrophagique. Par contre, la maturation des cellules de
Langerhans en celiules dendritiques matures, sous les conditions de la

culture in vitro, leur permet d’acquérir une expression de surface de
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CXCR4. Dans ce cas, I’acquisition de CXCR4 correle avec I’infectabilité
par un virus a tropisme cellulaire T. Dans ce sens, il a été observé in
vitro que les cellules dendritiques immatures différenciées a partir des
cellules mononuclées du sang périphériques, sont infectables par un
virus a tropisme M, alors que les cellules dendritiques matures sont

infectables par les deux types de virus (Granelli-Piperno et al., 1998).

3) Les monocytes/macrophages

Les macrophages sont des hotes majeurs du VIH au niveau des
tissus, tels les macrophages de la microglie ou les macrophages
alvéolaires (Gendelman et al, 1989). Les macrophages infectés
chroniquement par le VIH, pourraient représenter un réservoir du virus
qui persiste chez les patients dont la charge virale des lymphocytes T
CD4+ a été réduite de facon importante par la combinaison
d’antirétroviraux (Perelson et al., 1997). Les macrophages pourraient
aussi participer a la dissémination du virus a partir des sites
d’infections, telles les voies rectales. Dans ce cas, les macrophages
infectés dans les muqueuses amplifieraient l'infection en recrutant des
cellules T non infectés, via la production de chimiokines (Hirsch et al.,
1998). En effet, il a été démontré que les macrophages produisent les
chimiokines MIP-1a et B, et RANTES lorsqu’ils sont infectés
(Schmidtmayerova et al., 1996). L’ensemble de ces événements
dissémineraient l'infection et aboutiraient, a terme, a la maladie. Ce
travail rejoint celui de Schrier et al. (1993) qui suggérent que le
contact avec les cellules T CD4+ aboutit a I'activation des macrophages
et ainsi initie une multiplication virale. D’aprés les auteurs, l'initiation
de la réponse a un antigéne pourrait étre responsable de la
dissémination virale dans les tissus. La transmission du VIH est aussi

favorisée lors de l'infection par un pathogéne intracellulaire, comme
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cela fat démontré lors de [linfection de macrophages par le
Mycobacterium tuberculosis (Mancino et al, 1997). Dans ce cas,
I'infection augmente la multiplication virale.

Récemment, une autre théorie a été émise par Wodarz et al.
(1999). Les auteurs, en se basant sur un modéle mathématique,
prédisent que linfection des macrophages est essentielle pour
I’établissement du virus lors des premiéres phases de l'infection. De
plus, ce méme travail aboutit a ’hypothése que les macrophages, en tant
que cellules réservoirs de virus a [I'état Ilatent, permettraient
I’évolution du phénotype des VIH a tropisme macrophagique vers un
tropisme cellulaire T plus virulent.

Comme pour les cellules dendritiques, I'état de maturation des
monocytes/macrophages est un facteur important dans le processus
d’infectabilité par les virus a tropisme M ou a tropisme T. En effet
durant la maturation des monocytes en macrophages, l’expression de
CCR5 augmente, et de ce fait, les macrophages sont plus susceptibles a
I’infection par un virus a tropisme M, que les monocytes (Tuttle et al.,
1998; Di Marzio et al.,, 1998). Inversement, I’expression de CXCR4 est
plus importante sur les monocytes, par rapport aux macrophages (Di
Marzio et al.,, 1998). L’expression de CCRS corréle bien avec la
susceptibilité a l'infection par le VIH-1 (Naif et al., 1998). Par contre,
Schmidtmayerova et al (1998) et Simmons et al. (1998) ont observé que
les macrophages sont infectables par un VIH a tropisme T. Néanmoins,
les premiers auteurs observent une multiplication restreinte suite ala
pénétration du virus dans la cellule. L'ensemble de ces résultats
pourrait expliquer le tropisme préférentiel pour les virus a tropisme M

dans les tissus.



D) Modulation de la multiplication virale.

En dehors des antiviraux classiques, d’autres stratégies de
lutte ont été étudiées. L'une d’entre elles consiste a bloquer les
corécepteurs du VIH par [lutilisation d’analogue des chimiokines
(Baggiolini et Moser, 1997). En effet, les ligands naturels de CCR5 et
CXCR4 sont capables d’inhiber 1a fixation du VIH aux cellules cibles.

Le ligand de CXCR4 (appelé également LESTR/Fusin) est la CXC
chimiokine SDF-1. SDF-1 est capable d’inhiber la multiplication virale
des virus a tropisme cellulaire T (Oberlin et al., 1996), en induisant
I’internalisation de CXCR4 (Amara et al., 1997).

Les ligands de CCR5 sont les CC chimiokines RANTES, MIP-1a
et 8§ (Moore et al., 1997), dont I'activité a été découverte dans le
surnageant des cellules T CD8+ activées in vitro. Cette activité
antivirale a été dénommée CAF pour "cell antiviral factor" (Mackewicz
et al., 1995). Les chimiokines MIP-1a, MiIP-18, et RANTES qui inhibent |a
multiplication des virus a tropisme macrophagiques dans les
lymphocytes T, et I'lL-16 (Cocchi et al., 1995; Baier et al., 1995) sont
effectivement sécrétées par ces lymphocytes T CD8+. Par ailleurs, les
macrophages sont également capables de synthétiser MIP-1a, MIP-18, et
RANTES (Verani et al., 1997). Ces chimiokines agiraient par un
phénoméne de compétition avec le virus pour CCR5 (Oravecz et al.,
1996). Par contre, les virus a tropisme cellulaire T sont insensibles a
I’action des p-chimiokines (Cocchi et al., 1995). Dans les macrophages,

les pB-chimiokines peuvent augmenter la muiltiplication virale

(Schmidtmayerova et al., 1996), ou la diminuer (Verani et al., 1997;
Capobianchi et al., 1998).

D’autres cytokines sont capables de moduler la multiplication

virale dans les cellules présentatrices de I'antigéne en fonction de leur
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action immunomodulatrice, sur [I’expression des recepteurs des
chimiokines. Par exemple, I’augmentation de la multiplication virale
dans les monocytes stimulés par [I'IL-10 est concomittante a
'augmentation de [I’expression de CCR5 (Sozzani et al., 1998).
L’inhibition de la multiplication virale dans des macrophages stimulés
par I'lL-2 est concomittante a la diminution de CD4 et CCR5 (Kutza et
al.,, 1998). Ces travaux montrent I'importance de la modulation des

corecepteurs et de CD4 dans le processus d’infectabilité des cellules.

Nous avons vu que laction antivirale des chimiokines est
incertaine, en particulier dans les macrophages. Ainsi, en vu d’'un
protocole immunothérapeutique, il est nécessaire d’examiner d’autres
molécules qui exerceraient une activité antivirale, a la fois sur les
lymphocytes T et sur les cellules présentatrices de I'antigéne. C’est

dans ce cadre que nous avons aborder 'étude de I’IL-16.
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IV_L’'immunopathogénése du VIH

A) La mort cellulaire programmée

1) Généralités

L'élimination physiologique des cellules durant I'embryogenése
et durant le maintient de I'homéostasie dans les tissus, est dénommée
mort cellulaire programmée (PCD de |'anglais "programmed cell death")
(Kerr et al., 1972). La mort cellulaire programmée est principalement
due a l'apoptose, un processus bien définie qui est précédé par une
cascade de signaux intracellulaires et par la synthése de nouvelles
protéines. L'apoptose est donc un processus actif. La cellule qui
commence a mourir se détache des cellules voisines, puis se désintegre
de facon ordonnée: son noyau se condense, puis se fragmente, les
chromosomes sont coupés en fragments régulier, et le cytoplasme se
divise en ballonnets. La surface cellulaire prend un aspect bouillonnant,
mais la membrane de la cellule ne se rompt pas, évitant toute libération
de constituants intracellulaires toxiques dans l|'environnement, ce qui
différencie l'apoptose de la nécrose (Cohen, 1993). La cellule se divise
en de multiples corpuscules cellulaires ou corps apoptotiques. La
composition de la membrane cytoplasmique est altérée ce qui permet a
la cellule ou aux corps apoptotiques d'étre reconnues et phagocytées par
les phagocytes voisins, tels que les macrophages et les cellules
dendritiques.

L’apoptose peut controler la réponse a médiation cellulaire
‘lors de conditions associées a une augmentation de [’activation
cellulaire comme lors des infections virales. C’est ainsi que beaucoup
de maladies virales, mais aussi les cancers et les maladies

neurodégénératives, sont associées a une augmentation d’apoptose
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(Thompson, 1995). De nombreuses molécules, exprimées ala surface des
cellules ou intracellulaires, interviennent dans la régulation des
processus d’apoptose. Dans notre travail, nous nous sommes intéressés

au complexe Fas/Fas-ligand (Nagata, 1997).
2) L’interaction Fas/Fas-ligand

L’engagement de l’antigéne avec son récepteur méne a la
prolifération, aboutissant a des fonctions effectives et régulatrices, ou
a la mort cellulaire par un processus d’apoptose. Russel et al. (1991) ont
montré que les cellules activées pour une longue période deviennent
sensibles a la mort induite par l'activation. Dans ce cas, la mort
cellulaire peut dépendre de l'interaction de Fas et de son ligand, deux
molécules de surface impliquées dans la régulation dela mort cellulaire
programmée (Nagata, 1997). En effet, suite a ’activation des cellules T,
celles-ci expriment le ligand de Fas, et sont ainsi sensibles a la mort
induite par des anticorps anti-Fas (Alderson et al., 1995). Dans un autre
systéme, il a été montré que les monocytes, suite a la ligation de la
molécule CD4, sont susceptibles d’exprimer Fas-ligand et ainsi d’induire
la mort des lymphocytes T (Oyaizu et al., 1997). De méme, la sous-
population de cellules dendritiques CD8+ qui exprime le ligand de Fas,
est capable d’induire la mort cellulaire des lymphocytes T CD4+ via la
voie Fas/Fas-L (Siiss et al., 1996). D’autres mécanismes sont
responsables de la mort cellulaire consécutive a I'activation. Cela a été
démontré in vivo, dans un modéle murin déficient dans I'’expression de
Fas, dans lequel il a été observé une apoptose massive suite a la
prolifération des cellules T en réponse a des anticorps anti-CD3 (Tucek-
Szabo et al., 1996).
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3) Apoptose ou mort cellulaire programmée dans l'infection par le VIH

L’hypothése de I'induction d’une forme inappropriée de mort
cellulaire programmée dans la pathogénése du SIDA a été formulée par
J.C. Ameisen et A. Capron en 1991. Elle est aujourd’hui vérifiée
expérimentalement in vitro et in vivo. Les cellules de patients sont plus
susceptibles a I’apoptose spontanée ou a la mort cellulaire induite par
I'activation que les cellules d’un sujet non infecté (Groux et al., 1992,
Meyard et al., 1992). Outre la mort des cellules CD4+, les cellules CD8+
présentent également une mort cellulaire accrue par rapport a celle
observée chez des individus sains. Ces phénoménes de mort celiulaire
semblent étre en relation étroite avec la pathogénécité, comme il a été
récemment démontré dans divers modeéles simiens pour lesquels il est
possible d’induire ou non un SIDA. Dans ce cas, seule I’apoptose des
lymphocytes CD4+ serait corrélée a la pathogénécité (Estaquier et al.,
1994; Del Liano et al., 1993, Davis et al., 1998).

Les protéines d’enveloppe du VIH, ainsi que Tat et Nef semblent
étre impliquées dans I'induction de la mort cellulaire, (Foster et al.,
1995; McCloskey et al., 1997; Fujii et al., 1996). L’'un des mécanismes
pouvant expliquer I'apoptose accrue chez les patients inclut le complexe
Fas/FasL détecté dans le sérum des patients, et dont la présence est
élevé a la surface des cellules T (Estaquier et al, 1995; Bahr et al.,
1997). Mais l'implication de la molécule de mort cellulaire, CD95 ou
Fas, dans la pathogénécité est encore incertaine (Kaplan et Sieg, 1998).
Pour certains, la liaison de Fas avec son ligand Fas-L est primordiale
dans P'apoptose excessive observée lors de l'infection par le VIH. En
effet, les protéines Tat et gp120 sensibilisent les cellules a I’apoptose
en induisant I'expression de Fas (Westendorp et al., 1995). L’expression
de Fas-L a la surface des macrophages infectés est susceptible de

provoquer le suicide cellulaire des cellules avoisinantes qui expriment
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Fas (Badley et al.,, 1997), ce qui conforte les travaux de Finkel et al.
(1995) qui proposent que Papoptose est induite, dans les ganglions
lymphatiques, de facon prédominante dans les cellules avoisinantes et
non au niveau des cellules infectées. Pour d’autres, le VIH peut
directement éliminer les cellules par un mécanismes Fas-indépendant
(Gandhi et al., 1998). D’autre part, les tentatives d’inhiber |’apoptose
des cellules, provenant de sujets infectés, par des produits bloquant |a
voie du signal de Fas a abouti soit a une absence d’inhibition de la mort
de lymphocytes T CD4 induite par les anticorps anti-CD3 (Katsikis et
al., 1996), soit a la démonstration que les cellules CD4+ sont sensibles
a la mort cellulaire via Fas (Estaquier et al., 1996)

Finalement, il a été suggéré que I’activation chronique du
systéme immunitaire pouvait étre le mécanisme responsable de la mort
cellulaire programmée chez les patients (Gougeon et al., 1996), et que | a
perte des lymphocytes T CD4+ au cours de la phase précoce de
I'infection serait plutét due a un défaut de renouvellement des cellules
T (Fleury et al., 1998).

4) Modulation de I'apoptose par la ligation de CD4

La plupart des protéines du VIH sont capables de moduler
I’activité des cellules T et des monocytes, mais nous nous intéresserons
plus particulierement a la glycoprotéine d’enveloppe, la gp120 qui lie
CD4. Différents phénotypes ont été observées suite alaliaison de gp120

avec la molécule CDA4.

Le prétraitement des cellules T par des anticorps anti-CD4 ou
la gp120 conduit les cellules dans un processus de mort cellulaire
programmée lorsqu’elles sont activées via le complexe TCR/CD3 (Neweli
et al 1990; Banda et al. 1992). Mais Oyaizu et al. (1993) et Algeciras et
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al. (1998) suggérent que la ligation de CD4 est suffisante pour induire
I’apoptose des PBMC. L’induction de I'apoptose dans des PBMC via la
ligation de CD4 a été infirmée par Foster et al. (1995). Cependant, ces
derniers ont montré que contrairement aux cellules au repos, dont la
ligation de CD4 n’aboutit pas a I'apoptose, des cellules activées sont
sensibles a la ligation de CD4 par un complexe gp120/anti-gp120. Un
autre travail montre que la ligation de CD4 par la gp120 inhibe la mort
induite par des anticorps anti-CD3 ou par un superantigene (Oberg et al.,
1997). Les auteurs mettent en évidence que parmi les clones T étudiés,
les cellules ont des sensibilités différentes a la ligation de CD4. De
plus, ils observent l'inhibition de I'apoptose uniquement a des doses
faibles de stimulateurs. In vivo, Finco et al. (1997) ont démontré, dans
des souris doublement transgéniques pour la molécule CD4 humaine et la
gp120, une immunodéficience de la réponse des cellules T, due a une
plus grande sensibilité a I'apoptose. Les auteurs soulignent I'importance
de la présence d’anticorps anti-gp120 dans ce processus. L’ensemble de
ces résultats contradictoires démontrent la complexité de la
modulation de I’activation cellulaire T via la ligation de la molécule
CD4, et démontrent I'importance du systéme étudié et de [|'état

d’activation des cellules T.

I a été démontré que gp120 augmente la sensibilité des
cellules T a l'apoptose via I'augmentation de Fas (Westendorp et al.,
1995) ou la dimininution de Bcl-2 (Hashimoto et al., 1997). Des cellules
T au repos, soumis a la ligation de CD4 par le complexe gp120/anti-
gp120, expriment fas-ligand et sont ainsi susceptibles ala mort induite
par fas, mais aussi ala mort induite par le TNF (Algeciras et al., 1998).
L’augmentation de I’expression de Fas, consécutive a la ligation de CD4,

pourrait étre due a la synthése du TNF-a et de I'interféron-y (Oyaizu et

al. 1994).
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B) Le monoxyde d’azote dans l’'infection par le VIH.

Le réle du monoxyde d’azote dans les effets neuropathologiques
consécutifs a l'infection par le VIH est bien établi (Adamson et al.,
1996; Buckrinsky et al., 1995). Mais son role dans le dysfonctionnement
du systéme immunitaire n’est pas démontré. Pourtant, la gp120 et
I'infection par le VIH, per se, augmentent la production de monoxyde
d’azote par les macrophages (Pietraforte et al., 1994; Buckrinsky et al.,
1995). Mais Buckrinsky et al. (1996) n’ont pas détecté de role antiviral
du NO° et au contraire une légére augmentation de la multiplication
virale en présence d’un inhibiteur de la synthése du monoxyde d’azote.
Par contre, Ouaaz et al. (1996) suggérent une action du NO° dans
I'augmentation de la multiplication virale. Cependant, ces derniers ont
travaillé sur une lignée monocytaire chroniquement infectée. De plus,
malgré l'inhibition de la multiplication virale par un inhibiteur de la
NO-synthase, les auteurs attribuent un roéle plus important aux

peroxynitrites, par rapport au NO°, dans la modulation de I’'infection.

Un réle du NO° dans le sida a été suggéré par I'observation que
I'augmentation de la production de monoxyde d’azote, observée chez les
patients, est corrélée avec la charge virale et 'état d’activation des
macrophages (Groeneveld et al., 1996). Mais la présence de NO° dans le
sérum des patients reste conflictuelle, et semble dépendre du stade de
la maladie. En effet, De Braco et al. (1997) ont trouvé une production de
NO° élévé chez les patients infectés n’étant pas au stade sida. Au
contraire, une production accrue de NO° a été observé uniquement dans
le sérum de patients au stade sida (Torre et al., 1995; Baldewerg et al.,
1996) et dans les patients dont le nombre de lymphocytes T CD4+ est
inférieure a 500/ul (Zangerle et al., 1995). Mais Zangerle n’attribue pas

la production de NO° & un effet direct du VIH. Au contraire, Evans et al.
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(1994) n‘ont pas détecté de modulation de la quantité de NO°, par
rapport a des sujets sains et Torre et al. (1996) suggérent une action du
NO° dans la limitation de l’infection.

La présence de NO°, lorsqu’elle est observée dans le sérum, est
difficile a interpréter. En effet, nous ne pouvons pas déterminer si ces
observations résultent d’un effet direct du VIH, via la gp120, sur la
production du NO°, ou de [’activation du systéme immunitaire
consécutive a l'immunité non spécifique. De plus, les résultats de
Buckrinsky et de Ouaaz sur le role du NO° dans la modulation de la
multiplication virale n’apportent pas de réponse définitive. Le role du
NO° sur la modulation de l'infection, mais aussi sur |'apoptose

excessive, observé dans la maladie du sida, n’est donc pas établi.
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V) L’lIL-16: le ligand naturel de CD4

A) La molécule CD4

La molécule CD4 est une glycoprotéine de surface qui fait
partie de la superfamille des immunoglobulines. Le gene codant pour
cette protéine est localisé sur le chromosome 12 chez '’homme et est
divisé en 9 exons (Littman, 1987; Parnes, 1989). Chaque exon code pour
un domaine distinct a I'exception du premier domaine et du domaine
cytoplasmique. L'’ARNm de la molécule CD4 code pour une protéine
précurseur comportant un peptide signal hydrophobe de 25 acides
aminés qui est clivé pour donner une molécule de 433 acides aminés d’un
poids moléculaire de 55kDa.

La molécule CD4 est un monomére qui possede quatre domaines
équivalent a3 la structure des immunoglobulines, une partie
transmembranaire et une queue cytoplasmique (Maddon et al., 1985). La
molécule CD4 est exprimée sur une population de lymphocytes T et de
thymocytes, mais aussi les monocytes, les macrophages ou encore les
cellules dendritiques. La molécule CD4 se lie au complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe Il (Konig et al., 1992) afin
d’améliorer la réponse des cellules T, et ce en tant que molécule
d’adhésion (Doyle et Strominger, 1987) ou en tant que molécule qui
renforce le complexe ternaire entre le récepteur T, la molécule de CMH
et I'antigéne (Janeway, 1992). L’interaction de la molécule CD4 avec la
molécule de CMH de classe Il est importante pour la sélection thymique,
durant le développement des cellules T. Elle est également importante
pour le processus d’activation des lymphocytes T adultes, ou elle se
trouve étre physiquement liée au récepteur T (Janeway, 1992; Saizawa
et al., 1987).



B) L’IL-16
1) Origine cellulaire

L’interleukine-16 a été décrite pour la premiére fois en 1982
par Center et Cruikshank. Le nom originel était LCF pour "Leucocyte
chemoattractant factor”, car il induisait la migration des lymphocytes.
L’interleukine-16 a d’abord été identifiée comme un facteur produit par
les cellules T CD8+ activées, soit par des mitogénes, soit par des
amines vasoactives comme I'histamine et la sérotonine (Laberge et al.,
1995; Laberge et al., 1996). L’IL-16 est détectée essentiellement dans
les tissus lymphoides, précisemment les cellules mononuclées du sang
périphérique, la rate, les ganglions lymphatiques, et le thymus (Chupp et
al., 1998). Les cellules CD8+ expriment constitutivement [I’ARN
messager et le précurseur de I'lL-16, et I'IlL-16 est stockée sous une
forme active dans les lymphocytes au repos. Les lymphocytes T CD4+
expriment également I’ARNm et le précurseur de I'lL-16, mais la
chimiokine n’est pas stockée sous forme active dans la cellule.
Cependant, elle est sécrétée aprés stimulation (Wu et al, 1999). Les
éosinophiles (Lim et al., 1996) et les mastocytes produisent aussi I’IL-
16 (Rumsaeng et al., 1997). Enfin, dans certains modeéles d’asthmes, il a
été suggéré que les cellules épithéliales, activées par I’histamine
(Arima et al., 1995), pouvaient produire de I'lL-16 au niveau des sites

inflammatoires (Labege et al., 1997).
2) Structure
Le géne de I'lL-16 code pour une protéine active de 130 acides

aminés, d’environ 14 kD, sécrétée a partir d’un précurseur de 631 acides

aminés (70-80 kD) clivé par la protéase Caspase-3 (Zhang et al., ’1 998).
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Cependant, une forme plus petite (121 acides aminés) a été décrite et
I’absence de peptide signal confére a I'lL-16 un processus de sécrétion
inconnu (Baier et al., 1997). Il existe une forte homologie entre I’lL-16
humaine, simienne (Baier et al., 1995) et murine (Keane et al., 1998).
Mais la séquence en acide aminé de I'lL-16 ne présente aucune
homologie avec les autres cytokines ou les autres membres de la
famille des chimiokines. Par contre, la structure tridimensionnelle de
I'IL-16 montre I'existence d’'un domaine PDZ, similaire aux modules de
certaines protéines intracellulaires qui permettent le regroupement des
canaux ioniques ou des récepteurs afin d’optimiser le signal
intracellulaire. L’activité de I'lL-16 réside dans sa partie hydrophile
proche de la terminaison carboxyle (Keane et al., 1998). A faible

concentration (0,1uM) in vitro, 'lL-16 forme de facon prédominante des

monomeéres, avec une aggrégation non spécifique lorsque les
concentrations sont augmentées (Miihlahn et al.; 1998). Il a été suggéré
que l'activité de I'lL-16 nécessite une homotétramérisation (Center et
al., 1996), mais récemment Miihlahn et al. (1998) ont observé que les
formes monomériques de I'lL-16 sont capables d’avoir une activité
chimioattractante. Les relations entre la structure de I'll-16 et son

activité biologique ne sont donc pas encore bien comprises.

3) Activation cellulaire

a) Signaux intracellulaires

La molécule CD4 représente le récepteur naturel del'lL-16. Il a
été déterminé que I'effet attractif de la cytokine est proportionnel au
nombre de molécules CD4 exprimées a la surface des cellules
(Cruikshank et al., 1987) et que I'’expression de CD4 est associée avec

Pactivité biologique (Cruikshank et al., 1994). Ainsi, 'IlL-16 exerce une
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activité chimioattractante sur les lymphocytes (Center et Cruikshank,
1982), les monocytes (Cruikshank et al., 1994) et les éosinophiles (Rand
et al., 1991).

L’interaction entre I'lL-16 et CD4 permet lactivation de
seconds messagers. En effet, dans les lymphocytes et les monocytes il a
été observé une augmentation de calcium intracellulaire, d’inositol
(1,4,5)-trisphosphate (IP3), accompagné de la phosphorylation de CD4 et
de p56'* (Cruikshank et al., 1991, Ryan et al., 1995). La transmission du
signal migratoire ne requiert pas l'activité enzymatique de Ick, mais
réside plutdét dans les domaines SH2/SH3 qui permettent le recrutement
et I’association avec d’autres voies intracellulaires. Finalement, la
stimulation de I'lL-16 active la voie de la protéine kinase C (Parada et
al., 1996).

Récemment, il a été démontré (Krautwald et al., 1998) que la
liaison de PlL-16 a la molécule CD4 présente a la surface des
macrophages permet I’activation, bien que ces cellules ne possédent pas
la protéine p56'* du facteur de transcription c-Jun, membre de la
famille des protéines kinases du stress (SAPK), et de la MAPK p38. Ceci
permet a I'IlL-16 de rejoindre, par ses caractéristiques, d’autres
cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa et [I’'IL-1B. Les
implications de l’acfivation de cette voie ne sont pas encore connues,
cette étude étant la seule qui traite de Paction de I'lL-16 sur les

macrophages.
b) IL-16 et chimiotactisme

Contrairement a la plupart des chimiokines, I'lL-16 agit a la
fois sur les cellules au repos et les cellules activées (Kornfeld et al.,
1985). Cette activité a été confirmée in vivo dans des modeles

inflammatoires impliquant des infiltrats de lymphocytes T CD4+
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(Cruikshank et al., 1995; Labege et al., 1997). Par exemple, I’IL-16 a été
identifiée dans les liquides de lavages bronchoalvéolaires de sujets
asthmatiques. On retrouve, dans ce cas, une corrélation entre la
présence de I'lL-16 et le nombre de lymphocytes CD4+. De méme, dans le
modéle de I'arthrite rhumatoide, I'lL-16 produite par les fibroblastes
synoviaux serait responsable de I’attraction des lymphocytes T CD4+ sur
le site inflammatoire (Franz et al.,, 1998). L’lIL-16 serait aussi
impliquée dans I'augmentation des IgE, un mécanisme important dans
I’allergie (Hessel et al., 1998).

c) IL-16 et activation celiulaire

La stimulation des lymphocytes T CD4+ par I'lL-16 favorise le
passage dans le cycle cellulaire de la phase GO a la phase GI1, et
Iexpression du récepteur de I'lL-2 (Cruikshank et al., 1994). Cependant,
les cellules ne synthétisent pas I'lL-2, et ainsi ne parviennent pas a
progresser plus en avant dans le cycle. D’autre part, I'IlL-16 inhibe la
réaction lymphocytaire mixte (Theodore et al., 1996) et de facon
similaire I'activation induite par des anticorps anti-CD3 (Cruikshank et
al., 1996), et ce lorsque I'lL-16 est incubée avec les cellules avant la
stimulation. Dans ce cas, I'IlL-16 inhibe I’expression du récepteur de
I'lL-2 induite par lactivation via le complexe du récepteur T a
'antigéne et la production d’IL-2 (Ogasawara et al., 1999). Par contre,
la stimulation alternée et a long terme de lymphocytes quiescents, par
PIL-16 et I'lL-2, résulte en 'augmentation du nombre de cellules CD4+
(Parada et al., 1998). L’intérét de cette étude est important dans le
cadre d'une thérapeutique dans le sida, mais n’apporte pas
d’explications physiologiques de ce type de combinaison.

Enfin, la stimulation des monocytes et des éosinophiles par

I'IL-16 induit la mobilité cellulaire, accompagnée de I’'augmentation de
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I’adhésion a la matrice extraceliulaire pour les éosinophiles (Wan et al.,
1995) et de I'expression de HLA-DR a la surface des monocytes
(Cruikshank et al., 1987).

Il a été déterminé que I'activité inhibitrice de I'lL-16 sur
I’activation cellulaire est étroitement corrélée avec sa capacité a
induire la migration cellulaire. Ainsi il apparait que la molécule CD4
joue deux roles différents:

- dans un premier temps elle accroit I’adhésion cellulaire par son
interaction avec le complexe majeur d’histocompatibilité, dépendante
de I’antigéne, et ainsi |'activation de la cellule T.

- dans un deuxiéme temps, et indépendamment de I’antigéne, via I’'lL-16,
CD4 participe a la régulation de la réponse inflammatoire.

Cruikshank et Center suggérent que I'IL-16 contribue, de facon
indépendante de I’antigéne, au recrutement cellulaire sur les sites
inflammatoires. Les cellules recrutées seraient alors réfractaires a
I’activation par 'antigéne. Le nombre de celiules effectives serait ainsi
plus élevé, car moins susceptibles a la mort induite par !’activation.
Dans ce sens, il a été montré que 'lL-16 prévient I'apoptose induite par
I’activation par les anticorps anti-CD3, en réduisant I’expression de Fas
(Cruikshank et al., 1996).

C) Il-16 et VIH

De maniére intéressante, I’lL-16 inhibe la multiplication du
virus de l'immunodéficience humaine dans les |ymphocytes du sang
périphérique de sujets sains infectés in vitro (Baier et al.,, 1995). Cette
équipe et nous méme avons travaillé avec une IL-16 recombinante, dont
la forme majoritairement produite (>90%)dans la bactérie est la forme

monomérique, avec une auto-aggrégation qui aboutit a la formation d’un
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homotétramére non covalent (Muhlhahn et al., 1998). En ce qui concerne
I’activité anti-rétrovirale de P’IL-16, les résultats d’une autre équipe
indiquent, sans préciser sa forme, que la chimiokine est incapable
d’inhiber la multiplication virale dans des PBMC de patients infectés
(Gao et al., 1997). Depuis, notre équipe a obtenu des résultats contraires
sur les PBMC de patients (Amiel et al., 1999), avec une IL-16 également
produite dans le systéme bactérien, qui ne contient que 2 a 10% de
formes tétramériques.

Par contre, les formes recombinantes de I'll-16 obtenues par
des cellules humaines sont mille fois plus efficaces (1-10ng/ml). En
particulier, lorsque le géne codant pour I'IL-16 humaine est transfecté
de facon stable dans des cellules Jurkatt, la multiplication du virus est
inhibée par un mécanisme prépondérant d’inhibition de la synthése de
’ARN viral (Zhou et al., 1997). De plus, par sa liaison avec CD4, I'lIL-16
est capable de transduire un signal capable de réprimer P’'activité du
promoteur du VIH (Maciaszek et al., 1997) dans des cellules lymphoides
activées par le PMA et la protéine virale tat. Les auteurs suggérent que

I'IL-16 induit expression d’un répresseur transcriptionnel.

Le rbéle anti-viral de I'lL-16 a également été suggéré par
’étude de clones T, provenant de sujets infectés stable et ne
progressant pas vers la maladie (LNTP de I'anglais "Long term non
progressors"”), capables de produire de facon importante I'iL-16, mais
aussi d’autres chimiokines telles que MIP-1a et g, et RANTES (Scala et
al., 1997). Cependant, il n’a pas été constaté une activité antivirale plus
importante chez ces sujets, impliquant I'existence d’autres facteurs.
Par ailleurs, le taux circulant des chimiokines citées ci-dessus, mais
surtout celui de I'lL-16 augmente chez des sujets traités pér une
molécule antirétrovirale, l’indinavir (Bisset et al., 1997). Dans ce

travail, I'augmentation du niveau des chimiokines est associée a la
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diminution de la charge virale plasmatique. Dans notre laboratoire,
Amiel et al. (1999) ont détecté une présence significativement plus
importante d’lIL-16 dans le sérum des patients asymptomatiques, par
rapport a des sujets sains ou des sujets ayant progressé vers le stade
sida. Ce résultat suggeére un rbéle de I'lL-16 dans la limitation de la
charge virale au cours de la phase asymptomatique. Au contraire, Miller
et al. (1997) ne retrouve pas d’augmentation significative d’IL-16 dans
le sérum de patients par rapport a des sujets sains. Cette contradiction
peut-étre expliquée par l'absence de distinction des différents sous-
groupes de malades dans le second travail.

C’est dans ce contexte que nous avons abordé I’étude de
I'activité immunologique et antivirale de I'IlL-16, jusqu’a présent
inconnue, dans les macrophages et les cellules dendritiques. De plus, des
contradictions apparaissent puisqu’il a été montré que I'lL-16 est
capable d’inhiber 'apoptose des cellules T (Cruikshank et al., 1996), ce
qui n’a pas été confirmé par Oberg et al. (1997). Nous nous sommes donc
intéressés au role de I'lL-16 dans la modulation de I'apoptose des

cellules T issus de sujets sains et de patients.
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OBJECTIFS

I semble aujourd’hui admis que les lymphocytes T CD4+
quiescents sont les cellules réservoirs majeures du VIH (Chun et al.,
1998; Pereison et al., 1998). Néanmoins, les macrophages et les cellules
dendritiques sont également considérées comme des cellules
importantes dans la pathogénése. Elles représentent des réservoirs du
virus (Gendelman et al., 1989), des cibles majeures dans les muqueuses
et des vecteurs de la propagation de l'infection (Spira et al., 1996;
Hirsch et al., 1998). L’ensemble des cellules réservoirs constituent un
probléme pour une thérapie efficace. Par exemple, les macro‘phages sont
moins sensibles a l’action des inhibiteurs de protéase (Perno et al.,
1998). L’une des conséquences est la remontée rapide de la charge virale
si ces molécules ne sont plus présentes. En effet, il apparait que les
combinaisons de molécules anti-rétrovirales non seulement entrainent
de nombreux effets secondaires, mais aussi soient insuffisantes pour
éradiquer complétement le VIH. D’autres molécules sont a I’étude, mais
'utilisation de molécules immunomodulatrices apparait désormais
importante pour combattre le VIH. Ces protocoles immunothérapeutiques
pourraient permettre de combattre l'infection et de reconstituer le
systéme immunitaire. Parmi ces molécules, I'lL-2 a déja été utilisée
dans certains essais cliniques, et I'on étudie maintenant la possibilité
d’utiliser des analogues des chimiokines afin de bloquer la pénétration
du virus dans la cellule. Avant d’envisager une utilisation chez I’homme,
toute molécule a visée thérapeutique nécessite une évaluation in vitro
et dans des modeéles expérimentaux in vivo. Notre travail a consisté a

évaluer 'activité del'lL-16 in vitro.

La gp120 du VIH est capable de moduler les fonctions

effectives (Chaturvedi et Newman, 1997) et sécrétrices (cytokines)
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(Merrill et al., 1989; Taoufik et al., 1997) des macrophages. De plus, un
travail récent a montré que I'lL-16 est capable d’activer dans les
macrophages les voies de signalisation impliquées dans le stress
(Krautwald et al., 1998). L’activité des macrophages est donc modulable
par la ligation de la molécule CD4. Mais I'activité immunologique de
I'lL-16 sur les cellules présentatrices de 'antigéne reste inconnue.
Notre premier travail consiste donc a évaluer I'activité de I'lL-16 sur
ces cellules. Pour ce faire, nous avons étudié I'effet de I'lL-16 sur la
modulation de récepteurs de surface caractéristiques des macrophages
(CD14) et des cellules dendritiques (CDl1a et CD83), des molécules
costimulatrices (CD80 et CD86), du récepteur de I’'IL-2 (CD25) et de la
molécule Fas. Nous avons aussi évalué le profil de cytokines
proinflammatoires (TNF-a, IL-6) et anti-inflammatoires (IL-1RA, IL-
10) produit suite a la stimulation par I'lL-16. Il a été suggéré que la
modulation des récepteurs du VIH dans les macrophages influence Ia
pénétration du virus. Ce premier travail a donc été accompagné par
I’étude de I’effet de I'lL-16 sur I'’expression de CD4 et des corécepteurs
du VIH, CXCR4 et CCR5. La production des chimiokines MIP-1a et RANTES
a aussi été évaluée.

Dans notre introduction, nous avons vu que plusieurs travaux
suggérent un role de I'lL-16 dans le controle de [linfection. Mais
I'activité antivirale de I'lL-16 dans les macrophages et les cellules
dendritiques reste inconnue. Suite a nos résultats, nous avons étudié,
dans la deuxiéme partie de notre travail, l'effet de I'lL-16 sur la

multiplication du VIH dans les macrophages et les cellules dendritiques.

La ligation de CD4 par des anticorps anti-CD4 ou la gp120 peut
moduler la multiplication virale dans les lymphocytes T (Tremblay et
al., 1994; Than et al, 1997) mais aussi I’apoptose des cellules T (Newell

et al., 1990; Banda et al., 1992). Au moment ou nous avons commencé
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notre étude sur I'lL-16, les travaux précédent étaient conflictuels, que
ce soit sur I'activité anti-virale (Baier et al., 1995; Gao et al., 1997) ou
I’activité anti-apoptotique de I'lL-16 (Cruikshank et al., 1996; Oberg et
al.,, 1997). De plus, I'lL-16 produite dans un systéme bactérien est
hétérogéne et se présente sous formes tétramériques, dimériques ou
monomériques. L’activité chimiotactique de I'lL-16 est contenue dans
les formes tétramériques pour Center (1996), mais se retrouve aussi
dans les formes monomériques pour Muhlahn (1998). La troisiéme partie
de nos résultats évalue l’activité anti-virale de I'lL-16 sur les deux
formes de tropisme virale, M et T, et I’élargit a I’étude de [’'activité

respective des différentes structures de la chimiokine.

Notre travail a été accompagné par 'étude de la modulation de
’apoptose des cellules T issues de patients, travail qui n’avait pas été
effectué. A cette fin, plusieurs type d’activateurs ont été utilisés,
spécifiques du récepteur T (anticorps anti-CD3), un mitogéne
(Phytohémagglutinine ou PHA), un glucocorticoide de synthése, inducteur
d’apoptose, et enfin des anticorps anti-Fas, également inducteur
d’apoptose. L’activité de I'lL-16 sur I’expression de Fas a également été

étudiée.

Parallelement, nous avons également étudié le réle du
monoxyde d’azote dans la pathogénése du VIH. Selon les conditions
expérimentales, cette molécule a des effets bénéfiques ou néfastes.
Cette dichotomie de fonction est retrouvée lors des études sur des
macrophages infectés par le VIH (Buckrinsky et al., 1995; Ouaaz et al.,
1996), dans lesquels la modulation par le NO° de la multiplication virale
n’est pas définitivement établie. De nombreux travaux suggeéerent que la
synthése de NO° est augmentée suite a linfection, sans démontrer

I’origine cellulaire dela production de monoxyde d’azote. Le rbéle du NO°
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dans I'immunodéficience qui caractérise les sujets infectés par le VIH
n'est donc pas connu. Notre travail a consisté a déterminer la capacité
du NO° a moduler la muitipilication du VIH dans les macrophages, a
I’aide de molécules donneuses de NO° et d’inhibiteurs de la NO-synthase.
La capacité du NO° a moduler I’apoptose est également conflictuelle et
semble dépendre non seulement des conditions expérimentales, mais
aussi de I’état d’activation des cellules cibles. Lors de I'infection par le
VIH, les cellules du systéme immunitaire sont dans un état d’activation
chronique et sont sensibles a I'apoptose. L’effet du monoxyde d’azote
sur 'apoptose des cellules T issus de patients est inconnu. Nous avons
désiré connaitre I’éventualité d’un réle du monoxyde d’azote dans Ia

pathogéneése du VIH, via sa capacité a moduler I’apoptose des cellules T.
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Recombinant Interleukin-16 selectively modulate
surface receptor expression and cytokine release
in macrophages and dendritic cells.
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OBJECTIFS

Les macrophages et les cellules dendritiques ont un roéle
majeur dans la pathogénése du sida. En effet, leur présence dans les
muqueuses donne au virus la possibilité de "pénétrer" le systéme
immunitaire. Les macrophages et les cellules dendritiques sont
certainement les premieres cellules infectées. De plus, elles
participent a la dissémination des virions dans les autres organes
lymphoides. Finalement, de par leur faible capacité a se diviser, elles
procurent un réservoir non négligeable de provirus a I’état latent. De
facon surprenante, peu ou pas d’études ont été réalisées pour évaluer
I’activité de I'IL-16 sur les macrophages et les cellules dendritiques,
bien qu’elles expriment la molécule CD4, le récepteur physiologique de
I'IL-16. L’étude qui suit présente les effets immunologiques de I'lL-16
sur les deux types de cellules présentatrices d’antigéne. A cette fin, |
nous avons étudié les effets de I'll-16 sur I'expression de molécules de
surface, I’expression des ARN messagers de CCR5 et CXCR4, et la

production de cytokines.

RESULTATS

Nos résultats montrent des différences dans la réponse des
macrophages et des cellules dendritiques suite a l’action deI’lL-16:
1) L’expression de surface de la molécule costimulatrice CD80 est
augmentée par I'lL-16 dans les macrophages. Par contre, I'expression de
CD86 est légérement diminuée. Aucun effet significatif ne sont
observées sur I’expression des deux molécules costimulatrices dans les

cellules dendritiques.
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2) L’expression de la molécule CD4 est diminuée par I'lL-16 dans les
macrophages. La régulation se situe a un niveau transcriptionnel puisque

la diminution de CD4 se retrouve au niveau de son ARN messager.

3) L'lIL-16 diminue I’expression de I’ARN messager de CCRS dans les
deux types cellulaires, mais de facon transitoire dans les cellules
dendritiques. En effet, contrairement aux macrophages, 'inhibition n’est
pas observée aprés 24 heures d’incubation avec I'lL-16. Nous observons
aussi que l'interleukine-16 diminue de facon transitoire ’ARN messager
de CXCR4 dans les deux populations cellulaires. Nous remarquons, avec
intérét, des effets additifs, mais non significatifs, sur I’expression des
corécepteurs dans les macrophages lorsque I'lL-16 et I'lL-2 sont
combinées.

4) Le profil de cytokines est différent, avec en particulier une

importante sécrétion de MIP-1a par les macrophages.

L’IL-16 possede donc une activité immune sur les macrophages
et les cellules dendritiques, qui se concrétise par la modulation de
certains récepteurs de surface (CD25, CD80, CD4 pour les macrophages;
CD25, CD83 pour les cellules dendritiques), par la modulation
différentielle des recepteurs de chimiokines, et par la sécrétion de Mip-
1o pour les macrophages. L’article discute des éventuelles implications
de I'lL-16 dans les mécanismes d’inflammation. La diminution de CCRS
et CXCR4, nous encourage a étudier Pactivité de P'lL-16 sur la

multiplication virale dans les macrophages et les cellules dendritiques.



SUMMARY

Interleukin-16 (IL-16), a natural ligand for the CD4 receptor, has been found to
modulate T lymphocyte function and to inhibit human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)
replication. Antigen-presenting cells (APCs) including macrophages and dendritic cells are
known to express functional surface CD4 molecules, to be susceptible to HIV1-1 infection and
to play a critical role in different immune processes. Therefore, we have evaluated the ability of
recombinant IL-16 (rIL-16) to regulate receptor expression and cytokine release in monocyte-
derived macrophages (MDMs) and monocyte-derived dendritic cells (MDDCs). rIL-16 was
found to upregulate CD25 and CD80 but to downregulate CD4 and CD86 surface expression in
MDM cultures. However, no change could be observed on the level of CD4, CD80 and CD86
expression in IL-16 -stimulated MDDCs although, a significant upregulation of CD25 and
CD8&3 was consistently detected. Furthermore, the level of gene expression of the chemokine
receptors CCR5 and CXCR4 was significantly reduced in rlL-16-treated MDMSs and co-
stimulation with IL-2 did not modify the activity of the recombinant cytokine. The effects on
chemokine receptor gene expression were less evident in MDDCs and only a transient
downregulation of weak intensity could be detected following stimulation with rIL.-16. Analysis
of supernatants from rIL-16-stimulated cultures revealed a different profile of released
cytokines/chemokines among the two cell populations studied. These findings establish an
important role for IL-16 in modulating the activity of APCs and may have relevance to the

protection of reservoir cells against HIV-1 infection.
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INTRODUCTION

IL-16 is a pleiotropic cytokine secreted mainly by CD8 T cells and has
chemoattractant activity on CD4-positive lymphocytes, monocytes and eosinophils (1).
Following binding to the CD4 receptor on lymphocytes, IL.-16 induces an increase in
intracellular Ca>* and inositol triphosphate levels as well as the phosphorylation of the CD4
molecule (2). IL-16 has been reported to enhance IL-2 receptor expression but to inhibit the
lymphoproliferative responses induced by allogeneic mixed lymphocyte reactions or by anti-
CD3 antibodies (3, 4, 5). In long-term lymphocyte cultures, this chemoattractant cytokine was
found to induce the release of granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) and
to synergise with IL-2 in the expansion of CD4 T cells (6). In addition, rIL.-16 corresponding to
the C-terminal 130 amino acids of the natural molecule, has been recently reported to inhibit

HIV-1 replication in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from infected subjects (7).

Among the APCs, macrophages and dendritic cells are known to express the CD4
receptor and to be susceptible to infection with HIV-1. These cells also express the major HIV
coreceptors CCRS5 and CXCR4 and are believed to act as reservoirs for virus dissemination (8,
9, 10, 11). Although the modulation of T cell activity by IL-16 has been well studied, no or
very limited knowledge is currently available on the effects of IL-16 on dendrmtic cells or on
macrophages, respectively. Recently, rIL-16 was reported to activate the stress-activated protein
kinase signalling in human macrophages (12). In an attempt to understand the role of IL-16 in
regulating the activity of APCs, we have analysed the changes induced on the expression of a
battery of receptors that mediate accessory cell function (CD80, CD86), that are cell type
specific (CD14, CDla and CD&3) or that are required for HIV-1 entry (CD4, CCRS and
CXCR4). Moreover, the ability of rIL.-16 to induce the release of representative inflammatory
and HIV-enhancing cytokines, of anti-inflammatory cytokines and of HIV-suppressive B-
chemokines, has been examined. Qur results demonstrate different effects of the recombinant
cytokine on the two cell populations studied with a marked and selective downregulation of

CD4 and CCRS5 expression in macrophages. The presented findings are discussed in the context
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of a potential role of IL-16 in regulating the immune and inflammatory functions of APCs and

the control of HIV replication in reservoir cells.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents used.

Murine anti-human monoclonal antibodies (CD4-PE, CD95-PE, CD1a-PE, CD3-PE, CD&3-
PE, CD25-PE, CD14-HFITC, CD8O-FITC, CD86-PE and their matched isotypes) used for
cytofluorimetric detection were purchased from Immunotech (Marseille, France), except for
CDB86-PE which was obtained from Pharmingen (San Diego, CA). Human recombinant tumor
necrosis factor-a (rTNF- a), rIL4 and rIL-2 were purchased from R&D systems Europe.
Human rGM-CSF was provided by Sandoz Pharma (Basel, Switzerland). Recombinant rat IL-
5, produced in E.Coli, was kindly provided by Dr. J. Khalife (Institut Pasteur de Lille, France)

and was used as a control of an irrelevant recombinant protein.

Preparationof riL-16

rIL-16 was produced and purified as previously described (13). The histidine-tagged 130 amino
acid protein produced in E. Coli was rendered endotoxin-free (<0.125 endotoxin unit/10 pg
protein) by passages over polymyxin-B columns (Pierce, Montlugon, France). Using sodium
dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis and Comassie blue staining, ril.-16 was
found to migrate as a single band of 20 kilodalton and to be >95% pure. Only 2-10% of rIL-16
corresponded to the active homotetrameric form, whereas the rest of the protein was found as
inactive monomers or homodimers (13). The concentration of rIL-16 presented throughout the
study was 10ug/ml of total protein (corresponding to 0.5ug/ml of homotetrameric form). This
concentration was the highest to induce measurable effects and to be free of endotoxin

contaminants. Lower concentrations of 3 and 1ug/ml were evaluated in 4 separate experiments

and were found to produce weaker and dose-dependent effects.

Culture condition:

PBMCs were isolated from heparinized blood samples by Ficoll-HyPaque density gradient
centrifugation (Pharmacia, Uppsala, Sweden). Monocytes were obtained by adherence as
previously described (14). They were allowed to differentiate into macrophages after 5-7 days

culture in RPMI containing 10% human AB serum. MDDCs were obtained by culturing
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monocytes for 7 days in medium supplemented with 1000U/ml of rGM-CSF, 10ng/ml of rll.4
and 200U/ml of rTNF-a. After differentiation in 6 well plates (Falcon, Le Pont de Claix,
France), 3x10° MDMs or MDDCs were cultured with or without IL-16 (10ug/ml), IL-2
(100U/ml) or a combination of the two cytokines. In MDDC cultures, stimulation with IL-16
was performed in the presence of exogenous cytokines that were used to drive the
differentiation of monocytes into mature dendritic cells. At different time points following
stimulation, cells were washed in cold phosphate buffered saline (PBS), were removed by
gentle scrapping and were counted using trypan blue dye. Neither the number of total cells
recovered nor the percentage of viable cells (>70%) were different between non stimulated and

IL-16- stimulated cultures from all donors tested.

Levels of secreted cytokines

The levels of TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12, IL-1 receptor antagonist (IL-1RA), macrophage
inflammatory protein-1 a (MIP-1 o) and RANTES (regulating upon activation normal T
expressed and secreted) in culture supernatants, were determined by using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits (R&D systems, Abingdon, U.K.) and following the
manufacturer’s instructions. From 3 preliminary experiments, peak cytokine release was
observed after 24 but not after 6 or 48 hours stimulation period. Therefore, in all subsequent
experiments the levels of secreted cytokines were evaluated following 24 hour stimulation with

rlL-16.

Flow cytometric analysis:

Cells (2x10° cells) were incubated with lug of mouse antibodies for 30 minutes at 4°C, in PBS
containing 0.5% bovine serum albumin. Cells were then washed twice with PBS, resuspended
and fixed with 1% paraformaldehyde. Percentage of positive cells and mean fluorescence
intensity (MFI) were analysed by an Epics Coulter cytofluorimeter (Coultronics France SA,
Margency, France). Dead cells were excluded from the analysis by propidium iodide staining

and live cells were gated on the basis of their forward scatter and side scatter characteristics.
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Semi-quantitative reverse transcription- polymerase chain reaction(RT-PCR) analysis:

Total RNA was extracted from MDM or MDDC cultures using RNAzol (Bioprobes Systems,
Montreuil, France) and following the manufacturer’ s protocol. To remove traces of DNA
contamination, the RNA samples (5 ug) were treated with 2.5 U of RQ! Rnase-free Dnase
(Promega Corporation, Madison, USA) in the presence of 2x rTth reverse transcriptase buffer
(Perkin-Elmer Corporation, Foster City, USA), 2 mM MgCl,; and 20 U of RNAsin (Promega).
The RT-PCR reaction was carried out in a reaction mixture of 50 uL per tube containing serial
1:5 dilutions of RNA samples (100, 20 or 4 ng), 1x rTth reverse transcriptase buffer, 2.5 mM
MnCl,, 300 uM of each dNTP (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), 0.4 uM primer pairs
(Genset, Paris, France) and 5 U of rTth DNA polymerase (Perkin-Elmer). The sense and
antisense primer pairs used to specifically amplify mRNA were: For CCR5: 5’GCT CTC TCC
CAG GAATCATCTTTAC-3’, and 5-TTG GTC CAA CCT GTT AGA GCT ACT G-3’ (15);
for CXCR4: 5-TGA CTC CAT GAA GGA ACC CTG-3’ and 5-CTT GGC CTC TGA CTG
TTG GTG-3’ (16); for CD4: 5-AAG ACC CTC TCC GTG TCT-3’, and 5-GTC AGC TIT
TCA ACT GTA AAG GCG-3’; for b-actin: 5-GGG TCA GAA GGA TTC CTA GG-3 and 5-
GGT CTC AAA CAT GAT CTG GG-3’. The RT reaction started at 55°C for 2 minutes and for
additional 30 minutes at 60°C. the different PCR amplification conditions Vwere: CCR5, 30
cycles (94°C for 45s, 56°C for 45s, 72°C for 45s); CXCR4, 45 cycles (94°C for 30s, 54°C for
30s, 72°C for 30s); CD4, 25 cycles (94°C for 15s, 56°C for 15s, 72°C for 15s); b-actin, 20
cycles (94°é for 15s, 55°C for 15s, 72°C for 15s). The PCR reactions were terminated by an
incubation at 72°C for 7 minutes. PCR products were separated on 1.8% agarose gel visualized
and photographed under UV light after ethidium bromide staining. Quantification of the PCR
products was obtained by densitometric analysis (Image Master 1D prime, Pharmacia Biotech).
The mRNA levels of the receptors were normalized to the corresponding B-actin levels, by
calculating the ratio of the receptor RNA band volume over that of B -actin, in the linear phase
of the amplification. Results are expressed as percentage of maximum mRNA expression
relative to the condition giving the highest gene expression, arbitrarily considered as 100%.
Statisticalanalysis:

Statistical comparisons were made using the student’s t-test for paired-data. Probability values

below 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Phenotypic characterisation of MDMs and MDDCs.

The level of T cell contamination in MDM and MDDC cultures was found to be
below 2% as revealed by the absence of CD3 positive cells (Fig. 1). MDMSs exhibited a high
level expression of the monocyte/macrophage marker CD14 (mean % positive cells + SEM:
83.6+3.6; MFI + SEM: 97.8+19.8) and over 70% of cells were CD4 or CD86 positive, in
contrast to the low expression level of CDl1a, CD25, CD80 and CD9S5 (Fig. 1). On the other
hand, MDDCs lacked the expression of CD14 and resembled mature dendritic cells as judged by
the expression of the differentiation marker CD83. The CD86, CD4, CD80, CDla and CD95
positive cells in MDDC cultures ranged between 35-90%, whereas CD25 expression was
relatively low (mean % positive cells + SEM: 10.7+2.7%). The detected differences in the
expression of surface markers clearly indicate that, under our culture conditions, monocytes
could be easily differentiated into macrophages or into mature dendritic cells. The latter
population could also be verified on the basis of morphological criteria, as we observed typical

adherent aggregates of dendritic cells with fine membrane projections.

Effect of IL-16 on surface receptors expression.

Stimulation of MDMs or MDDCs for 5-72 hours with rIL-16, resulted in selective
modulation of receptor expression which peaked at the 24 hour time point (Table 1). No
significant change in the level of expression of CD14, CDla and CD95 could be observed in
either cell population (data not shown). However, IL-16-stimulated MDMs presented 2-3 fold
increase in the mean percentage of cells expressing either CD25 or CD80. This was
accompanied with a significant decrease in CD4 (Figure 2) and, to a lesser extent, in CD86
expression (Table 1). In contrast, stimulation of MDDCs with IL-16 resulted only in a
significant upregulation of CD25 and CD&3 surface expression without any measurable effect
on CD4 (Table 1 and Figure 2). The downregulation or the lack of modulation of CD4
expression by IL-16 in MDMs or in MDDCs, respectively, was also evident at the 48 and 72
hours time points (data not shown). In addition, the specificity of the IL-16 effect was verified

in 2 separate experiments by using 10ug/ml of rat IL-5 to stimulate MDMs and MDDCs. This
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control recombinant protein did not induce any detectable effect on surface receptor expression

or on the parameter of cytokine release described below.

Effect of IL-16 on CD4 gene expression

The stable downregulation of CD4 in [L-16-treated MDMs prompted us to examine
whether this effect could be observed at the mRNA level. Total RNA was extracted from
unstimulated or stimulated MDMs, at 2 or 24 hours post stimulation, and CD4 gene expression
was quantitated by RT-PCR. Results shown in Figure 3, using cells prepared from 5 different
donors, demonstrate significant downregulation of CD4 mRNA expression with mean
percentage inhibition of 49 or 55% following, respectively, 2 or 24 hours treatment with 10
ug/ml of rIL-16. No such effect could be observed in MDDC cultures from 3 separate donors

(data not shown).

Effects of cytokines on CCRS and CXCR4 gene expression

We have evaluated the effects of IL-16 or/and IL-2 on chemokine receptor gene
expression in MDMs and MDDCs. A 2 hours stimulation of MDMs with IL-2, IL-16 or with a
combination of the two cytokines, significantly inhibited CCR5 mRNA accumulation by 42, 56,
or 67% respectively (Fig. 4). Similar results were observed when the stimulation period was
extended to 24 hours, though the inhibitory effect of IL.-16 alone, which was noted on cells
from 4 out of 5 donors tested, did not attain statistical significance (Fig. 4). The regulation of
CCRS5 gene expression in MDDCs was minimal and a significant inhibition (22%) was only
detected following 2 hours stimulation with rIL-16 (data not shown).

Stimulation for 2 hours of MDMs (Fig. 5) or MDDCs (Fig. 6) with IL-2 had no
modulatory effect on the baseline level of CXCR4 gene expression. In contrast, stimulation of
either cell population with rIL-16, in the absence or presence of IL-2, resulted in a significant
inhibition of CXCR4 mRNA accumulation and this was more dramatic in MDMs than in
MDDCs (Fig. 5 and 6). These effects were transient since no significant modulation of CXCR4
expression could be detected after 24 hour stimulation with the two cytokines, used separately

or in combination (data not shown).
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Effect of IL-16 on cytokines production

MDMs and MDDCs were incubated for 24 hours with rIL-16 and supernatants were
then collected for titration of different cytokines and chemokines. Among the interleukins tested,
IL-12 was always below the detection limit (< Spg/ml) in either non stimulated or IL-16 —
stimulated supernatants of MDM and MDDC cultures from 7 separate donors. However, results
shown in figure 7A demonstrate a significant increase in MIP-1a release in IL.-16-stimulated
MDM:s. This was accompanied by a significant upregulation, though of smaller magnitude, in
RANTES, TNF- a, IL-6 and IL-10 secretion. Moreover, MDMs displayed a high spontaneous
release of IL-1RA (Mean+SEM: 57315+6735 pg/ml), which was significantly upregulated
following stimulation with r[L-16 (Mean+SEM: 72747+8824 pg/ml). On the other hand,
stimulation of MDDCs with rIL-16 did not induce a significant increase in the secreted levels of
RANTES, IL-10, TNF- a (Fig. 7B) or IL-1RA (data not shown). However, the levels of IL-6
and MIP-1 a were found to be significantly elevated in IL-16-stimulated MDDCs as compared
with unstimulated cultures (Fig. 7B). Finally, it is worthwhile to point out that the high
spontaneous TNF- a levels detected in MDDC cultures were mainly attributed to the exogenous

recombinant cytokine added to induce cellular differentiation.
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DISCUSSION

Macrophages and dendritic cells are integral components of the immune system
capable of regulating immune responses via antigen presentation, cytokine secretion and the
delivery of costimulatory signals for T cell activation (17, 18). The present study demonstrates
that rIL-16 can interact with either macrophages or with dendritic cells, and can induce the
modulation of certain parameters relevant to the functional activities of the two cell types. The
need for relatively high concentration (10ug/ml) of rIL-16 to achieve measurable effects in vitro
is attributed to the low content (2-10%) of the active homotetrameric form in the bacterially-

derived recombinant cytokine (13).

Certain cytokines such as interferon-gamma (IFN-y) and IL-10 have been reported
to regulate the expression of costimulatory molecules on APCs (19, 20, 21). Our findings
demonstrate, for the first time, the capacity of the chemoattractant cytokine IL.-16 to modulate
CD80 and CD86 expression in MDMs but not in MDDCs. Indeed, differential regulation
between both types of cells has already been reported for CD80, which was found to be
upregulated in macrophages but to be downregulated in langerhans cells following stimulation
with IL-10 and IFN-y (19, 21). Furthermore, the signals transduced following CD4 binding on
MDMs by rIL-16 appear to enhance CD80 but to suppress CD86 expression. Other cytokines
such as IL-10, IL-4 or TNF-a have also been shown to exert differential effects on CD80 and
CD86 expression in monocytes (21). It has been suggested that these two costimulatory
molecules influence T helper cell differentiation into Thl or Th2 cell subsets (22). In this
regard, CD86 has been implicated in the development of IL.-4 producing cells (23) while CD80
appear more potent in inducing IFN-g secretion by T cells (24). Thus, it will be of interest to
determine whether IL-16 could affect, either directly or indirectly via macrophages, the

differentiation of Th cell populations.

The ability of rIL-16 to enhance CD25 expression has been previously observed on
T cells (3). Our results extend this finding to show a similar effect on both MDMs and MDDCs.

Although the role of CD25 is not yet clearly established in dendritic cells, upregulation of this
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receptor as well as of CD&3 has been associated with dendritic cells maturation (25). Thus,
based on our findings demonstrating the ability of rIL.-16 to upregulate CD25 and CD8&3
expression in MDDCs, it is tempting to suggest that this cytokine might be an enhancing factor
for dendritic cell maturation. Moreover, it will be of interest to examine, in future studies,
whether rIL-16 could induce the expression of the f and y chains of the IL-2 receptor which
have been reported to be lacking in dendritic cells (26). In this regard, an upregulation by IL-16

of the IL-2 receptor B chain has already been observed in T lymphocytes (6).

The downregulation of CD4 expression by rIL-16 in MDMs but neither in MDDCs
nor in T lymphocytes, could imply different signal transduction pathways mediated by the same
receptor in different cell populations. Differential modulation of the expression of one defined
receptor by the same stimulus in different cell types, has been previously reported. For instance,
CD4 cross-linking by anti-CD4 monoclonal antibodies or by HIV envelope glycoprotein gp120
was found to upregulate CD95 ligand expression in monocyte; but not in T lymphocyte (27).
Furthermore, this selective effect of rlL.-16 in MDMs could not simply be explained on the basis
of higher receptor expression on macrophages, since T cells are known to express much higher
level of CD4 than MDMs. Although the mechanism of downregulation of CD4 in T cells, by
other ligands, was found to involve the dissociation of CD4 with the protein kinase p56ICk (28),
this mechanism can not explain the observed IL-16-effect in MDMs which are known to lack
p56le kinase“ activity (28). In addition, the finding that CD4 downregulation was stable and was

detectable at the mRNA level, argues against internalization of the receptor as a major

mechanism of the IL-16-induced effect.

Macrophages and dendritic cells have been shown to express the chemokine
receptors CCRS and CXCR4 which were identified as coreceptor for macrophage-tropic and T-
cell tropic HIV-1 strains, respectively (8, 9). Regulation of the expression of chemokine
receptors has been observed with different cytokines or with HIV antigens (29, 30). The ability
of IL-16 to induce rapid and sustained downregulation of CCR5 mRNA expression in MDMs is
similar to the effect observed with agents known to increase the cellularlevel of cyclic adenosine

monophosphate (31). Whether the IL-16-induced downregulation of CCRS gene expression in
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MDMs, and to a lesser extent in MDDCs, is mediated via the adenosine monophosphate
pathway, would need to be addressed in future studies.

Inhibition of CCRS mRNA accumulation was also observed in MDMs stimulated with either IL-
2 or with the combination of IL-2 and IL-16. These findings agree with a recent report
demonstrating the capacity of IL-2 to downregulate CCRS surface expression in macrophages
(33). Although, in this latter study, continuous culture of monocytes for 10 days with IL.-2
resulted in CD4 downregulation, our results indicate that stimulation of already differentiated
macrophages with the same cytokine had no significant effect on CD4 expression. On the other
hand, an effect of IL-2 on CXCR4 mRNA accumulation was lacking in MDMs and in MDDCs.
In contrast, IL-16-signalling via CD4, in both cell populations, resulted in a rapid but reversible
downregulation of CXCR4 gene expression and which was not significantly modified by the
co-presence of IL-2. However, it would be unlikely that this transient effect on the level of gene
expression could induce a considerable downregulation of CXCR4 surface expression.
Nevertheless, our results suggest that signalling through the IL-2 receptor selectively modulates
CCRS expression whereas signalling via CD4 can modulate, to a variable extent, both CCR5
and CXCR4 gene expression. On the other hand, the implications for some of the selective
effects of 1L.-16 in MDMs but not in MDDCs need to be considered. For example, through its
capacity to induce sustained CD4 and CCRS5 downregulation in MDMs, rIL-16 may have a role
to play in protecting macrophages, but not dendritic cells, against HIV-1 infection. Similarly,
the selective modulation of the expression of costimulatory molecules in MDMs suggest a
potential regulatory effect of the cytokine on T cell responses that are dependent on antigen
presentation by macrophages. However, it is essential to determine in future studies, the

relevance of these findings to the immune and antiviral responses in vivo.

The release of cytokines by IL-16-stimulated MDMs was relatively of low
magnitude as compared with the previously reported levels induced in macrophages by another
CD4 ligand gp120 (33). Moreover, rIL-16 did not appear to trigger significant release of
cytokines in MDDCs, except for MIP-1a and IL-6. These results confirm earlier reports on the
low capacity of mature dendritic cells to secrete cytokines (34). In addition, the profile of IL-16-

induced cytokines in APC cultures, including the absence of IL-12 release, is unlikely to be a
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major factor contributing to the previously suggested inflammatory property of IL-16 (1) or to a
potential capacity to drive Thl responses. Nevertheless, with the limited number of tested
cytokines in our study, itis not possible to delineate the spectrum of cytokines induced by IL-16
or to rule out a potential role for other cytokines in mediating some of its biological activities.

It is of interest to point out that CD4 cross-linking with its natural ligand IL-16,
appears to result in a different spectrum of activities when compared with other CD4 ligands
(gp120 and CD4 monoclonal antibodies). This has already been observed in normal T cells
where stimulation with anti-CD4 antibodies or with gp120, in contrast to stimulation with rIL-
16, resulted in an increase in phosphatidyl serine synthesis (35). In addition, the level of HIV
replication and of activation-induced cell death in infected T lymphocytes was found to decrease
following stimulation with IL-16 (5, 7, 13) but to increase upon CD4 ligation with gp120 (36,
37). Taken together, these results substantiate the findings that the CD4 molecule can transmit
either activating or inhibiting intracellular signals depending on the CD4 ligand used (35).
Finally, the protective effect of IL-16 against HIV-1 replicationin PBMCs (7, 13) together with
our findings on the capacity of this cytokine to downregulate HIV-1 receptor and co-receptors in
MDMs, suggest an important role for IL-16 in protecting reservoir cells against HIV-1
infection. However, the efficacy of IL-16 to inhibit virus replication in APCs still needs to be

established and is currently being investigated in our laboratory.
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Fig. 1. Expression of surface receptor markers on monocyte-derived macrophages (MDMs)
and dendritic cells (MDDCs). Following a 7 days differentiation period of monocytes in vitro,
MDMs and MDDC's were stained with monoclonal antibodies to different CD antigens or with
isotype controls and were subjected to flow cytometric analysis. Barograms represent the mean

percentage positive cells with SE bars. n reflects the number of different donors tested.
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Table I. Changes in surface receptor expression on MDMs and MDDCs following 24hrs

stimulation with IL-16.

cell surface % positive cells
receptor
studied
MDMs N ~ MDDCs
RPMI IL-16 o RPMI IL-16 n
CD4 T8316.8% 0586 11 66474 63883 8
T
8477 (16.8+4.1) (16.6+4.3)
COBLTI (18.625.8"
CD25 5.0+£2.2 13.4+4.4% 12 10.7+£2.7 16.1+4.4" 9
0.9+0.3) 1.9+£0.5
( (2.0+0.7) ( ) (3.3+1.2)
CDS0 9.2+3.9 194+75 11 49.128.6 53.2+84 7
(1.0£0.3) " (10.8£3.3) (12.0£3.4)
(2.3+0.67)
CD86 89.2+3.5 84.4432° 10 90.7+2.2 91.5+13 7
9+12. 86.6+21.9 99.9+14.8
(55.9+12.5) (48.4:11.6) (86.6+21.9) (99.9+14.8)
CDR3 <0.5 <0.5 3 36.0:8.5 44.4490° 4
(6.3£1.5) :
(8.6+2.2)

* Values shown are means % positive cells + standard errors.

+ Mean fluorescence intensity + standard errors.

t indicate significant difference (p<0,05, student’s t-test) between stimulated and unstimulated

cells.

9 n reflects the number of separate experiments.
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Cell number

log Fluorescence

Fig. 2: Effect of rll-16 on CD4 expression in monocyte-derived macrophages (panels A-D)
and dendritic cells (panels E-H). Following 24hrs incubation in the absence (A, B, E and F) or
the presence of 1ug/mi (C and G) and 10ug/ml (D and H) of rll-16, cells were stained either
with murine anti-CD4-PE (B-D and F-H) or with isotype-matched control (A and E).

Histograms shown are data on cells from one representative donor.
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Fig. 3. Regulation by IL-16 of CD4 mRNA expression in monocyte-derived macrophages (MDMs). Following 2 and
24 hrs culture of MDMs in the absence or presence of IL-16, total RNA was extracted and subjected to RT-PCR using
specific primers for CD4 and b-actin. (a) Representative results of RT-PCR analysis on RNA samples (100, 20 and4 ng)
from MDMs of one donor. (b) Relative CD4 mRNA expression in MDMs from 5 different donors following 2 hrs and (c)

24 hrs stimulation with IL-16.
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Fig. 4. Regulation of CCR5 mRNA expression in monocyte-derived macrophages (MDMs)
following 2 and 24 hrs stimulation with [L-2, IL.-16 or a combination of the 2 cytokines. Total
RNA, extracted from non treated (RPMI) and cytokine-treated MDMs, was subjected to RT-
PCR analysis using specific primers for CCRS and for b-actin. Barograms represent the means
with SE bars of % maximum CCRS5 mRNA expression from 5 different donors. *p<0.05

versus non treated controls.
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Fig. 5. Regulation of CXCR4 mRNA expression in monocyte-derived macrophages (MDMs)
following 2 hrs stimulation with IL-2, IL-16 or a combination of the 2 cytokines. (a)
Representative results of RT—PCR analysis on RNA samples (100, 20 and 4 ng) from MDMs of
a single donor using specific primers for CXCR4 and for b-actin. (b) Relative CXCR4 mRNA
expression in non treated and cytokine-treated MDMs represented as means with SE bars of %

maximum gene expression from 5 different donors.
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Fig. 6. Regulation of CXCR4 mRNA expression in monocyte-derived dendritic cells
(MDDCs) following 2 hrs stimulation with IL-2, IL.-16 or a combination of the 2 cytokines.(a)
Representative results of RT-PCR analysis on RNA samples (100, 20 and 4 ng) from MDDCs
of a single donor using specific primers for CXCR4 and for b-actin. (b) Relative CXCR4
mRNA expression in non treated and cytokine-treated MDDCs represented as means with SE

bars of % maximum mRNA expression from 5 different donors.
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RESULTATS COMPLEMENTAIRES

1) Nous avons vu que I'lL-16 n’augmente pas la sécrétion de TNF-a dans
les cellules dendritiques. Nous avons réalisé des expériences de
stimulation en présence ou en absence de GM-CSF, IL-4 et TNF-a. Les
résultats furent identiques, montrant I’absence de modulation de Ia
production de la cytokine. Nous avons donc recherché quel était I'effet
de I'll-16 au niveau de ’ARN messager de TNF-a, et avons observé une
augmentation de I’expression de ’ARN messager de TNF-a, en moyenne
entre 2 et 6 heures d’incubation avec I'lL-16 (Fig. 3). La méme
observation est constatée en présence ou non des cytokines utilisées
pour la différenciation des monocytes en cellules dendritiques. ||
apparait donc que I'lL-16 régule la transcription du géne de TNF-a. Les
cellules dendritigues matures seraient alors incapables de sécréter la
cytokine. Cela confirme la plupart des résultats obtenus sur les cellules
dendritiques matures qui, malgré une importante expression d’ARN
messager aprés stimulation, ne sécrétent pas ou peu de cytokines
(Ghanekar et al., 1996).

2) Nous avons montré, par une technique de RT-PCR semi-quantitative,
gue linterleukine-16 diminue I’expression de CCR5 et CXCR4 dans les
macrophages et les cellules dendritiques. Ce résultat a été confirmé par
la technique de Northern Blot. La figure 4 montre la diminution
transitoire de I’expression de I’ARNm'de CXCR4 dans les macrophages.
Le retour a un niveau basal d’expression, se situe entre 4 et 6 heures.
Quant a '’expression de ’ARNm de CCRS, elle est toujours diminuée ,
méme aprés 24 heures de stimulation (non montré). La figure 5 montre
I’expression transitoire de ’ARNm de CCR5 et CXCR4 aprés deux heures

de stimulation dans les cellules dendritiques stimulées par I’IL-16.
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L’ensemble de ces résultats, obtenus par Northern blot, a été observé

dans trois expériences indépendantes.

Matériels et méthodes:
La technique de Northern blot est décrite dans le dernier
article. Les sondes utilisées sont les suivantes:
TNF-a: 5’-GGTGTGGGTGAGGAGCACATGGGTGG-3’
CCR5: 5’-GGACGACAGCCAGGTACCTATCGATTGTCAGG-3’
CXCR4: 5’-GCAAGGTTGAGCAGGTACACATCAGTCATGG-3’

B-Actin: 5’-GGCTGGGGTGTTGAAGGTCTCAAACATGATCTGG-3’
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Figure 3: Analyse de I’expression del’ARN messager de TNF-«
dans des macrophages stimulées par 1’Il-16, en présence ou en absence
de GM-CSF, 11-4 et TNF-a
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Figure 4. Analyse par northemn blot de I’expression
des ARN messagers de CCRS et CXCR4 dans des macrophages stimulées par I’11-16 (10ug/ml)
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Figure 5: Analyse par northern blot de I’expression
des ARN messagers de CCRS et CXCR4 dans des cellules dendritiques
stimulées par I'll-16 (10ug/ml)
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RESULTATS 2

L’INTERLEUKINE-16 INHIBE LA MULTIPLICATION DU VIH-1
DANS LES MACROPHAGES ET LES CELLULES
DENDRITIQUES

(Ces résultats font partie d’'un manuscrit -J. Virol., sous presse-)
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OBJECTIFS

Nos résultats précédent démontrent une activité de I'lL-16 sur
les macrophages et les cellules dendritiques. En particulier,
I'expression de I'ARN messager des corecepteurs du VIH, CCR5 et CXCR4,
est inhibée dans les deux populations cellulaires, ainsi que la molécule
CD4 dans les macrophages. En nous appuyant sur ces données, en sachant
que I'lL-16 inhibe la multiplication virale dans les lymphocytes T
infectées (Baier et al., 1995), nous avons voulu évaluer I'effet de I'lL-16
sur la multiplication virale dans des macrophages et des cellules

dendritiques infectés in vitro par un virus a tropisme macrophagique.
MATERIELS ET METHODES

Les macrophages et les cellules dendritiques sont obtenus a

partir de monocytes différenciés in vitro (Cf. article précédent).

Pour l'infection, 2.10°8 cellules, dans un volume final de 0,3ml,
sont incubées a 37° C pendant deux heures avec une souche de VIH-Bal,
dont I'activité de la réverse transcriptase est équivalente a 10000 cpm.
Les cellules sont ensuite lavées a deux reprises par du RPMI et incubées
en présence ou non d'lL-16 a 1 ou 3 ug/ml ou de Mip-1a a 200ng/ml. 11
nous est apparu que I'activité maximal de la RT se situent aux alentours
de 12 jours pour les macrophages et 15 jours pour les cellules
dendritiques. Pour la mesure de l'activité de la RT, 50ul de surnageant
cellulaire est prélevé dans le milieu de culture et ajouté a des poly(A),

des oligos (dT), du chlorure de magnésium (MgCIz) et du dTTP marqué au

tritium. L'ensemble est placé dans des plaques 96 puits a fond plats

pendant deux heures a 37° C. La réaction est stoppée avec 20ul d'une

solution de NagP,0, & 120mM dans 60% de TCA, pendant 15 minutes a
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4°C. Apres filtrage sur papier Whatmann DE81, lavage et séchage,

['activité dela RT est mesurée dans un compteur a scintillation.
RESULTATS ET DISCUSSION

Nos résultats montrent que I'lL-16 inhibe, significativement et
de facon dose dépendante, la multiplication du VIH-Bal dans les
macrophages (90+5% a une concentration de 3ug/ml) et les cellules
dendritiques (92+3% a une concentration de Tug/ml) (Tableaux 1 et 2,
respectivement). Comme pour le lot d'IL-16 utilisé dans les travaux
précédents, seulement 2 a 10% des molécules sont homotétramériques.
La concentration d'lL-16 active utilisée dans nos conditions de
stimulation est donc de l'ordre de 100 a 300ng/ml, qui correspond aux
concentrations utilisées dans les travaux précédents sur I'inhibition de
la multiplication virale dans les cellules T (Baier et al., 1995).

Afin de déterminer le r6le éventuel des cytokines et des
chimiokines dans [l'inhibition de la multiplication virale, les
macrophages et les cellules dendritiques infectés ont été stimulés en
présence ou non de I'lL-16 pendant 24, 48 et 72 heures. Les cytokines
sécrétées ont été dosées par la technique ELISA (tableaux 3 et 4). Nous
observons que le profil de cytokines est différent entre les deux types
cellulaires, avec un effet optimal aprés 24 heures de stimulation. L'IL-
16 induit, significativement, la sécrétion des B-chimiokines MIP-o et
MIP-g dans les macrophages (index de stimulation: 16,6 et 8,1,

respectivement) et les cellules dendritiques (index de stimulation: 6,3
et 3,5, respectivement). La production de Rantes et d'IL-6 est
augmentée dans Iés macrophages (index de stimulation: 2,6 et 10,0,
respectivement) et dans les cellules dendritiques (index de stimulation:
1,9 et 11,7, respectivement) stimulés par I'IlL-16, cependant P’effet de

I'IL-16 dans ces derniéres n’est pas significatif. La sécrétion de TNF-a
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et d'IL-10 est également augmentée de facon significative dans les
macrophages (index de stimulation: 7,8 et 3,0, respectivement),
contrairement aux cellules dendritiques (index de stimulation 2,1 et
1,4, respectivement). Cependant, les productions de cytokines restent
faibles et de 'ordre du picogramme. Les effets inhibiteurs de I'lL-16 ne
semblent donc pas associés avec une forte induction de cytokines et de
chimiokines. En effet, la quantité de chimiokines mesurée dans les
surnageants est plus faible que celle utilisée dans les expériences
décrivant une activité anti-virale des ligands de CCRS5 (Verani et al.,
1997). De plus, MIP-1a a 200ng/ml est incapable d'inhiber Ila
multiplication virale dans nos conditions de stimulation. L'activité
antivirale de la chimiokine dans les lymphocytes T réside dans sa
capacité a entrer en compétition, avec le virus, pour le récepteur CCRS
(Moore et al., 1997), et donc réside dans I’inhibition de I’entrée du VIH
dans la cellule. Ainsi, nos résultats montrent que la compétition pour le
corécepteur CCRS n’est pas suffisante pour la limitation de I'infection
dans les cellules présentatrices de I'antigéne. Ceci peut suggérer que
dans ces types cellulaires, les virus a tropismes M aient une affinité
plus forte que MIP-1a pour CCRS5, ou qu’ils soient capables d’utiliser de
facon préférentielle d’autres corécepteurs.

L’action de I'lL-16 ne peut étre expliquée uniquement par un
phénoméne de compétition pour la molécule CD4, d'autant plus que des
résultats complémentaires, non présentés dans cette thése, nous
indiquent que l'inhibition se situe a un niveau transcriptionnel. Ceux-ci
confirment les études antérieures sur [’inhibition de la multiplication
virale dans les lymphocytes T (Maciaszek et al., 1997; Zhou et al., 1997).
Mais compte tenu de nos résultats, précédemment décrits, sur [a
modulation des récepteurs du VIH, il nous reste a déterminer la
possibilité d'une inhibition de la pénétration du VIH dans les celiules

cibles, prétraitéés par linterleukine-16. Finalement, nos résultats
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confirment [I'activité de I'IlL-16 sur les cellules présentatrices de
I'antigéne, et démontrent que la chimiokine inhibe la muitiplication du

VIH dans les macrophages et les cellules dendritiques.



donneurs Mesure de la transcription inverse(cpm/50ul) dans les cultures
traitées par:
RPMI iL-16 IL-16 MIP-1la
( Tug/ml) (3ug/ml) (0.2ug/ml)
1 47834 13499 (72)* 4245(91) 51170(-20)
2 78075 28165 (64) 22751 (71) 51879 (33)
3 37848 3702(90) 0(100) 38837 (-3)
4 46898 3602 (92) 504 (99) 26635 (43)
5 85636 21859 (74) 7829 (91) N.D.
moyenne 5925819464 14164+4882 7065 4168 4363016850
+/- erreur (78%5) (90x5) (13+15)
standard
valeur de p 0.0012 0.0017 0.3638

Tableau 1: Effet de I'IlL-16 sur la multiplication du VIH-Bal dans les
macrophages (RT mesurée 12 jours aprés l'infection)
*% inhibition

donneurs Mesure de la transcription inverse (cpm/50ul) dans les cultures
traitées par:
RPMi IL-16 MIP-1a
(Tug/mli) (0.2ug/mi)
1 16483 3738 (83)* N.D.
2 10822 0(100) N.D.
3 16440 354 (98) 14530 (13)
4 34510 3747 (89) 18250 (47)
5 20871 3386 (84) 24381 (-17)
6 22301 976 (96) 26051 (-17)
moyenne 2023743294 2033+ 72 2080312680
+/- erreur (92+3) (6+15)
standard
valeur de p 0.0016

Tableau 2: Effet de I'lL-16 sur la multiplication du VIH-Bal dans les
cellules dendritiques (RT mesurée 15 jours aprés I’'infection)

*% inhibition
137‘71‘7
ag)
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Cellules RPMI IL-16
dendritiques (3ug/ml)
Cytokines 24h 48h 72h 24h 48h 72h
testées

TNF-a 305+186* 358+214 634183 634+344 4184201 593+74

IL-6 47424 3015 36x7 548+349 3924206 82+19

IL-10 7760 78+64 25425 107488 115+103 16+16
MIP-1a 18175 84+25 101442 1139+796" 862+692 99+39
MIP-18 608+249 260+90 271489 2107+1347*  1540+1116  335+155

RANTES 636+85 382485 463107 1217+460 7611294 495+118

Tableau 3: Concentration des cytokines détectées dans le surnageant
de culture des cellules dendritiques. Les cellules ont été infectées par
HiV-Bal et stimulées par l'interleukine-16 pendant 24, 48, 72 heures.

* Moyenne (pg/miterreur standart) de cinq expériences indépendantes.

A différence significative entre les valeurs des cellules non activées et
celles obtenues dans le surnageant des cellules activées (test de rang
de Wilcoxon).

Macrophages RPMI IL-16
(Bug/ml)
Cytokines 24h 48h 72h 24h 48h 72h
testées
TNF-a 56+16* 33+12 23+11 434+143* 283+714 242487
IL-6 7623 57+18 5117 7572574 683v238* 754£280%
IL-10 42422 61130 4729 12445 72422 64+34
MIP-1a 176452 54+11 41+13 29304627 6144280  280+142*
MIP-18 426+159 128+17 88+13 3442+1039*  808+342*  441+283*
RANTES 372482 258160 2 1717041[ 975+154* 518+76* 399159

Tableau 4: Concentration des cytokines détectées dans le surnageant
de culture des macrophages. Les cellules ont été infectées par HIV-Bal
et stimulées par l'interleukine-16 pendant 24, 48, 72 heures.

* Moyenne (pg/mlixerreur standart) de cing expériences indépendantes.

A différence significative entre les valeurs des cellules non activées et
celles obtenues dans le surnageant des cellules activées (test de rang
de Wilcoxon).
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RESULTATS 3

RECOMBINANT HUMAN IL-16 INHIBITS HIV-1
REPLICATION AND PROTECTS AGAINST ACTIVATION-
INDUCED CELL DEATH (AICD).

T. IDZIOREK, J. KHALIFE, O. BILLAUT-MULOT, E. HERMANN, M. AUMERCIER, Y.
MOUTON, A. CAPRON and G.M. BAHR

Clinical and Experimental Journal of Immunology
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OBJECTIFS

La combinaison d’antirétroviraux nous a montrée l'importance
de la charge virale dans la pathogénése du virus de I'immunodéficience
humaine. Les traitements antiretroviraux restaurent partiellement
I’lhoméostasie du systéme immunitaire en inhibant la multiplication
virale. Mais les traitements antiviraux n’éradiquent pas I’ensemble des
virus présents dans les cellules réservoirs et des virus résistants
apparaissent. Cest a ce niveau qu'apparait l'intérét d'une
immunothérapie qui consiste a soutenir les défenses immunitaires en
alliant une action directe sur la multiplication virale. C’est dans ce but
que nous nous sommes intéressés a l’interleukine-16 qui est capable
d’inhiber la multiplication d’une souche de VIH, a tropisme cellulaire T,
dans les cellules T. Nous avons ainsi produit la molécule dans notre
laboratoire. Pour son étude, nous avons considéré deux points
importants de la pathogénése du VIH: la multiplication virale et
’apoptose. Ainsi, ce travail décrit, I'activité de I'lL-16 sur la
multiplication de virus, a tropisme M et T, dans les lymphocytes T. En
particulier, nous avons évalué I'activité des différentes formes de I’IL-
16, monomériques ou tétramériques, sur l'infection virale. Nous avons
également étudié 'action de I'lL-16 sur I'apoptose spontanée et la mort

induite par I'activation de cellules T provenant de sujets infectés.

RESULTATS

Il s’avére que seulement 2 a 10% de notre IL-16, produite chez
E. Coli, est sous une forme homotétramérique. Nous confirmons que
cette forme est responsable de l'inhibition de la multiplication virale

par I'lL-16, observée dans des PBMC infectés de facon aigué par une
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souche T-tropique (HIV-llIB), et pour la premiére fois M-tropique (HIV-
Bal) et primaire (CHR4) a tropisme M.

L’addition de I'lL-16 a des cellules de patients stimulées par
des anticorps anti-CD3, la dexaméthasone, ou des anticorps inducteurs
d’apoptose anti-CD95, diminue la mort cellulaire induite par
I’activation. L’action de I'lL-16 est expliquée, du moins en partie, par la

diminution de ’expression de la molécule CD95 ou Fas.

Notre article discute des effets de I'lL-16 qui sont différents de
ceux observés en présence d’anticorps anti-CD4 ou de gp120, qui
induisent l'apoptose, et qu’ils dépendent de I'état d’activation de la
cellule. L’IL-16 est donc un candidat potentiel pour une immunothérapie,
et ce parce qu’il inhibe, a la fois, la multiplication virale et I’apoptose

de cellules de patients.



Clin Exp Immunol 1998: 112:84-91

104

Recombinant human IL-16 inhibits HIV-1 replication and protects against
activation-induced cell death (AICD)
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and tCentre Hospitalier de Tourcoing, Tourcoing, France
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SUMMARY

The chemoattractant cytokine IL-16 has been reported to suppress lymphocyte activation and to inhibit
HIV-1 replication in acutely infected T cells. We have cloned and expressed human IL-16 in
Escherichia coli and investigated whether the recombinant protein could regulate the level of
lymphocyte apoptosis from HIV-I-infected subjects. After purification and refolding. only 2-10% of
the recombinant cytokine was present in a biologically active homotetrameric form. This could
explain the need for high concentrations of the bacterially derived IL-16 to induce significant inhibition
of HIV-1 replication. Addition of IL-16 to unstimulated peripheral blood mononuclear cell (PBMC)
cultures from HIV-I-infected subjects did not modity the observed level of spontaneous lymphocyte
apoptosis. In conmast. [L-16 added to PBMC cultures stimulated with anti-CD3. anti-CD95 or
dexamethasone reduced significantly the percentage of lymphocytes undergoing AICD. This effect
was found to correlate with the ability of the cytokine to decrease CD95 expression on activated CD4™ T
cells. Comparative studies on PBMC from healthy individuals indicated that the regulation of apoptosis
levels by IL-16 is a complex phenomenon and could depend on the nature of the activator used and/or
the immune status of lymphocytes tested. The outcome of CD4 cross-linking on T cells by various
ligands is discussed in the context of the observed beneficial activities of IL-16 and its potential role in

the treatment of HIV disease.

Keywords HIV-| replication apoptosis

INTRODUCTION

In HIV infection, functional defects and deletion of antigen-
reactive T cells are more frequent than can be explained by
direct viral infection. Cells from infected subjects were found to
undergo in virro a spontaneous process of programmed cell death
(PCD). This process also appeared to increase in magnitude upon
cell activation with different stimuli [1.2]. Viral antigens including
gpi20 and tat have been reported to accelerate, even in non-
infected lymphocytes, the AICD and are therefore believed to
contribute to CD4™ T cell depletion in HIV disease [3.4]. The
relationship between T cell depletion and PCD in HIV infection
has been further substantiated by the in vivo findings of high
apoptosis levels, occurring predominantly in bystander cells, in
lymph nodes of infected subjects [5]. The increased intensity of the
apoptotic phenomenon in lymph nodes was also linked to a general
state of immune activation and was shown to be independent of
disease progression or of the level of viral load [6]. However, in

Correspondence: G. M. Bahr, Institut Pasteur de Lille, INSERM Unité
167, | rue du Professeur A. Calmette. 59019 Lille cedex, France.
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peripheral lymphocytes of HIV-infected subjects. the increased
susceptibility to apoptosis was correlated with disease progression
[7.8] or with high viral load {9] and could be prevented through
cosignals delivered simuitaneously by IL-1 and IL-2 [10]. In
addition. the inhibition of AICD could similarly be achieved by
costimulation of cell cultures with type-1 cytokines, inserferon-
gamma (IFN-v), IL-2 or IL-12 {11.12]. Nevertheless, a correlation
between the ability of a cytokine to inhibit HIV replication and to
biock the increased sensitivity of lymphocytes to PCD is not yet
evident. This would necessitate a thorough evaluation of the
capacity of HIV-suppressive cytokines to inhibit in parallel the
enhanced level of lymphocyte apoptosis.

Among the mechanisms known to play an important role in the
apoptosis of CD4™ lymphocytes following infection with HIV are
the increased expression of the death receptor CD95 (Fas) and the
increased production of CD95-ligand by peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMC) [13]. Cross-linking the CD4 antigen, using
anti-CD4 antibodies or HIV-1 envelope glycoprotein, was similarly
shown to enhance T cell apoptosis by up-regulating CD9S5 and CD95-
ligand expression on lymphocytes and monocytes, respectively

© 1998 Blackwell Science
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[14]. On the other hand, the natural ligand for CD4 has been
identified as the chemoattractant cytokine IL-16 [15]. This mole-
cule has been reported to be active only when present in homo-
tetrameric form, to inhibit lymphocyte activation {16] and to
suppress HIV-1 replication [17,18]. Therefore, in this study we
addressed the question whether CD4 cross-linking by its natural
ligand could regulate the level of spontaneous and activation-
induced cell death in cultures from HIV-l-infected subjects or
healthy controls. In addition, we cloned, expressed and evaluated
the inhibitory activity of recombinant IL-16 on the replication of
macrophage-tropic (M-tropic) and T-tropic HIV-1 isolates in
human PBMC. We present data to demonstrate that the HIV-
suppressing activity of IL-16 is mediated by the tetrameric form.
However, the latter constitutes only up to 10% of the total protein
produced in the bacterial expression system. Furthermore, we
provide evidence for a protective activity of the recombinant
cytokine against AICD and we show that this effect is mediated,
at least in part, by down-regulation of CD95 expression on CD4™
lymphocytes from HIV-infected subjects.

SUBJECTS AND METHODS

Study subjects

A total of 34 HIV-1 infected subjects and 18 seronegative healthy
controls was studied. Among the HIV group, 15 were asympto-
matics (grade A according to the classification of the Centers for
Disease Control) and 19 were symptomatics (grade B). At the time
blood samples were drawn, only one asymptomatic and five
symptomatics were not receiving anti-retroviral therapy. The rest
of the subjects were on treatment with either two reverse tran-
scriptase inhibitors or a three-drug regimen containing one pro-
tease inhibitor. The CD4 counts (mean * s.e.m.; 662 = 74 cells/
mm?; range 300-1458 cells/mm®) and viral loads (median 1992
copies/ml; range 150-293 695 copies/ml) in the asymptomatics
were comparable to those detected in symptomatic patients
(570 = 43 cells/mm’; range 394-1061 cellsymm’® and median
5306; range 200-199970 copies/mi). None of the subjects pre-
sented with opportunistic infections during the study period.
Because no significant differences (P>0-05; Mann-Whitney U-
rank test) could be noted between grade A and grade B infected
subjects with regard to clinical parameters or to the effects of IL-16
described below, data on all subjects from both categories were
pooled to represent a single group.

Reagents used

Murine anti-human MoAbs used either in culture or for cytofluoro-
metric detection were CD4~FITC, CD95-PE (UB2), [gG1-FITC,
IgG1-PE, CD3 (UCHT1) and purified azide-free IgM anti-human
CD9S5 (CH11) (Immunotech, Marseille, France). Other reagents
were dexamethasone (DEX), phytohaemagglutinin (PHA; Sigma,
La Verpilliére, France), YOPRO-1 dye (Molecular Probes Inc,
Eugene, OR), polyrA and oligo dT (Pharmacia, Saclay, France),
and 3H-thymidine triphosphate (Amersham, Les Ulis, France). Gel
filration standards were from BioRad (Ivry-sur-Seine, France).
IL-2 was purchased from Boehringer Mannheim (Meylan, France)
and macrophage inflammatory protein-le (MIP-1la) from R&D
Systems (Abingdon, UK).

Cloning and expression of human IL-16
Total RNA from PHA-activated PBMC was isolated using
RNA Plus and following the manufacturer’s recommendations

(Bioprobe Systems, Montreuil, France). Reverse transcription was.
performed in 25 pl final volume containing 0-5 ug total RNA which
was incubated for 5 min at 65°C before the addition of 0-25 mm mix
dNTPs, 1x reverse transcriptase (RT) buffer (S0 mm Tris—-HCI
pH 83, 75 mm KCl, 3mm MgCl1,, 8 mm DTT, 4 U RNase inhibitor)
and 200 U Mu-MLV RT. The reaction was allowed 1h at 37°C
and 3min at 92°C. To produce recombinant human IL-16,
we amplified 2 ul of the product of reverse transcription in the
presence of IL-16-specific primers flanked with BamH1 at the
5" end and HindII site at the 3’ end. The primers derived
from the published sequence of IL-16 [19] were: sense:
GAGAGGATCCATGCCCGACCTCAACTCCTCC, antisense:
GAGAAAGCTTCTAGGAGTCTCCAGCAGCTGT.

The amplified product of the right size was purified, digested
with BamH1 and HindIll, subcloned in pQE 30 expression vector
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) and entirely sequenced. The
obtained sequence was identical to the published one [19]. The
production of IL-16 was done in Escherichia coli following the
manufacturer’s recommendations and was rendered endotoxin-free
(< 0-125 endotoxin unit (EU)/20 ug protein) by several passages over
polymyxin-B column (Pierce, Montlugon, France).

Further purification of IL-16 by medium pressure liquid chro-
matography was performed using a gel-filtration column (Bio-
Silect SEC125.5, 300 x 7-8 mm; BioRad) connected to the Biologic
Workstation (BioRad). The column was equilibrated with 50 mm
phosphate buffer, 200 mm NaCl, pH 6-8 at a flow rate of 1 ml/min.
Fractions (0-5 ml) were collected and were tested for inhibition of
HIV replication as described below. Molecular weights of eluted
forms of recombinant hIL-16 were deduced from a curve calcu-
lated by plotting the decimal logarithm of standard molecular
weight protein markers versus their elution time expressed in
seconds.

Culture conditions

PBMC were isolated from heparinized blood samples by Ficoll—
Hypaque density gradient centrifugation, and cultured in RPMI
1640 (Gmco, Courbevoie, France) supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS; Boehringer), 2mm glutamine (Gmco) and 1%
gentamycin (Schering Plough, Levallois-Perret, France). Cells were
cultured for 24h in 96-well plates (Costar, Brumath, France) at
2:5x 10°/ml or at 5 x 10°/ml in 48-well plates (Costar). Lymphocyte
apoptosis was induced by stimulation with DEX (107" M), PHA
(1 pg/ml) or anti-CD3 MoAb (0-5ug/ml). The effect of CD95
cross-linking was also explored by incubating cells with the CD95
MoAb CH11 (3 ug/ml). When added to the cultures, MIP-1a and
IL.-16 were used at 0-2 and 1 ug/ml, respectively, unless otherwise
stated. :
Measurement of apoptosis

Apoptosis was measured by either optical or cytofluorometric
analysis of cell death, as previously described [12,20]. Briefly,
cells were counted in a haemocytometer in the presence of 0-5%
trypan blue. Cells counted as apoptotic included those with
characteristic nuclear chromatin condensation and fragmentation
as well as dead cells that had lost trypan blue exclusion capacity.
Cytofluorometric analysis of cell death was assessed using the
impermeant DNA intercalatant YOPRO-1 dye, which was added at
10 uM final concentration to 5x 10% celis and was allowed to stand
for Smin at room temperature in the dark. Cell analysis was
performed on a Vantage cell sorter (Becton Dickinson) using an
argon-ion laser tuned to 488 nm. Green cell fluorescence, gated on
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forward and side light scatter, was collected using a 525 = 10nm
band-pass filter and displayed using a logarithmic amplification.
Inhibition of cell death by costimulation with cytokines was
calculated as follows:

(apoptosis in stimulated cells) — (apoptosis in stimulated cells + cytokine)

- x 100
(apoptosis in stimulated cells) — (apoptosis in unstimulated cells)

The reproducibility and specificity of detection of apoptotic
cells were verified randomly on samples from five different
subjects by (i) assessing the apoptosis levels on the same samples
in triplicate and obtaining <S5% variation among triplicate
measurements, and (ii) cell sorting the populations representing
apoptotic cells, following flow cytometry, and demonstrating that
these cells did not show any uptake of trypan biue.

Phenotypic analysis of living cells

In some experiments, the expression of CD95 antigen on the
surface of living CD4™ T cells was examined. PBMC stimulated
for 24 h with DEX, PHA or anti-CD3, in the presence or absence of
I1-16 (1 pg/ml) were first incubated with FITC- and PE-conjugated
MoAbs (10 ug for 10° cells in a 100-yl final volume) for 30 min at
4°C in the dark. Cells were subsequently washed twice with cold
PBS containing 10% bovine serum albumin (BSA). Live lympho-
cytes were gated using their higher forward and side light scatter
intensities and were analysed for simultaneous double staining by
emission of green and orange fluorescences for CD4 and CD95
expression, respectively. Percentages of CD95-expressing CD4™ T
cells were determined after correcting for non-specific double
staining. '

HIV-1 infection in vitro

PHA blasts generated in 3 days’ culture of PBMC from healthy
donors were incubated for 2h at 37°C with a dose of HIV-1
corresponding to 5000 ct/min of RT activity per 10° cells. Follow-
ing two washings, cells were cultured at 5x10%/ml in medium
containing 10 U/ml IL-2 and were fed twice a week by replacing
0-5ml of the supemnatant with fresh medium. Cytokines evaluated
for inhibitory effects on HIV replication were added immediately
upon seeding and were present continuously in culture. Infection
was performed with one of three isolates: the T-tropic strain HIV-1
1I1B, the M-tropic strain HIV-1Bal and a primary non-syncytium-
inducing, M-tropic strain CHR4, which was isolated from an HIV-1*
individual and was phenotyped in our laboratory. Viral replication
was evaluated by the level of RT activity in culture supernatants, as
previously described [21].

Statistical analysis

Statistical comparisons were made using the non-parametric
Wilcoxon matched-pairs test or Mann—-Whitney U-rank test.
Probability values <0-05 were considered significant.

RESULTS

Effect of IL-16 on HIV-1 replication in human PBMC

PHA-activated cells from different donors were infected either
with T-tropic or M-tropic HIV-1 isolates and were maintained in
culture in the absence or presence of various concentrations of
IL-16. The level of RT in the supernatants was assessed between
days 7 and 14 and results from three representative experiments are
shown in Table 1. It was noted that a 50-60% inhibition of viral

replication could be achieved with a concentration = S pg/ml of
the recombinant cytokine. This effect was evident on all viral
strains tested, including the primary isolate CHR4. The replication
of this latter was also found to be inhibited (63%) by the
continuous presence of MIP-l« in the culture at a concentration
of 0-2 ug/ml (Table 1). The maximum level of inhibition observed
under our experimental conditions was 90% using the highest
endotoxin-free concentration of our recombinant IL-16 (20 ug/mi).
We did not attempt to use higher concentrations to achieve 100%
inhibition due to the potential and probable effect of minute
contaminants, which could lead either to false-negative or to
false-positive results.

The relatively high concentration of IL-16 needed to induce
significant inhibition of viral replication prompted us to evaluate
the percentage of the biologically active tetrameric form of IL-16
in our recombinant preparation. Thus, 25 ug of the cytokine were
passed over gel filtration column and 0-5-l fractions of different
molecular sizes were collected as described in Subjects and
Methods. The fractions were filtered through 0-22-pm Millipore
filters and were tested at 1:20 dilution (v/v), for the inhibitory
activity on HIV-1 Bal replication. Results shown in Fig. 1
demonstrate that the virus-inhibiting activity of IL-16 was retained
in the fraction containing the tetrameric form (50-60 kD), but
which only represented 2—-10% of the total protein (in six different
batch preparations). Extrapolations from these results suggest that
the observed IL-16-mediated inhibition on HIV-1 replication
occurs at a concentration range of 100-500ng/ml of the active
homotetramer.

Effect of IL-16 on spontaneous and activation-induced cell death
We then evaluated the ability of IL-16 to regulate the level of
spontaneous lymphocyte apoptosis and AICD detectable in vitro

Table 1. IL-16-mediated inhibition of HIV-1 replication in acugely infected
human peripheral blood mononuclear cell (PBMC) cuitures

Strain of
Experiment HIV-1 Cytokine added RT levels Percent
no. used (ug/ml) (ct/min) inhibition
1 B - 37125 -
IL-16 (0-05) 35000 6
IL-16 (0-5) 26000 30
IL-16 (5-0) 15500 58
2 Bal - s1884 | -
IL-16 (1-0) 32018 38
IL-16 (10-0) 23270 55
3 CHR4 - 823895 -
IL-16 (1:2) 60517 27
11.-16 (5:0) 40794 51
IL-16 (20-0) 15636 81
MIP-1a (0-2) 36715 63

Phytohaemagglutinin (PHA)-activated cells were infected with a
virus dose equivalent to 5000 ct/min reverse transcriptase (RT) activity,
cytokines were added immediately after infection and were present con-
tinuously in culture. RT levels reflect means of triplicates and were
measured on day 12 post-infection in experiment 1 and on day 7 in
experiments 2 and 3.
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Fig. 1. Separation of various oligomeric forms of IL-16 in the recombinant
protein and evaluation of their HIV-suppressing activities. Purified IL-16
(25 ug) was loaded onto ge! filtration column at a flow rate of 1 ml/min.
Fractions (0-5ml) were collected, diluted to 1:20 and tested for the
inhibition of HIV-1Bal replication in acutely infected phytohaemagglutinin
(PHA) blasts. The solid line represents the optical density (OD) values at
280nm and open bars reflect the percentage inhibition of reverse tran-
scriptase (RT) levels measured on day 14 post-infection. Arrows indicate
the position at which standard molecular weight proteins were eluted from
the column: 1 is thyroglobulin (670 kD), 2 is IgG (150kD), 3 is human
serum albumin (67 kD), 4 is ovalbumin (44 kD) and $ is horse myogiobin
(17kD).

from cells of HIV-infected subjects or healthy controls. Results
shown in Table 2 represent the level of lymphocyte apoptosis
detectable under different culture conditions, from the two tested
groups. The percentage of spontaneous apoptosis in cells from
HIV-1-infected subjects was significantly higher than, and over
twice as much as that observed in cells from healthy controls.
Similarly, the net percentage of AICD by anti-CD3 or by DEX was
significantly elevated in cells from HIV-1-infected individuals,
whereas that induced by IgM anti-CD9S or by PHA was similar
and not significantly different among the two groups (Table 2). In
preliminary experiments on cells from three subjects, addition of
0-01, 0-1 or 1 ug/ml of IL-16 to 24 h cultures demonstrated a dose-
dependent inhibition of AICD which was maximal at the highest

concentration tested. Thus, 1 pg/mi of IL.-16 was then used in all
further experiments to evaluate the effects on apoptosis level. As-
shown in Table 3, cells from healthy individuals incubated for 24 h
in the presence of IL-16 showed a significant increase (32%) in the
detectable level of spontaneous apoptosis. In contrast, IL-16 did
not exert any detectable change in the level of spontaneous
apoptosis when added to cells from HIV-l-infected subjects.
Addition of the 8-chemokine MIP-la to cell cultures from the
HIV group slightly increased the percentage of lymphocytes
undergoing spontaneous apoptosis, although this effect did not
attain statistical significance (P>0-05, Wilcoxon matched-pairs
test). On the other hand, IL-16 appeared to exert a different profile
of activity on the level of AICD (Table 3). Thus, in cell cultures
from healthy controls, the co-addition of IL-16 with DEX or with
PHA reduced significantly by 29% and 15%, respectively, the level
of AICD. No significant effect could be attributed to IL-16 in the
protection against anti-CD3- or anti-CD95-induced apoptosis.
Under the same cuiture conditions, costimulation of cells from
HIV-l-infected subjects with IL-16 reduced significantly the
apoptosis level induced by anti-CD3 (22%), by anti-CD95 (53%)
or by DEX (27%), without modifying the level induced by PHA
(2%). However, costimulation with MIP-le at 0-25 ug/ml did not
appear 10 exert any protective activity against DEX- or PHA-
induced cell death in cultures from HIV-1-infected individuals
(Table 3). .

Representative data, using flow cytometric analysis, of the
protective activity of IL-16 against DEX-induced apoptosis in cells
from one infected subject are shown in Fig. 2. Cultures maintained
in medium without any stimulants for a period of 24h showed
143% YOPRO-17 cells undergoing spontaneous apoptosis
(Fig. 2a). The percentages of YOPRO-17 cells in parallel cultures
stimulated either with DEX (Fig. 2b) or with DEX and IL-16
(Fig. 2c) were found to increase to 34-8% or to 24-6%, respectively.
Thus, addition of IL-16 to DEX-treated cultures resulted in 50%
protection against AICD.

Effect of IL-16 on CD95 expression

The level of AICD in CD4% lymphocytes has been attributed to
increased expression of the death receptor CD95 [13,14]. In an
attempt to understand the mechanism of the protective activity of
IL-16 on AICD, we analysed the level of surface expression of
CD95 on CD4% lymphocytes following stimulation of PBMC
with DEX, with anti-CD3 or with PHA in the absence or presence

Table 2. Levels of spontaneous apoptosis and AICD in lymphocytes from healthy controls and HIV-infected subjects

Percent AICD by

Subjects Percent spontaneous

tested apoptosis Anti-CD3 Anti-CD95 DEX PHA

Healthy 6:7+05 1-6 207 24=*13 91x13 15125
(n=16)* (n=15) (n=238) (n=16) (n=12)

HIV-infected 15-1x 117 4.7 £ 0-8¢ 3609 13.9 £ 0-8% 13.0x23
(n=34) (n=33) (n=18) (n=34) (n=21)

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were cultured for 24 h in the absence or presence of anti-CD3, anti-CD95,
dexamethasone (DEX) or phytohaemagglutinin (PHA). The presented percentages of cells undergoing AICD (% AICD) reflect
the means *+ s.e.m. of net values obtained over those of spontaneous apoptosis.

* Number of individuals tested.

1 Significantly different from the corresponding values of healthy subjects (P <0-05; Mann—-Whitey U-rank test).
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Table 3. Modulation of the levels of spontaneous apoptosis and AICD by
IL.-16 or macrophage inflammatory protein-la (MIP-1a)

Percent modulation of apoptosis
levels in cells from

Activator Cytokine

used added Healthy controls HIV-infected
None IL-16 319 11-1* (16)F 0-2+55(34)
None MIP-1a ND 9.1 =54 (10)
Anti-CD3 IL-16 32+ 13.0(15) —21-8 £9-6* (33)
Anti-CD95 IL-16 7-8 £23-0 (8) —534+281* (18)
DEX IL-16 —28-8 = 10-5* (16) —26:6 £ 54* (34)
DEX MIP-la ND 11.2 7.3 (10)
PHA IL-16 —152x3.3* (12) 2:0x83(21)
PHA MIP-la ND 27037 (8)

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were cultured for 24h in
the absence or presence of activators and one cytokine (IL-16 at 1 pg/ml or
MIP-1a at 0-25 ug/ml). Changes in the level of apoptosis due to the
presence of a cytokine were calculated as described in Subjects and
Methods; presented values are the means * s.e.m. and negative values
reflect reduced levels of apoptosis. ND, Not done.

* Significant differences (P <0-05; Wilcoxon matched-pairs test)
between values obtained in the presence and in the absence of cytokine.

T Number of individuals tested.

of IL-16. Results presenting the percentages of CD4™ and CD95+
gated lymphocytes in cultures from nine HIV-1-infected subjects
are shown in Fig. 3. The mean of double-positive lymphocytes in
DEX-treated cultures was 21-1%, and this was found to become
significantly reduced in cultures stimulated with DEX and IL-16
(Fig. 3a). Similarly, co-addition of IL-16 with anti-CD3 decreased
the percentage of CD4 and CD95 double-positive cells from 36%
to 28%. Although this effect did not attain statistical significance
(P>0-05), the reduction in the expression of CD95 on CD4*
lymphocytes could be observed in cultures from seven out of nine
tested subjects (Fig. 3b). On the other hand, no change in the
percentage of CD4% lymphocytes expressing CD95 could be
attributed to IL-16 in PHA-stimulated cultures (Fig. 3c).

DISCUSSION

Important advances have recently been made in the recognition of
processes involved in HIV-1 entry into cells and in the identifica-
tion of cytokines with virus-suppressing activities [22-25]. Several
« and 8 chemokine receptors were found to serve as cofactors used
by different HIV-1 isolates to infect different cell populations
[22,23]. The respective ligands of these receptors were in turn
reported to block viral entry [24,25]. On the other hand, IL-16, the
lymphocyte chemoattractant that binds to the major HIV-1 recep-
tor CD4, has also been identified as inhibitor of HIV replication in
acutely infected PBMC cultures [17,26]. Our results, using M- and
T-tropic virus isolates, confirm these earlier findings and the
requirement to use 5 ug/ml of the recombinant cytokine produced
in the E. coli expression system, to achieve 50% inhibition of viral
replication. The need for such a high concentration of recombinant
IL-16 was attributed to different folding characteristics of the
bacterially derived protein [17]. Our data support these findings
and show that the proteimderived from expression in E. coli is
mostly in monomeric or dimeric forms which lack HIV-suppressing
activity. Analysis of different batch preparations of IL-16 revealed
that the tetrameric form responsible for the virus-inhibiting effect
did not exceed 10% of the total protein. Although these results do
not clarify the reasons for the improper folding of the bacterially
derived IL-16, they clearly suggest that when present in ‘properly
folded active form, tetrameric IL-16 exerts potent HIV-suppressing
activity at nM concentrations. Similar virus-inhibiting concentrations
of the cytokine have been recently reported in Jurkat cells trans-
fected with II.-16 cDNA [18]. The mechanism of HIV suppression
by IL-16 has been shown not to involve steric inhibition of viral
binding to CD4, but to be mediated through repression of HIV
long-terminal repeat promoter activity [27]. Interference with the
transcription of early HIV regulatory genes has also been suggested
as a complementary or alternative mechanism [18). All these obser-
vations have been made on CD4™ lymphoid cells, but whether
similar IL-16-mediated effects operate on reservoir cells, including
macrophages and dendritic cells, is not yet known and needs to be
addressed in future studies. Another issue which still awaits
clarification is related to the question of whether the 130 amino
acid recombinant IL-16 represents a major form of the naturally
secreted cytokine [28]. This would be relevant for a proper
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Fig. 2. Flow cytometric analysis of the protective effect of IL-16 on dexamethasone (DEX)-induced apoptosis. Peripheral biood mononuclear
cells (PBMC) from one HIV-infected subject were cultured for 24 h with (a) medium, (b) DEX and (c) DEX and IL-16. Cells undergoing
apoptosis were quantified by staining with YOPRO-1 dye and the percentage of positive cells in the upper right quadrant reflects that of

apoptotic cells.
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830 30 30 from that of other CD4 ligands may well be linked to the
=L L — R recognition of different epitopes on the CD4 molecule [15].
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% L L R —%— antibodies or gp120 to their respective epitopes have been shown
810k 10 | 10— to result in the inhibition of binding activities of nuclear factors
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4 I L In addition, different CD4 epitopes have been reported to induce
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Fig. 3. Effect of IL-16 on CD95 expression in CD4* lymphocytes.
Peripheral mononuclear cells from HIV-infected subjects were cultured
for 24 h with (a) dexamethasone (DEX), (b) anti-CD3 antibodies and (c)
phytobaemagglutinin (PHA), in the absence or presence of IL.-16 (1 pg/mi).
Cells were then double-stained with fluorescein-conjugated anti-CD4 and
PE-conjugated anti-CD95. Plotted values represent the percentage of CD4"
lymphocytes expressing CD95. Bars indicate the arithmetic mean values.

understanding of the physiological role of natural IL-16 in the
inhibition of HIV replication in vivo. However, clarification of this
issue will not modify the potential value of recombinant IL-16 in
the therapeutic approaches against HIV infection.

Cross-linking CD4 molecules by HIV-envelope protein gpl60
or by anti-CD4 antibodies has been shown to induce lymphocyte
apoptosis in PBMC cultures from normal individuals. This effect
was found to be related to an up-regulation of CD95 expression on
lymphocytes through the induced secretion of tumour necrosis
factor-alpha (TNF-«) and IFN-y [29,30]. We have also observed a
small yet significant increase in spontaneous apoptosis of lympho-
cytes from healthy donors following incubation with IL.-16. How-
ever, this was not the case when cells from HIV-infected subjects
were treated with the cytokine, and no modification of the already
elevated level of spontaneous apoptosis could be detected.
Although we have not analysed the mechanisms of this pheno-
menon, the difference in the effects of IL-16 could be explained by
a difference in the responsiveness of CD4 lymphocytes from
patients to the chemoattractant cytokine. This may well be attri-
buted to an altered state of cell activation, to an altered level of CD4
expression and/or to an altered efficiency in signal transduction.
Alternatively, the explanation may be an indirect one related to
defective responses of accessory cells from patients to IL-16. This
is supported by two independent findings: (i) an abnormal function
of monocytes in HIV-1 infected subjects [31], and (ii) the need for
the presence of accessory cells in the PBMC populations in order to
induce lymphocyte apoptosis through CD4 cross-linking [29].

The effect of IL-16 on the inhibition of AICD may reflect a
major difference in the outcome of signals transduced following
CD4 ligation with different ligands. Cross-linking CD4 molecules
with gp120 in the presence of anti-T cell receptor stimulation has
been reported to increase AICD through a mechanism involving
CD95/CD95 ligand interaction [32]. Similar results have also been
obtained when anti-CD4 antibodies were used as the ligand
{30,33]. Our findings on the ability of IL-16 to down-regulate

distinct signalling properties, and those recognized by anti-CD4 or
gp120 were found inefficient in activating the transcription factor
NF-AT, needed for IL-2 gene expression [37). The latter cytokine,
however, is known to possess apoptosis-inhibiting effects on cells
from HIV-infected subjects [38]. Thus, it will be of high intérest to
examine in future studies whether signalling via the IL-16 epitope
on CD4 could result in up-regulating IL-2 enhancer activity. On the
other hand, the ability of all three CD4 ligands, IL-16, gp120 and
anti-CD4, to inhibit HIV replication [39,40] argues that such an
effect would have to be mediated by mechanisms that are different
from those implicated in regulating apoptosis. This is also sub-
stantiated by our findings that MIP-1« exerts HIV-suppressing but
lacks anti-apoptotic activities.

The protective effect of IL-16 against AICD appears to be
dependent on the nature of the activator used and on the immune
status of lymphocytes tested. In this respect, IL-16 protected
lymphocytes from HIV-infected subjects against PCD induced
by anti-CD3, by IgM anti-CD95 or by DEX, whereas no such
effect could be noted on PHA-induced apoptosis. These findings
could be explained by the inability of IL-16 to down-regulate
CD95 expression in PHA-stimulated cells (Fig. 3). Alternatively,
CD95/CD9s ligand interaction may not be involved in the process
of AICD following PHA stimulation of cells from HIV-infected
subjects. This would be in agreement with previous findings
demonstrating that AICD can be mediated by multiple and/or
different mechanisms [41,42]. In addition, our findings of a
protective activity of IL-16 on the PHA-induced apoptosis of
lymphocytes from healthy controls suggest that distinct mechan-
isms, which could be triggered by the same activator, may operate
in health and in disease [43].

Finally, the state of chronic immune activation in HIV infec-
tion has been linked to the gradual and continuous process of
immune deficiency resulting from T cell depletion [44]. Altholigh
the evidence for a direct correlation between the level of viral load
and cell apoptosis is still questionable [45], results on the use of
highly active anti-retroviral therapy suggest a direct relationship
between sustained suppression of viral replication and enhanced
lymphocyte count or immune recovery [46]. Moreover, effective
anti-retroviral treatment has been recently demonstrated to result in
down-regulation of CD95-ligand expression on T cells, suggesting
that significant reduction in virus replication could lead to a
decrease in the PCD of uninfected cells [47]. Thus, therapeutics
capable of inhibiting viral replication and simultaneously blocking
AICD may have stronger and more rapid effects in the treatment of
HIV disease. Our results on the efficacy of IL-16 to down-regulate
both processes related to the infection give a high potential and

© 1998 Blackwell Science Ltd, Clinical and Experimental Immunology, 112:84-91
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OBJECTIFS

Nous avons wvu dans lintroduction que le monoxyde d’azote
posséde des activités microbicides contre des parasites
intracellulaires mais aussi contre certains virus et en particulier un
rétrovirus murin, le F-MuLV (Friend murine leukemia virus). Nous nous
sommes attachés a déterminer le role du monoxyde d’azote dans la
pathogénése du virus de I'immunodéficience humaine. A cette fin, nous
avons porté notre attention sur deux points importants de la maladie,
Papoptose des cellules T et la multiplication virale dans les cellules
réservoirs représentées par les macrophages. Notre but était d'établir
une corrélation entre la libération de NO°, I'apoptose des cellules T et la

multiplication virale.

MISE AU POINT

Pour cette étude, nous avons utilisé un inhibiteur de la NOS-i,
la L-NMA (N méthyl arginine) et une molécule donneuse de NO° la S-
nitroso-acétyl-penicillamine ou SNAP, qui libére spontanément du

monoxyde d’azote dans le milieu de culture cellulaire. Une autre

(¢

molécule donneuse de NO°, SIN-1 (6-morpholino-sydnonimine), a ét
testée. La concentration optimale de L-NMA avait déja été déterminée
lors d’études antérieures dans le laboratoire, mais il nous a fallu
évaluer la toxicité des molécules SNAP et SIN. A cette fin des cellules
mononuclées du sang périphérique provenant de donneurs sains ont été
incubées en présence de SIN-1 ou de SNAP 3 différentes concentrations
(Fig. 6) pendant 24 et 48 heures. La production de monoxyde d’azote a
été détectée en dosant les nitrites, un métabolite du NO°, par la

méthode de Griess, dans les surnageants de culture. La mort cellulaire a



été mesurée par cytométrie de flux a I’aide d’un marqueur fluorescent
le YOPRO-1.

A concentrations égales (100uM), nous pouvons constater que
SIN-1 libére plus de nitrites (52,5uM a 24h) que SNAP (27uM a 24h).
L’apoptose spontanée augmente, a 24 heures et 48 heures, de fagon
dose-dépendante en présence de SIN-1 et a un moindre degré de SNAP.
Néanmoins, I'augmentation de |'apoptose spontanée n’est observée que
pour des concentrations importantes de SIN-1 (300uM) et de SNAP
(400uM). Lorsque les cellules sont activées par des anticorps anti-CD3,
I'induction de l'apoptose par SIN-1 et SNAP est de nouveau dose-
dépendante, avec les effets les plus spectaculaires a des concentrations
élevées de donneur de NO°.

Nos résultats indiquent que la molécule SNAP & une
concentration de 200uM induit, aprés 24 heures d’incubation, peu
d’apoptose spontanée par rapport aux cellules non traitées
(respectivement 9,5% et 6,5%). Parallélement, une importante présence
de nitrites (48uM) est détectée dans le surnageant cellulaire. De la
méme facon, SNAP accroit peu la mort cellulaire induite par I’activation
via les anticorps anti-CD3 (respectivement 9% et 7%) malgré Ila
présence de nitrites (45uM). SIN-1, par le fait qu’il libére plus de
monoxyde d’azote que le SNAP, mais aussi des peroxynitrites, est trés
toxique pour les cellules. Ainsi, SIN-1 apparait comme une molécule
possédant une toxicité intrinséque trop élevée pour notre étude. C'est
donc la molécule SNAP que nous avons choisi pour évaluer la sensibilité

de cellules provenant de patients.
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Figure 6: Effet de SIN-1 et SNAP aprés 24h (A et B; C et D) et 48h (E et F; GetH)

d’incubations sur I'apoptose dePBMC en I'absence ou en présence d’anticorps anti-CD3. Les
histogrammes représentent le pourcentage de cellules en apoptose et les courbes la
concentration de nitrites mesurée dans le surnageant. Les valeurs représentent la moyenne ce

deux expériences indépendantes.
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Nous avons également évalué P'effet de SNAP sur la viabilité

des macrophages ou sur leur adhérence. Nous avons ainsi incubé SNAP en
présence de macrophages infectés, et de fagcon continue, avec une
gamme de concentrations de 100 a 1000uM. Nous avons observé une
inhibition dose-dépendante de la multiplication virale mesurée par la
p24. Cependant la détection de la viabilité cellulaire par une coloration
au bleu de méthyléne nous a permis d’observer un fort degré de toxicité.
Pour cette raison, nous avons réduit notre temps d’incubation de SNAP a

24h, avant et pendant I'infection, afin d’éviter la toxicité de SNAP.

RESULTATS

Nous n’avons pas observé de libération de monoxyde d’azote par
les cellules T de sujets infectés par VIH-1. De plus, les PBMC provenant
de patients produisent moins de monoxyde d’azote que ceux provenant de
sujets sains. De méme, I'infection des macrophages ne résulte ni en la
production de NO°, ni en I’accumulation de ’ARN messager de NOS-i.

Nous avons donc étudié I'effet de donneurs de NO° ou
d’inhibiteurs de la NO-synthase sur I'apoptose des cellules T. Notre
étude ne nous indique pas d’effets majeurs du monoxyde d’azote sur la
mort cellulaire induite par I'activation. Mais le NO° module légérement
I’apoptose spontanée des patients. En effet, I'ajout de SNAP augmente de
21 a 24%Ila mort cellulaire spontanée. Au contraire I’ajout de L-NMA la
diminue de 21 a 18%, mais sans évidence de diminution de production de
NO° puisque les niveaux sont déja trés bas. Aucun effet n’est observé au
niveau des PBMC des sujets sains.

Le taux d’apotose spontanée des PBMC est deux fois plus élevé
chez les patients que chez les sujets sains. Ainsi, puisque, les cellules
des sujets sains libérent spontanément plus de NO° que celles des

patients (5,7+0,8uM et 1,9+0,6uM, respectivement), qu’une importante
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présence de NO° n’induit pas ou peu d’apoptose respectivement dans les
cellules de sujets sains et les cellules de patients, nos résultats ne
mettent pas en évidence de lien direct entre le monoxyte d’azote et
I’apoptose.

Enfin, I'ajout de SNAP et de L-NMA sur des macrophages
infectés par une souche de HIV (HIV-Bal), ne change en rien la
multiplication du virus.

Ainsi, dans notre systéme d’étude, nos résuitats ne mettent
pas en évidence un role du monoxyde d’azote dans la diminution des
lymphocytes T CD4+ dans la maladie du SIDA, ni de lien avec le taux de
multiplication virale. Dans ce cas, le monoxyde d’azote ne semble pas

avoir de roéle majeur dans 'immunopathogéneése du VIH.
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Abstract—Nitric oxide (NO) has been implicated in certain immunopathogenetic mechanisms during the
course of infection with human immunodeficiency virus (HIV). We have evaluated the levels of NO release
and lymphocyte apoptosis in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) cultures from HIV-1 infected subjects
and healthy controls. We have also examined these 2 parameters in parallel cultures maintained under
conditions where either NO synthesis was inhibited or high level of NO was present. Nitrite contents in culture
supernatants were measured as the stable end products of the released NO. Levels of spontaneous apoptosis
and activation-induced cell death (AICD) by anti-CD3 or by phytohemagglutinin were evaluated using flow
cytometry. Additional experiments were also aimed at addressing a potential link between NO synthesis and
HIV-1 replication in human monocyte-derived macrophages (MDMs). Acutely infected MDMs with HIV-
1 Bal were maintained in culture, without any additional activation signal, for a period of 14 days. Nitrites in
the supernatants and mRNA accumulation of the inductble NO synthase (iNOS) in infected cells were assessed
over the whole culture period. In addition, the effect of blocking NO synthesis during and after infection of
MDMs, using an inhibitor of NO, was evaluated on the level of viral replication as measured by the presence
of P24 antigen in the supernatants. Similarly, the effect on HIV replication of high NO levels in MDM cultures,
supplied by a donor of NO during the 24 h period of infection, was also studied.

We conclude that no elevation in NO release could be detected in PBMC cultures from HIV-1 infected
subjects and that modulation of NO content may slightly regulate the level of spontaneous lymphocyte
apoptosis but not that of AICD. Infection of MDMs with HIV-1 does not seem to induce detectable NO
release or INOS mRNA accumulation. Similarly, neither inhibition of NO synthesis nor the presence of high
NO levels during the infection period could modify the outcome of virus replication in macrophages. © 1998

International Society for Inmunopharmacology.
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INTRODUCTION

Nitric oxide (NO) is one of the major constituents of
the oxidative stress generated from the oxidation of
the terminal guanidino nitrogen atoms of L-arginine
by the constitutive or inducible NO synthase (INOS)
(Moncada and Higgs, 1993). The free radical has been
found to play a critical role in a varety of physio-
logical responses (Nathan, 1992) and to mediate, at
least partly, protective immunity against microbial
organisms and tumors (Assreuy et al., 1994; Denis,
1991; Jenkins ez al., 1995; Munoz-Fernandez et al.,
1992). Murine cells of the monocyte/macrophage
lineage have been reported to express high levels of

iINOS mRNA following stimulation with macrophage
activators including lipopolysaccharide (LPS) and
inflammatory cytokines (Albina et al., 1993; Weinberg
et al., 1995). However, in man, the ability of mon-
ocyte/macrophage cells to express iNOS mRNA and
to release NO has been frequently a matter of contro-
versy (Denis, 1991; Schneemann et al., 1993). A role
for NO in enhancing or inducing programmed cell
death (PCD) was suggested in different experimental
models (Albina er al., 1993; Fensel et al., 1995; Sarih
et al., 1993). In contrast, this reactive nitrogen inter-
mediate was found to protect human B-lymphocytes
from apoptosis following infection with Epstein Barr
Virus (Mannick et al., 1994). Thus, the role of NO in

i Author to whom correspondence should be addressed at: Institut Pasteur de Lille, Inserm U167, 1 rue du Professeur
Calmette, 59019 Lille Cedex, France. Tel: 33 3 20 87 71 68. Fax: 33 3 20 87 78 88. E-mail: georges.bahr@pasteur-lille.fr
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regulating cell apoptosis appears to be a complex issue
and may depend, among other factors, on the cell type
or the species studied.

Human immunodeficiency virus (HIV) infection is
known to induce a state of immune dysfunction which

is partly attributed to an increased level of lymphocyte

apoptosis (Estaquier et al., 1994; Oyaizu ez al., 1993).
Lymphocyte subsets in HIV-infected subjects were
found to be preferentially depleted due to glutathione
redox disturbances (Aukrust ez al., 1996). On the other
hand, increased serum levels of nitrates and nitrites,
the stable end products of NO, were reported in pat-
ients with acquired immune deficiency syndrome
(AIDS), but not in HIV-infected subjects who have
not progressed to AIDS (Baldeweg et al., 1996). In
addition, stimulation of human monocyte-derived
macrophages (MDMs) with HIV-1 envelope gly-
coprotein gpl20, was found to induce the release of
NO (Pietraforte et al., 1994). The same viral antigen
as well as another regulatory protein were also
reported to directly induce T-cell apoptosis (Wes-
tendorp et al., 1995). Thus, a role for NO in regulating
the level of PCD in HIV infection has been proposed
and certain correlations have been made between
increased NO release and high viral load in infected
patients (Groeneveld et al., 1996).

To gain further insight into the link between NO
release, lymphocyte apoptosis and HIV replication,
we have carried out a series of experiments, using
NO donor or inhibitor, to study direct cause effect
relationship. We have evaluated the level of spon-
taneous apoptosis and activation-induced cell death
(AICD) of lymphocytes from healthy controls and
HIV-infected subjects wusing different culture
conditions. Furthermore, we have addressed the issue
as to whether HIV-1 infection of MDM results in
enhanced NO release and/or increased mRNA
accumulation of iNOS. Finally, we have evaluated
viral replication in MDM under conditions where NO
release was continuously blocked during the whole
culture period or where high levels of NO were made
available prior to and during the 24 h of infection.
Our results do not support a critical role of NO in
either AICD or in controlling HIV replication in
infected cells.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Reagents

The NO inhibitor N-methyl-L-arginine (LNMA),
the NO donor S-nitroso-N-acetyl-penicillamine
(SNAP) and LPS were purchased from Sigma chemi-
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cals (St Quentin Fallavier, France). The nuclear dye
YO-PRO-1 was purchased from Molecular Probes
(Interchim, Montlugon, France). Interferon-y (IFN-
y) and tumor necrosis « (TNF-a) were purchased from
R&D Systems Europe (Abingdon, U.K.), Gra-
nulocyte macrophage colony stimulating factor (GM-
CSF) was kindly provided by Sandoz Research Insti-
tute (Vienna, Austria) and muramyl dipeptide (MDP}
by Vacsyn S.A. (Paris, France).

Subjects tested

Blood samples were obtained from 9 healthy donors
and from 18 HIV-infected subjects. Patients were
clinically classified according to criteria from Centers
for Disease Control and Prevention. Seven were
asymptomatic (grade A) with CD4™ T-cell counts
ranging from 288-970 cells per mm® (mean+S.D.,
592+244) and eleven were symptomatic (grade B)
with CD4* T-cell counts ranging from 394-699 cells
per mm’ (mean+S.D., 518 +111). Twelve patients
were receiving antiretroviral therapy.

Cell cultures

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from
human heparinized blood samples were isolated using
Ficoll-Paque density gradient centrifugation. PBMCs
were cultured in RPMI 1640 medium supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS), 2 mM glutamine
and 2 mM sodium pyruvate. Stimulation experiments
were carried out using 0.5 pug/ml immobilized anti-
CD3 monoclonal antibodies (Immunotech, Marseille,
France) or | ug/ml phytohemagglutinin (PHA) pur-
chased from Sigma chemicals (St Quentin Fallavier,
France). In all cases, PBMCs were cultured in the
absence or in the presence of LNMA or SNAP for 24
h. Following preliminary dose response studies, S mM
LNMA was found to block NO release and 200 uM
SNAP to result in high nitrites level without any
detectable toxicity on cells during 24 h culture period.
These concentrations were then selected in all further
experiments.

Monocytes were obtained by culturing PBMCs
(1 x 107 cells/ml) in 75 c¢cm? plastic flasks for 1 h at
37°C in RPMI 1640 medium suppiemented with 20%
normal human AB serum. Non-adherent cells were
recovered by washing the monolayer twice and adher-
ent cells were incubated overnight in RPMI 1640 con-
taining 10% normal human AB serum. Monocytes
were then collected by gentle scrapping after addition
of cold phosphate buffer (Ca’* and Mg** free) and
were allowed to differentiate into macrophages after
5-7 days culture in medium containing 10% human
AB serum.
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HIV infection

Monocyte-derived macrophages (MDM) were
infected with HIV-1Bal (5000 cpm reverse tran-
scriptase activity/10° cells) for 24 h at 37°C. Free virus
was removed by washing the monolayers 3 times with
medium and the cells were then kept in culture for a
period of 14 days. Cuitures were fed twice a week with
fresh medium. In experiments aimed at addressing the
effect of NO on virus replication, the inhibitor LNMA
was added to MDM cultures 4 h before infection, was
maintained during the infection period and con-
tinuously thereafter without any detectable cyto-
toxicity. In contrast, the NO donor SNAP was found
to induce certain cytotoxicity in long term MDM cul-
tures (infected or uninfected) and therefore was only
added to cell cultures 4 h betore infection and during
the 24 h infection period.

Immunoassay for P24 antigen of HIV-1 was per-
formed using an ELISA kit from Coulter (Margency,
France) and following the manufacturer’s instruc-
tions.

Measurement of apoptosis

Detection of apoptosis was carried out using flow
cytometry (Epics Profile, Couiter Coultronics, Marg-
ency, France) as previously described (Idziorek et al.,
1995). Briefly, after incubation with YO-PRO-1 (5 uM
for 10° cells) for 10 min, lymphocytes were gated under
forward and side light scatter. Apoptotic cells rep-
resented two peaks of high fluorescence intensity and
reduced forward scatter. Experiments were run in
duplicate and the mean value was taken.

Measurement of nitrite content in supernatants

NO was measured by assaying for nitrites, using the
Griess reaction as described previously (Green et al.,
1982). The lower limit of detection of the assay was
2 uM.

Northern blot analysis

Total RNA was extracted from 5x 10° MDMs
using 1 ml of RNA-PLUS (Bioprobe Systems, Mon-
treuil-sous-bois, France) and following the manu-
facturer’s instructions. The purified total RNA from
each sample was dissolved in 10 ul of 1 x Tris—=EDTA
buffer (10 mM Tris-HCl], 1 mM EDTA) and was
processed for Northern blotting as described by Dar-
cissac et al. (1996). Briefly, RNA samples were frac-
tionated by gel electrophoresis and blotted onto
synthetic membrane filters (Hybond N., Amersham,
France S.A., Les Ulis, France). The RNA was fixed
on the filters using UV crosslinker (Stratagene, Paris,
France) and the filters were prehybridized for 4 h at

65°C in buffer consisting of 5 x saline-sodium citrate
(1 x saline-sodium citrate is 150 mM NaCl, 15 mM
CeHNa,0,.2H,0,pH 7.0), 10 x Denhardt’s solution
(1 x Denhardt’s solution is 0.02% bovine serum albu-
min, 0.02% polyvinylpyrrolidone, 0.02% Ficoll), 20
mM sodium phosphate, pH7.0, 7% sodium dodecyl
sulfate (SDS), 100 ug/ml sonicated salmon sperm
DNA and 100 ug/mi poly (A). Hybridization was then
performed for 16 h at 65°C in prehybridization buffer
containing 10% dextran sulfate and a radiolabelled
synthetic oligonucleotide probe specific for iNOS, for
TNF-a or for S-actin. Sequences of the synthetic oli-
gonucleotide probes specific for each mRNA were the
following:

INOS 5-CGATGCACAGCTGAGTGAATTC
CACGTTGG-¥

TNF-2 5-GGTGTGGGTGAGGAGCACATG
GGTGG-¥

B-Actin  5-GGCTGGGGTGTTGAAGGTCT
CAAACATGATCTGG-3’

The synthetic oligonucleotides were labelled at the
3 end with («**P) deoxyadenosine 5'-triphosphate
(Amersham) as previously described (Collins and
Hunsaker, 1985). The blots were then washed once in
5% SDS, 3 x SSC, 10 x Denhardt’s solution, 20 mM
sodium phosphate for 30 min followed by another
wash in 1 xSSC, 1% SDS at 65°C. Filters were
exposed for up to 14 days at —80°C to Kodak X-
OMAT films using intensifying screens. Following
hybridization with a probe specific for INOS mRNA,
blots were stripped for 1 h at 70°C in 0.2% SDS and
were rehybridized with a probe specific for TNF-a
mRNA. Final hybridization was always done with a
B-actin probe to control the amount of RNA loaded
in the gel.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Wil-
coxon matched-pairs test and the Mann—-Whitney U
rank test. Probability (P) values lower than 0.05 were
considered to reflect statistically significant differ-
ences.

RESULTS

Regulation of lymphocyte apoptosis by NO

To determine a potential role of NO in modulating
the level of spontaneous apoptosis, PBMCs from 18
HIV-infected subjects and 9 healthy controls were cul-
tured in the absence or presence of etther the NO
inhibitor LNMA or the NO donor SNAP. Following
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24 h culture, the percentage of cells undergoing spon-
taneous apoptosis was evaluated by flow cytometry.
Results shown in Table | demonstrate that the base-
line level of lymphocyte apoptosis quantitated in sarmn-
ples from healthy controls (10.9+1.2%) was not
significantly modified in the presence of either LNMA
(11.1£1.2%) or SNAP (11.8+0.8%). On the other
hand, the percentage of lymphocytes undergoing
spontaneous apoptosis in cultures from HIV-infected
subjects (21.1 + 1.6%) was nearly twice as high as that
observed in cultures from healthy controls. This elev-
ated level was also found to be significantly reduced
(18.3+1.4%; P = 0.0029) or enhanced (24.1 +2.1%;
P =0.0278) in the presence of LNMA or of SNAP
respectively. To address the role of NO in the process
of AICD, parallel cultures were stimulated with either
anti-CD3 antibodies or with PHA and were main-
tained for 24 h in the absence or presence of LNMA
or SNAP. Neither the NO inhibitor nor the donor
modified significantly the percentage of lymphocytes
undergoing AICD following stimulation with anti-
CD3 or with PHA (Table 1). This was effectively the
case in PBMC cultures from healthy donors as well
as from HIV-infected subjects. Nevertheless, it is rel-
evant to point out that the AICD by anti-CD3 but
not by PHA was generally higher in samples from
HIV-infected individuals.

The effects of LNMA or SNAP on the levels of
spontaneous apoptosis in PBMC cuitures from HIV-
infected subjects were then analysed in context of stage
of infection and as to whether patients were on treat-
ment with anti-retroviral drugs. Results shown in
Table 2 clearly indicate that the apoptosis-inhibitory
effect of LNMA and the apoptosis-enhancing effect
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of SNAP were evident in both asymptomatics and
symptomatic patients but only attained statistically
significant value in the latter group. On the other
hand when the effects of LNMA and of SNAP were
analysed between subjects who were and those who
were not receiving antiretroviral therapy, no differ-
ences could be noted between the 2 groups (Table 2).

Nitrite levels in PBMC cultures

To correlate the regulation of apoptosis levels by
the NO inhibitor or donor with an effective blocking
or increase in NO, we have analysed the nitrite content
of all supernatants after the 24 h culture period.
Results presented in Table 3 indicate that the addition
of LNMA to PBMC cultures from healthy controls
resulted generally in a lower nitrite content but which
only attained significant value under the PHA-acti-
vated condition. The addition of LNMA to cells from
HIV-infected subjects did not result in a modification
of the accumulated nitrites since the levels were hardly
detectable and significantly lower than those observed
in cultures from healthy controls. On the other hand,
addition of SNAP to unstimulated or to activated cells
resulted in high nitrite levels (33—40 zM) which were
comparable in supernatants of PBMC cultures from
both HIV-infected and healthy subjects (Table 3).

Effect of NO on HIV replication in human MDMs

Macrophages are known to be a major source of
NO and therefore, we have attempted to address the
issue of whether HIV-infection of MDMs results in
increased NO release. Supernatants from non-infected
or acutely-infected MDMs with HIV-1Bal were evalu-

Table 1. Effect of an inhibitor (LNMA) or a donor (SNAP) of NO on the level of apoptosis

% Activation-induced apoptosis by*

Compound
Subjects added to % Spontaneous anti-CD3 PHA

tested cultures apoptosis (0.5 ug/ml) (1 ug/ml)
Healthy controls RPMI 10.9+1.2¢ 0.5+0.8 6.8+2.1
n=9) LNMA 11.1+1.2 -0.9+1.0 54+18
SNAP 11.8+0.8 0.1+0.5 8.1+1.9
HIV-infected RPMI 21.1+1.68 33+1.3 59+14
(n=18) LNMA 183+ 1.4§ S0+1.1§ 67413

(P =0.0029)t
SNAP 24.1+2.1§ 37+1.18 62+1.0

(P =0.0278)

* Levels reflect net activation-induced apoptosis over spontaneous apoptosis.

t Mean + standard error of the mean.

1 Significantly different (P < 0.05) from values of non-treated cultures (Wilcoxon matched-pairs test).-
§ Significantly different (P < 0.05) from values of healthy controls (Mann~Whitney U rank test).
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Table 2. Modulation of spontaneous apoptosis by NO donor or inhibitor in cultures from subgroups of HIV-infected
subjects

% Spontaneous lymphocyte apoptosis from HIV-infected subjects

Compound

added Asymptomatics Symptomatics Not receiving On

to PBMC (grade A) (grade B) treatment treatment
cultures n=7 n=11 n=246 n=12
RPMI 19.64+1.3* 21.9+2.7 201+ 1.7 21.6+2.2
LNMA 17.4+3.7 18.6 +2.4F 174+ 1.5¢ 18.8+2.0t
SNAP 20.7+2.4 25.8+3.3% 23.6+3.7 243+27

* Mean + standard error of the mean.

t Significantly different (P < 0.05) from values of non-treated cultures (Wilcoxon matched-pairs test).

Table 3. Nitrite content in supernatants of PBMC cuitures

Nitrite levels (uM) in 24 h cultures stimulated with

Compound
Subjects added anti-CD3 PHA

tested to cultures — (0.5 ug/ml) (1 ug/ml)
Healthy controls RPMI 5.7+£0.8(9)*t 32+£08(7) 2.8+0.7(6)
(n=29) LNMA 3.6+1.2(6) 234+0.8(6) 0.5+04(2)
(P = 0.0464)
SNAP 40.8 +7.8(9) 39.4+7.7(9) 37+8.83(9)
(P =0.0077)f (P =0.0077) (P=0.0117)
HIV-infected RPMI 1.9+0.6(8)§ 24+0.8(9) 1.9+0.6(8)
(n=18) LNMA 2540909 2.1+ 1.3(6) 25+ 1.1(7)

: SNAP 33.5+5.6(18) 37.3+£6.7(18) 34.245.4(18)

(P =0.0002) (P = 0.0002) (P = 0.0002)

* Mean +standard error of the mean.

+ Number in parentheses reflect the number of subject with detectable nitrite levels.
+ Significantly different (P < 0.05) from values of non-treated cultures (Wilcoxon matched-pairs test).
§ Significantly different (P < 0.05) from values of healthy controls (Mann—Whitney U rank test).

ated for nitrite content 1-14 days post-culture or post-
infection. No detectable nitrite was observed in any
of the cultures at any time point tested in 5 separate
experiments (data not shown), although viral rep-
lication in infected cultures was documented by the
presence of P24 antigen in the supernatants. These
results however, do not exclude a possible role of NO
in regulating the level of HIV replication. Thus, other
experiments were performed in which infected cultures
were maintained in the presence of LNMA during the
whole culture period, or of SNAP 4 h prior to and
during the 24 h of infection. Infected cultures in the
presence of SNAP contained high nitrite content (20~
120 uM) during the first 24 h period whereas cultures
maintained in the absence or presence of LNMA did
not exhibit any detectable nitrite at any time point

tested. Viral replication was evaluated in all cultures
at different time points and results of the P24 levels
on day 11 post infection from 4 different experiments
are shown in Fig. 1. No significant difference in P24
content could be noted between supernatants har-
vested from cultures maintained in medium alone as
compared with those harvested from cultures kept in
the continuous presence of LNMA (Fig. 1A). Simi-
larly, cultures treated with SNAP, before and during
the infection, contained comparable P24 antigen to
those found in non-treated cultures (Fig. 1B). These
results further confirm our findings that NO is not
released by MDM upon HIV-1 infection and clearly
indicate that the presence of NO during the first day
of infection does not significantly modify viral rep-
lication.
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Fig. 1. Effects of the absence or presence of NO on the level of HIV replication. Human MDMs from different donors were

infected for 24 h with HIV-1Bal and the level of viral replication, as measured by P24 release, was assessed on day 11 post

infection. (A) P24 levels in supernatants of MDMs infected and maintained in the absence (RPMI) or presence of the NO

inhibitor LNMA. (B) P24 levels in supernatants of MDMs treated 4 h prior to and during the 24 h infection period with

either medium (RPMI) or with the NO donor SNAP. Each symbol represents results from one separate donor and bars
reflect the means of 4 different experiments.

Level of iINOS mRNA accumulation in HIV-infected
MDM

" The sensitivity of detection of nitrites by the used
methodology is limited to a level of 2 uM. This pro-
mpted us to examine whether HIV-1 infection of mac-
rophages results in detectable mRNA accumulation of
INOS. Thus, total RNA was extracted from infected
MDMs at various time points after infection (2 h-12
days) and the mRNA accumulation of iNOS and
TNF-a was measured and compared with that of a
house keeping gene f-actin as described under
materials and methods. Results shown in Fig. 2 dem-
onstrate a total absence of detectable mRINA accumu-
lation of iNOS in infected-macrophages. In contrast,
TNF-2 mRNA accumulation was detectable at 2 h
and 4 h post-infection. In additional experiments, a
similar lack of iNOS gene induction was noted either
in non-infected or in infected MDMs even following
stimulation with 10 ug/ml LPS and 100 units/ml IFN-
v (data not shown). Therefore, to ensure that the used
approach is capable of measuring iNOS mRNA
accumulation, we stimulated uninfected MDMs with
a cocktail of cytokines and immunomodulators con-
sisting of GM-CSF (1000 units/ml), TNF- (200
units/ml), IFN-y (500 units/ml), LPS (10 ug/ml) and
MDP (5 ug/ml). RNA was extracted from MDMs
before (0 h) and at 2 h, 6 h and 24 h after stimulation.

Hybridization with the iNOS specific probe revealed
detectable mRNA accumulation only 2 h post-stimu-
lation (Fig. 3) and which was of small magnitude as
compared with that of TNF-«. These results further
confirm the need for an extremely potent and non-
physiological stimulus to induce iNOS mRNA
accumulation in human MDMs.

DISCUSSION

Nitrites and nitrates, the final end products of NO
were recently found to be elevated in sera from HIV-
infected patients (de Bracco, 1997). This elevation also
appeared to become more prominent as the patients
progressed to full blown AIDS (Baldeweg et al., 1996;
Torre et al., 1995; Zangerle et al., 1995). On the other
hand, NO and derivatives have been reported to play
a role in neuronal cell death (Lipton et al., 1993) and
to modulate HIV replication in cell lines of myeloid
origin (Ouaaz et al., 1996). In addition, certain cor-
relations have been made during HIV-infection
between levels of serum nitrites and lymphocyte apop-
tosis which were both found to increase as disease
progresses (Zangerle et al., 1995; Pandolfi et al., 1995;
Sarih et al., 1996, Gougeon et al., 1996). However,
these results are contradictory to those reported by
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Hour tested Day tested

INOS

Fig. 2. Northern blot analysis of the induction of iNOS or TNF-2 mRNA accumulation in HIV-1 infected MDMSs. Analysis

was done using total RNA extracted from 5 x 10° cells before infection (0 h), 2h,4hand 6 haswellas 1,2,3,5,7,9and 12

days after infection. Hybridization with synthetic *?P-labelled oligonucleotide probe for iNOS or for TNF-« and washings

were performed under stringent conditions. Filters were stripped and rehybridized to an oligonucleotide of 8-actin to control
for amounts of RNA loaded in gel.
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Hour tested

iNOS

B-Actin

Fig. 3. Northiern blot analysis of the induction of iNOS or TNF-« mRNA accumulation in normal MDMs. Analysis was
done using RNA extracted from 5x 10% cells before (0 h) and 2 h, 6 h or 24 h after stimulation with a cocktail of
cytokines (GM-CSF, TNF-x and IFN-y) and immunomodulators (LPS and MDP). Hybridization with synthetic *?P-labelled
oligonucleotide probe for iNOS or for TNF-« and washings were performed under stringent conditions. Filters were stripped

and rehybridized to an oligonucleotide of f-actin to control for amounts of RNA loaded in gel.
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Meyaard et al. (1994) who showed no correlation
between increased apoptosis and disease progression,
as well as, to the recent findings of de Braco et al.
(1997) of diminished NO production in hemophiliac
patients with AIDS. Our results showed a decreased
spontaneous NO release in PBMC cultures from HIV
infected subjects as compared to those from healthy
controls however, the level of spontaneous lym-
phocyte apoptosis was significantly elevated in the
former group. This evidently argues against a direct
link between NO release and PCD in HIV infection.
Moreover, we could not find a direct cause-effect
relationship between high levels of NO, when supplied
by the NO donor SNAP, and AICD in cultures from
either healthy controls or HIV-infected subjects. The
strong increase of nitrites observed in cell cultures in
the presence of SNAP was only associated with a
slight increase of spontaneous cell death nevertheless,
the decrease in PCD levels in the presence of the
inhibitor LNMA, could not be correlated with a cor-
responding decrease in nitrite concentration in cell
cultures. Taken together, our results do not support a
role for NO in T-cell depletion during HIV infection.
They would also be in agreement with previous studies
in Man which demonstrated a lack of apoptosis-
inducing effects of NO on B-cells (Mannick er al.,
1994) and on endothelial cells (Dimmeler ez al., 1997).

HIV-1 proteins including gp120 and gp41 have been
reported to induce NO synthesis in macrophages and
neurones (Pietraforte et al., 1994; Adamson et al.,
1996; Dawson and Dawson, 1994). In addition, elev-
ated nitrites have been detected in the brain of an HIV
infected child and suggestions were made to implicate
NO release in HIV replication (Bukrinsky et al., 1995;
Ouaaz er al., 1996). Our results using primary MDMs
did not demonstrate any detectable NO release follow-
ing infection with a macrophage-tropic HIV-1 strain.
This was the case early after infection (2-24 h) as
well as at later periods (up to 12 days) when viral
replication was at its peak. Furthermore, a continuous
blocking of NO synthesis using the inhibitor LNMA
had no significant effect on the outcome of HIV repli-
cation in MDMs over a 14 days culture period. Simi-
larly, when infection of MDMs was performed in the
presence of elevated NO concentration during the
24 h infection period, no effect could be noted on the
subsequent level of viral replication (Fig. 1). These
resuits would therefore strongly argue against a direct
correlation, on one hand, between HIV infection and
NO release and on the other hand, between NO levels
and viral replication in human macrophages. Similar
findings have been already reported by Bukrinsky ez
al. (1996) who found that the presence of the NO
inhibitor LNMA did not modify the outcome of HIV

replication at the peak of reverse transcriptase
activity.

Elevated nitrite levels reported by some inves-
tigators (Zangerle et al., 1995; Baldeweg et al., 1996)
in sera of AIDS patients may be explained by a strong
activity of INOS isoform in macrophages. Monocytes-
macrophages are also thought to be a reservoir for
HIV and activation of these cells leads to viral rep-
lication through a NFxB-dependent mechanism.
Interestingly, the iNOS promoter has been recently
found to possess a NFxB motif (Lowenstein et al.,
1993). Thus, to further address a potential link
between HIV replication and NO synthesis, we used
a more sensitive assay than the Griess reaction to
examine the role of HIV replication in the modulation
of iINOS mRNA accumulation. As clearly dem-
onstrated in Fig. 2, no detectable mRNA accumu-
lation of iINOS could be found in MDMs up to 12
days after infection. This was not due to a lack of
sensitivity of detection since under the same exper-
imental conditions, macrophage activation with a
cocktail of cytokines and immunomodulators lead to
a measurable iNOS mRNA accumulation (Fig. 3).
These results further support our initial findings and
clearly establish a lack of direct regulation by HIV
replication on NO synthesis in human MDMs.
Although our findings appear to be contradictory to
those reported by Bukrinsky et al. (1996), such a dis-
crepancy may well be attributed to a difference in the
culture conditions employed. It is worthwhile to point
out that in Bukrinsky’s work macrophages were gen-
erated under activation conditions due to the con-
tinuous presence of macrophage-colony stimulating
factor. These conditions might effectively prime mac-
rophages to produce NO upon a second activation
signal such as infection with HIV.

Finally, the data presented in this study could not
support a role for elevated NO synthesis in either
enhanced lymphocyte apoptosis form HIV infected
subjects or in the regulation of viral replication in
acutely-infected MDMs. Future studies would need
to be performed using in vivo models such as simian
immunodeficiency virus infection in macaques or
HIV-infection in humanised-SCID mice. These mod-
els could clarify a potential role of NO in the immu-
nopathogenesis of HIV-infection.
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Notre travail a comporté deux parties distinctes. L’une est
consacrée a I'étude del'lL.-16, et 'autre a celle du monoxyde d’azote. En
ce qui concerne I'IlL-16, que nous avons clonée et produite au
laboratoire, notre but était de vérifier son activité antivirale dans les
lymphocytes T et de le démontrer pour les cellules présentatrices de
I’antigéne qui expriment la molécule CD4. Parce qu’elle lie la molécule
CD4, nous avons étudié 1) ses effets sur les macrophages et les cellules
dendritiques et 2) son role dans les phénoménes de mort cellulaire des
lymphocytes T de sujets infectés par le ViH.

La seconde partie concerne le monoxyde d’azote, dont |'effet
sur la physiopathologie de I'infection par le VIH est encore mal connue.
Notre but était de savoir si le monoxyde d’azote pouvait avoir un rbéle ou
non dans 'augmentation de la mort cellulaire spontanée ou celie induite
par 'activation des lymphocytes T de sujets infectés par le VIH. Nous
désirions aussi évaluer sa capacité a moduler la multiplication virale.
Par ailleurs, il était également intéressant de vérifier si I’infection,
per se, de macrophages, pouvait expliquer "'augmentation de nitrites, un

métabolite du NO°, observée dans le sérum de patients.

1) Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote est une importante molécule du systeme
immunitaire. |l posséde des activités microbicides, antivirales et anti-
tumorales (Zidek et Masek, 1998) mais peut avoir, dans certains cas,
des activités cytotoxiques envers les cellules avoisinantes. L’existence
de nitrites dans le sérum de patients au stade SIDA (Baldewerg et al.,
1996), nous a amené a étudier le role, peu clarifié, du monoxyde d’azote
dans la pathogénése du SIDA. Dans nos conditions, nos résultats n’ont

pas mis en évidence de role majeur du NO°, que ce soit au niveau de la
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régulation de la mort cellulaire programmée des lymphocytes T, ou de |l a
multiplication virale dans les macrophages. De plus, nous détectons plus
de nitrites dans le surnageant de PBMC de sujets sains que celui des
PBMC de sujets infectés par le VIH. Ce résultat pourrait suggérer soit un
défaut des lymphocytes ou des monocytes des patients pour la synthése
de NO°, soit un role de I’état d’activation des cellules dans leur capacité
a produire du NO°, soit une consommation plus importante du NO° par les
cellules infectées.

Nous confirmons les résultats de Bukrinsky et al. (1996) qui
n‘ont pas observé de modifications de la multiplication virale en
présence de L-NMA, un inhibiteur de la NO-synthase. Ouazz et al. (1996)
ont suggéré un role du NO° dans l'augmentation de la multiplication
virale, mais les auteurs ont travaillé sur une lignée myeloide
chroniquement infectée et donc éloignée des modéles de macrophages
humains. De plus, les auteurs attribuent la plupart des effets aux
peroxynitrites puisque l'augmentation de la muitiplication virale est
observée lorque les cellules sont incubées avec le donneur chimique
SIN-1 qui libére du NO° et des peroxynitrites. Leurs expériences
montrent que I'incubation avec SNAP ne modifie pas I’activité du ViH, ce
que nous confirmons. Notre modéle d’étude ne montre pas d’effets direct
de Pinfection par le VIH, ni sur la production de nitrites, ni sur
I’expression de la NO-synthase inductible dans les macrophages. Ces
résultats sont contraires a ceux de Bukrinsky et al. (1995) qui ont
travaillé sur des macrophages différenciés a partir des monocytes en
présence de M-CSF. Les macrophages ainsi pré-activés pourraient étre
plus susceptibles a produire du NO° suite a I'infection. Bien gqu’ils soient
négatifs, ces résultats semblent plutét valider le fait que les
macrophages humains produisent peu de monoxyde d’azote.

Cependant, Blond et al. (1998), dans un modéle macaque, ont de

nouveau suggéré I'importance de NO° lors de [linfection par le
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SIvmac251. lls ont en effet détecté une expression de NOS-i augmentée
dans les cellules mononuciées provenant de lavages bronchoalvéolaire,
et une détection accrue de nitrates dans le sérum des macaques
infectés. Une autre étude, dans un modéle de souris SCID infectée par
VIH-1, a également montré une augmentation de I’activité de NOS-i dans
la cavité péritonéale (Del Real et al., 1998). Mais ces deux publications
ont simplement décrit une corrélation entre le niveau de la charge
virale et la présence de NO° (Blond et al, 1998), la présence

concommitante d’IFN-y et du NO° dans les tissus (Blond et al, 1998; Del

Real et al., 1998), sans pour autant déterminer I'origine cellulaire de |a
synthése de NO°. lls n’apportent donc pas d’explications quant au rdle
potentiellement néfaste du NO° lors de la maladie, ni de l'origine
cellulaire du NO°. Il a récemment été décrit que l'infection de souris
SCID humanisées pouvait entrainer des problémes neurologiques
important chez ces souris (Gendelman, 1997). Les protéines gp120 et
gp41 du VIH sont connues pour augmenter la synthése du NO° au niveau
des cellules du cerveau et d’étre ainsi a l'origine des dysfonctions
neuronales observées chez certains patients (Adamson et al., 1996). | |
n’est donc pas impossible que les nitrites détectés dans le sérum des
patients, chez le macaque et la souris SCID, aient pour origine des
cellules autres que celles du systéme immunitaire.

Malgré les résultats de notre étude, nous ne pouvons pas ne pas
tenir compte d’éventuelles effets déléteres du NO° a long terme. Notre
étude n’est donc qu’une étape, qui demande confirmation dans un modéle
physiologique plus approprié. L’utilisation d’inhibiteur de NOS-i ou de
molécules chimiques donneuses de NO° chez la souris SCID, reconstituée
par des cellules mononuclées humaines et infectées par VIH-1, pourrait
apporter une meilleure compréhension de [Pinfluence du monoxyde

d’azote sur I'apoptose des cellules T et sur la charge virale.
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2) L’IL-16

L'lL-16 a été caractérisée comme une molécule
chimioattractante pour les lymphocytes T CD4+ (Center et al., 1996). Sa
présence au niveau des sites inflammatoires, in vivo, rend ce role
pertinent (Cruikshank et al., 1995). Mais I'lL-16 s'est essentiellement
révélée au monde de la recherche sur le sida comme I'un des facteurs
produit par les cellules T CD8+, possédant une activité anti-VIH sur les
lymphocytes T et les macrophages (Barker et al., 1998, Mackewicz et
al., 1995; Baier et al., 1995).

Nos résultats montrent plusieurs points importants:

a) L'IL-16 posséde une activité immune sur les macrophages et les
cellules dendritiques.

b) L'IL-16 inhibe Ila multiplication virale, d'un virus a tropisme
macrophagique, dans les macrophages et les cellules dendritiques.

c) L’IL-16 inhibe la multiplication virale de virus a tropisme Met T dans

les cellules T, et inhibe I'apoptose des cellules T de patients.

L'IL-16 augmente la sécrétion de MIP-1a et MIP-18 par les
macrophages, mais diminue I'expression de I’ARNm de CCRS5. La
diminution de CCR5 pourrait étre une résultante de la synthése des
chimiokines suite a I'activation par I'lL-16 et leur consommation par
les cellules (Aramori et al., 1997). Mais nous observons une modulation
transcriptionnelle précoce et stable jusqu’a 24 heures dans les
macrophages. Il est donc peu probable, bien que non démontré, que MIP-
la et MIP-1B soient a l'origine des modifications observées. Il nous
reste cependant a démontrer que la modulation transcriptionnelle de
CCR5 se traduit par une modulation de la protéine a la surface des

cellules.
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Sica et al. (1997) ont également observé une légére diminution

de CCR5 suite a l'activation des monocytes par le LPS. Des conditions
proinflammatoires auraient donc tendance a diminuer ['expression de
CCRS a la surface des macrophages. Les conséquences physiologiques de
la diminution de CCR5 sont a déterminer, mais elle pourrait impliquer
un échappement des cellules a l'action des p-chimiokines, présentes

dans les sites inflammatoires. Par ailleurs, MIP-Ta est wun

chimioattractant pour les cellules T CD4+ et CD8+. Il apparait ainsi que
I'lL-16, lors d'une inflammation, participerait non seulement au
recrutement des cellules T CD4+ et des monocytes, mais également
favoriserait I'attraction des lymphocytes T CD8+ via la production de

MIP- 1a par les macrophages.

L'activité de I'IlL-16 sur les celiules dendritiques semble
restreinte au processus de leur maturation puisque seules les
expressions de CD83 et CD25 sont augmentées. La diminution de CCRS
est limitée et transitoire. Cependant, la diminution de CCR5 a été
associée au processus de maturation des cellules dendritiques (Delgado
et al., 1998). Comme il a été suggéré que les cellules dendritiques
matures  pouvaient  étre  réfractaires a Paction d’agents
immunomodulateurs, telles que I'lL-10 et la prostaglandine E2 (Kalisnki
et al, 1998), il serait intéressant de définir les effets de I'lL-16 sur
des cellules dendritiques immatures. En particulier, I'IL-16 est-elle
capable d'induire une maturation initiale des cellules dendritiques? Quel
serait alors son role respectif en relation avec les autres signaux de
I'environnement? Est-elle capable, par la modulation des récepteurs des
chimiokines, d'altérer le comportement et la migration des cellules
dendritiques? Dans ce cas, la modulation de CCR5 pourrait permettre

I’échappement des cellules dendritiques a I’action de MIP-1q, MIP-18, et

RANTES, et ainsi leur migration vers les ganglions lymphatiques
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(Sozzani et al., 1998). A cette fin, 'étude de I'activité de I'IlL-16 sur
’expression de CCR7 apporterait des éclaircissements. L’expression de
ce récepteur des chimiokines est en effet augmentée lors de la
maturation des cellules dendritiques, et régule le trafic cellulaire en
direction des zones T des ganglions lymphatiques, via la chimiokine SLC

("secondary lymphoid-tissue chemokine") (Saeki et al., 1999).

La compréhension de la modulation de CXCR4 par I'lL-16 semble
plus complexe. Il a été montré que lors de la maturation des cellules
dendritiques, I’expression de CXCR4 est augmentée (Lin et al., 1998;
Delgado et al., 1998). Notre travail montre une diminution faible et
transitoire de CXCR4 dans les macrophages et les cellules dendritiques,
qui contredit, pour ces derniéres, les observations précédentes. Ceci
peut étre expliqué par le fait que nous avons travaillé sur des cellules
dendritiques matures contrairement a Lin et Delgado qui ont étudiés la
maturation de cellules dendritiques immatures. Il a été décrit que |’IL-
12 diminue I'expression de CXCR4 dans les lymphocytes (Galli et al.,
1998). L’absence de détection d’lIL-12 dans le surnageant de culture des
cellules stimulées par I'lL-16 ne permet pas d’expliquer la modulation
de CXCR4 par une action de I'IL-12. Il est également peu probable, que
I’IFN-y capable de diminuer [I’expression de CXCR4 dans les cellules
endothéliales (Gupta et al., 1998), soit a l'origine des effets observés.
Mais Gupta a montré que la modulation de CXCR4 par des facteurs pro-
inflammatoires comme le TNF-a, I’IL1-g ou le LPS est complexe. Comme
lors de nos expériences avec I'lL-16, il observe une diminution précoce
et transitoire de 'ARNm de CXCR4. Le mode de régulation de CXCR4 par

ces facteurs inflammatoires n’est pas établi.

Nous démontrons également que I'lL-16 diminue 'expression de

la molécule CD4 a la surface des macrophages. Il a déja été observé,



136
dans d’autres systémes d’étude, une modulation de la molécule CD4 a la
surface des macrophages. En particulier, le LPS et la gp120 diminuent
’expression de CD4 via la synthése de cytokines proinflammatoires
endogénes comme le TNF-a (Herbein et al., 1995; Karsten et al., 1996).
Néanmoins, dans nos conditions de culture, il est peu probable que Ia
quantité de TNF-a produite par les macrophages, stimulés par I'lL-16,
soit a l'origine de la diminution de I’expression de CD4. Cependant, |a
gp120 est capable de diminuer 'expression de surface de CD4, par un
mécanisme d’internalisation des complexes gp120/CD4 dans des lignées
T (Cefai et al., 1992). Ce mécanisme doit étre plus complexe dans nos
conditions de culture, car nous observons une diminution stable des
transcrits de CD4. Il reste donc a élucider ce mécanisme, mais nos
résultats soulévent le probléme intéressant du réle de la liaison
CD4/IL-16 sur la transduction du signal dans des types cellulaires

différents exprimant la molécule CD4.

Finalement, il apparait que les signaux induit par la ligation de
CD4 sont importants dans la régulation des récepteurs des chimiokines.
En effet, la gp120 du VIH et des anticorps anti-CD4 sont capables de
diminuer I'expression des récepteurs des chimiokines C5a et FMLP (Wahi
et al., 1989, Wang et al., 1998) ou de diminuer I'expression de CXCR4
(Wang et al., 1998). Notre étude confirme I'importance de la ligation de
CD4 dans la régulation des récepteurs des chimiokines. Sachant que la
gp120 augmente notablement la synthése de cytokines dans les
macrophages (Merrill et al., 1989; Taoufik et al., 1997), contrairement a
PIL-16, il est probable que le mécanisme d’action de I'lL-16 soit

différent et rejoigne le probléeme soulevé dans le paragraphe précédent.

L'expression de CD80 est augmentée par I'lL-16 dans les

macrophages. Par contre, 'expression de CD86 est faiblement diminuée.
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Nous ne connaissons pas encore les conséquences de la modulation des
molécules costimulatrices sur les cellules présentatrices de I'antigéne.
Des expériences de cocultures, mettant en présence des macrophages et
des lymphocytes T, seront nécessaires pour déterminer la part de
I'augmentation de CD80 et de la diminution de CD86, suite a la
stimulation par I'IlL-16, dans l'induction de la réponse immunitaire. En
particulier, il a été suggéré que CD80 et CD86 pouvaient étre impliquées
dans la différenciation, respectivement des cellules Thl et Th2
(Kuchroo et al., 1995). Néanmoins, Parada et al. (1998) n’ont pas détecté
de profil type Th1 ou Th2 sur des lymphocytes T stimulés par I'lL-16
pendant 15 jours. De plus, dans notre étude, P'lL-16 n’induit pas de
sécrétion d’IL-12 par les macrophages et les cellules dendritiques. Bien
que d’autres travaux soient encore nécessaires pour affiner I’action de
’'lL.-16, compte tenu notre étude et de celle de Parada, il ne semble pas
que les propriétés de la chimiokine soient représentées par le profil de

cytokines induit.

Notre travail a montré que I'lL-16 inhibe, dans les cellules T
issus de patients, la mort induite par les anticorps anti-CD3, la
dexaméthasone et les anticorps anti-Fas. Les résultats obtenus dans les
cellules T issus de sujets sains sont différents et indique une inhibition
de I’apoptose uniquement lorsque les cellules sont stimulées par la
dexaméthasone et le PHA. De fagcon étonnante, nous observons que |’IL-
16 augmente I'apoptose spontanée des cellules T de sujets sains, mais
n’a pas d'effet significatif sur I'apoptose spontanée des lymphocytes T
des patients.

L’IL-16 favorise le passage de la phase GO du cycle cellulaire a
la phase G1, dans laquelle les cellules T sont bloquées (Center et al.,
1996). Le blocage en G1 pourrait protéger les cellules dela mort induite

par lactivation (Boehme et Lenardo, 1993), et expliquerait nos
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résultats qui suggérent que l'action de I'lL-16, sur l'apoptose des
cellules T, dépend de leur état d’activation. Mais il a aussi été montré
que l'arrét en phase G1 du cycle cellulaire pouvait sensibiliser les
cellules a la mort induite par [activation (Lissy et al., 1998).
L’implication du blocage du cycle cellulaire par I'lL-16 dans son
activité inhibitrice sur la mort induite par I'activation n’est donc pas
évident. Par ailleurs, nous observons une augmentation d’apoptose
spontanée dans les cellules T de sujets sains. Ce résultat est surprenant
et suggere la nécessité de signaux supplémentaires, via le récepteur T
pour I'antigéne, puisque que Cruikshank (1996) a montré que I'lL-16 est
capable d’inhiber la mort cellulaire induite par des anticorps anti-CD3.
Il est cependant possible que I’action d’anticorps anti-CD3 et celle de
PIL-16 soit mutuellement exclusive. Par exemple, la sensibilité
d’hybridomes T a I'apoptose induite par des anticorps anti-CD3 ou par
les glucocorticoides, n’est pas observée lorque les deux molécules sont
incubées ensemble (Zacharchuk et al.,, 1990; Iseki et al., 1991). Dans ce
cas, les deux processus d’induction d’apoptose sont mutuellement
antagonistes (Zacharchuk et al.,, 1990; Iseki et al., 1991). La présence
d’autres cytokines pourrait aussi protéger les cellules de ’apoptose. En
effet, Labege et al. (1998) ont démontré que I’addition d’IL-2 en
alternance avec I’I‘L-16 favorise la croissance des cellules T.
Finalement, ['état d’activation chronique des cellules T issus de
patients pourrait expliquer I'absence d’effet de I'lL-16 sur I’apoptose

spontanée.

L’IL-16 agit comme une molécule suppressive de l’'activation
cellulaire T, ce qui pourrait expliquer I'inhibition de I'augmentation de
I’expression de CD25 et de Fas suite a Pactivation par les anticorps
anti-CD3 (Cruikshank et al., 1996), et ainsi protéger les cellules de la

mort cellulaire programmée. Nos résultats qui démontrent une
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diminution de I’expression de Fas lorques les cellules de patients sont
stimulés par la dexaméthasone et les anticorps anti-CD3 rejoignent
donc ceux de Cruikshank. Mais, contrairement a Cruikshank, nous ne
détectons pas de modulation de I'apoptose sur les cellules T issus de
sujets sains et activés par les anticorps anti-CD3. Cette contradiction
est probablement due au protocole d’activation. En effet, dans nos
expériences, I'IlL-16 a été incubée en méme temps que le stimulateur,
alors que Cruikshank a observé une diminution de l'apoptose lorsque
'IL-16 est préincubée 1 heure avant I’activation. Le fait que Cruishank
n'observe pas d’effet deI'lL-16 lorsqu’il est incubé en méme temps que
les anticorps anti-CD3 confirme cet aspect.

Inversement, le méme raisonnement est valable pour les
cellules T issus de sujets sains et activées par la PHA. En effet,
Cruikshank décrit ’absence d’effet de I'll-16 sur les cellules T activées
par la PHA (Cruikshank et al., 1996). Dans notre travail, nous observons
que I'lL-16 induit une légére diminution de la mort des cellules T de
sujets sains suite a l'activation par la PHA. Par contre, 'IL-16 n’a
aucun effet sur les celiules T de patients activées par la PHA, et
n’induit pas la diminution de Fas. L'une des voies d’activation de la
lectine passe par la molécule CD2, dont la ligation induit la mort des
cellules T indépendamment de Fas (Mollereau et al., 1996). Cette
observation pourrait expliquer I'insensibilité des cellules T de patients
a la chimiokine, suite a leur activation par la PHA, et renforce
I’hypothése que I'lL-16 protége les cellules T de I’apoptose en modulant
I’expression de Fas. Finalement ces résultats démontrent une sensibilité
différente, des cellules T de patients par rapport aux cellules T de
sujets sains, al’action de I'lL-16. Le mode et/ou I'état d’activation des

cellules T est donc un facteur important pour l’action de I'lL-16.
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La stimulation des cellules T par I'lL-16 et la gp120 aboutit a
I’inhibition de la prolifération des cellules T (Mittler et Hoffmann,
1989; Cruishank et al., 1996). Nos résultats et ceux de Cruikshank
(1996) indiquent que cet état d’'immunosuppression n'est pas diu a
I'induction de ’apoptose, car I'lL-16 protége les cellules contre la mort
induite par l’activation. Par contre la gp120 du VIH sensibilise les
cellules T a I'apoptose via un mécanisme Fas dépendant (Oyaizu et al.,
1994). Les différences entre les effets de I'IlL-16 et ceux de gp120
peuvent se situer a plusieurs niveaux. La gp120 induit I’expression de
Fas par sa capacité a stimuler la production de TNF-a et d’IFN-y (Oyaizu
et al., 1994), mais I'lL-16 n’induit pas ou peu la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires dans les cellules T (Amiel et al., 1999). Gp120
induit l’'internalisation de la molécule CD4 (Cefai et al., 1992),
contrairement al'lL-16 (Cruikshank et al. 1996). Enfin, gp120 et I’'iL-16
reconnaissent différentes structures de la molécule CD4. Gp120
interagit avec les domaines D1 et D2 et ainsi entre en compétition pour
la reconnaissance du CMH de classe Il. L’IL-16 interagit avec les
domaines D3/D4. Il apparait donc que la molécule CD4 est capable
d’induire des signaux différents selon le ligand. Les conséquences de
Iétat d’inactivation des cellules T suite 2 la ligation de CD4 par I'lL-16
est inconnu. Mais il pourrait s’agir d’'un état transitoire caractéristique
des cellules en voie d’étre recrutées sur un site inflammatoire, et qui
ainsi seraient protégées de [I'apoptose. La démonstration de
I"augmentation de I'apoptose spontanée dans les cellules T stimulées
par I'lL-16 suggeére une dépendance d’'un second signal pour le protection
des cellules. Ainsi, I’état transitoire des cellules T recrutées et ses
conséquences sur le devenir des cellules, est probablement dépendant du
temps qui passe entre la stimulation par I'lL-16, et celui que prend la
cellule pour sa migration et sa rencontre avec |’antigéne spécifique sur

le site de I’'inflammation.
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Les relations intercellulaires et intermoléculaires dans la
trilogie lymphocytes T/monocytes et macrophages/iL-16 ne sont pas
encore bien comprises. Plusieurs études sur des modeéles de coculture in
vitro de cellules différenciées a partir de monocytes humains et de
lymphocytes T, et sur des modéles in vivo, par exemple des lignées de
souris, aideront a la compréhension des mécanismes de I'IlL-16 sur
I'induction de la réponse immunitaire.

Quoi qu’il en soit, il apparait que les propriétés de I'lL-16 ne
soient pas limitées au chimiotactisme. Bien au contraire, ses effets
s’élargissent aux cellules présentatrices d’antigene. L’IL-16 pourrait
donc représenter un facteur de liaison dans les relations entre

'immunité innée et acquise.

L’un de nos objectifs était d’évaluer le role antiviral de I'lL-16
dans les cellules réservoirs. A cette fin, nous avons testé son activité
anti-virale sur les macrophages et les cellules dendritiques et

démontré sa capacité a inhiber la multiplication virale dans les deux

populations. Nos résultats suggeérent plusieurs mécanismes d’inhibition.

Le premier mécanisme pourrait étre un phénbméne de
compétition avec le VIH pour ses récepteurs. Dans des lignées T, le
mécanisme d’inhibition peut étre expliqué a un niveau transcriptionnel
et non par une compétition. Mais les lymphocytes T expriment plus de
molécules CD4 & leur surface que les cellules présentatrices de
I’antigéne. Ainsi, & concentrations égales, la saturation des sites de |la
molécule CD4 par I'lL-16 peut étre plus importante dans les
macrophages et les cellules dendritiques que dans les lymphocytes T.
Nous ne pouvons donc pas éliminer I’hypothese d’une compétition dans

les CPAg pour la molécule CD4, tant qu’elle n’est pas vérifiée.



142
Les chimiokines MIP-1a, MIP-18 et RANTES inhibent I’infection

des cellules par un phénomeéne de compétition, qui empéche la fusion du
virus avec la membrane cellulaire (Moore et al., 1997). La concentration
des chimiokines présentes dans le surnageant des CPAg stimulés par
I’IL-16 est loin de celle décrite comme inhibitrice de I’infection (Verani
et al., 1997) et n’explique probablement pas les effets observés. De

plus, nos résultats ne montrent pas d’activité antivirale de MIP-1q, a

une concentration décrite comme inhibitrice dans les lymphocytes T.

Le second mécanisme pourrait étre corrélé avec la modulation
des récepteurs du VIH. Dans ce sens, I'lL-16 décroit I'expression de CD4
a la surface des cellules. L’effet observé n’est pas simplement due a une
internalisation de la molécule CD4, puisqu’il est retrouvé de facon
stable a un niveau transcriptionnel. Cependant, I’expression de CD4 dans
les macrophages reste importante. De plus, I'lL-16 diminue la
multiplication du VIH dans les cellules dendritiques, dont I’expression
de CD4 est peu régulée. Nous ne pouvons négliger une éventuelle
importance de la diminution de I'expression de CD4 dans la limitation de
I'infection, mais I'observation ci-dessus ne nous indique pas une
importance majeure de |’intensité d’expression de CD4 dans l'activité
anti-virale de I'lL-16. Il a été suggéré que le degré d’infection par un
virus a tropisme M est dépendant des concentrations respectives de CD4
et CCR5 a la surface de cellules HeLa (Platt et al., 1998). Plus
précisément, l'infectabilité des cellules T est directement corrélée au
niveau d’expression de CCR5 (Wu et al., 1997). La diminution
d’expression de PARNm de CCRS que nous observons dans les
macrophages et a un degré moindre dans les cellules dendritiques
pourraient donc étre responsable, du moins en partie, du rbéle antiviral
de I'lL-16. Cependant, elle parait de nouveau trop faible, en particulier
dans les cellules dendritiques pour expliquer en totalité une inhibition

virale de prés de 100%.En effet, il a été suggéré que l'internalisation de
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CCRS suite a la ligation des chimiokines ne change pas la sensibilité de
cellules a l'infection par le VIH (Aramori et al.,, 1997). Cependant ce
résultat a été démontré sur une lignée cellulaire de rein embryonnaire
et s’éloigne de ce que lI'on peut observer au niveau des cellules du
systéme immunitaire. Par ailleurs, plusieurs études ont montré que
I"augmentation de I’expression de CCRS5 induite par I'lL10 et la protéine
virale Tat et CXCR4 induite par Tat est concommitante a I’augmentation
de la multiplication virale dans les monocytes/macrophages (Sozzani et
al., 1998; Huang et al.,, 1998). Au contraire, la diminution de CCR5
induite par I'lL-2 et la prostaglandine E2 et la diminution de CD4 induite
par I'lL-2 et I'lFN-y favorise la suppression de [l'infection de
monocytes/macrophages (Kutza et al., 1998; Thivierge et al. 1998;
Hariharan et al., 1999). Malgré ces résultats, l'importance relative de la
modulation des récepteurs du VIH, dans les mécanismes d’inhibition de
'infection, reste incertaine et dépend certainement des modéles
d’étude. Par exemple, Hariharan (1999) montre les effets suppresseurs
de I’IFN-y sur Vlinfection du VIH dans des macrophages, malgré
laugmentation de [I'expression de CCRS, rﬁais en observant une
diminution de [I’expression de CD4. Finalement, la diminution de
I'infection que nous observons, pourrait étre du a la diminution de
I’expression des récepteurs du VIH, qui pourrait étre un mécanisme
complémentaire de [Pinhibition de la pénétration du virus par

compétition, comme I'ont suggéré Alkhatib et al. (1997).

Le troisiéme mécanisme pourrait se situer au niveau de la
signalisation et de la transcription. Nous avons vu dans l'introduction
que I'lL-16 active la méme famille de kinases que le LPS. Il a été
montré que I'activité inhibitrice du LPS sur la multiplication virale est
dépendante de la synthése des chimiokines (Verani et al., 1997) et passe
par 'activation des p38MAPK (Zybarth et al., 1999). Au contraire de
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Verani, ce second travail démontre que le LPS n’inhibe pas la
pénétration du virus, mais plutoét la stimule. Par contre, son action
inhibitrice serait plus tardive et se situerait au niveau du transport
nucléaire de ’ADN viral. Ceci suggére que I'action de I'lL-16, suite a
I’activation de la MAPK p38, soit a un niveau postérieur a I’entrée du
virus. Par ailleurs, P'IlL-16 n’induit pas la synthése de cytokines
proinflammatoires qui facilitent Ia multiplication virale. Ainsi,

d’autres facteurs, que ceux activés par le LPS ou le TNF-a, sont

impliqués dans les voies de signalisation en réponse a la stimulation
par I'lL-16.

Enfin, nos expériences démontrent que l'activité antivirale de
I'lL-16, a des doses pourtant plus faibles (3ug/ml), est plus importante
dans les cellules présentatrices de I’antigéne (>90%) par rapport aux
lymphocytes T (50-60% en présence de Sug/mi d’lL-16). La modulation
de la multiplication virale via la ligation de CD4 est dépendante de |a
présence de p56ick (Tremblay et al., 1994). Cette kinase est absente
dans les macrophages et les cellules dendritiques. D’autres mécanismes

sont donc impliqués dans ces cellules.

La compréhension'globale des mécanismes d’inhibition de
I'infection par I'lL-16 n’est pas établie et nécessite un travail plus
approfondi sur les différents types cellulaires cités. La préincubation
de I'lL-16 avant I'infection par exemple, permet-elle d’inhiber I'entrée
du virus. La modulation du VIH est-elle a un niveau transcriptionnel?

Quelle est la voie de signalisation impliquée?
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Dans le cadre de l'infection par le VIH, I'lL-16 posséde donc les

propriétés suivantes:

Inhibition de la multiplication virale dans les lymphocytes T.
+ au cours d’infection aigué.
+ au cours d’infections endogénes (cellules de patients) (Amiel
et al., 1998).

Inhibition de la multiplication virale dans les macrophages.

Inhibition de la multiplication virale dans les cellules dendritiques.

modulation de CD4, CCR5 et CXCR4. La diminution de I'expression de
CCRS5 dans les macrophages et les cellules dendritiques est d’autant
plus importante que ces cellules représentent des filtres, au niveau des
muqueuses, pour la propagation des virus a tropisme macrophagiques
(Reece et al., 1998; Tuttle et al., 1998; Marzio et al., 1998).

- Protection des lymphocytes T de patients a I’encontre de la mort
cellulaire programmée.

- Expansion des cellules CD4+ en association avec l’interleukine-2
(Parada et al, 1998).

- Réle dans la régulation de la réponse immunitaire: commutation vers
un profil Th1?

Malgré ces résultats, I'importance de I'IlL-16 comme molécule
effective, in vivo, n’est pas encore démontrée. Son importance, dans le
développement de la réponse immunitaire lors de l'infection lentivirale
a été suggéré par Chéret et al. (1997) dans un modéle de macaque
infecté par SIVmac251. Les auteurs ont en effet détecté sa présence
dans les cellules mononuclées obtenues a partir de lavages
bronchoalveéolaires. Par ailleurs, I'expression de I'lL-16 est augmentée
dans des clones cellulaires T provenant de patients dont la maladie ne

progresse pas, et ce a long terme (Scala et al., 1997) et chez les sujets
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traités par une molécule anti-rétrovirale, l'indinavir (Bisset et al.,
1997). Récemment, notre Ilaboratoire a démontré une présence
importante de I'lL-16 dans le sérum des patients asymptomatiques,
avec une chute de la concentration de la chimiokine lors de Ia
progression vers le stade SIDA (Amiel et al.,, 1999). L’ensemble de ces
observations suggeére un role de I'lL-16 dans la lutte anti-virale. Pour
confirmer un rbéle effecteur de I'lL-16 in vivo, la mise en place d’un
modéle de souris SCID pourrait s’avérer intéressant. Il permettrait
d’étudier l'influence de I'lL-16, en présence ou non de P'IL-2, sur la
charge virale au niveau d’un organisme, et ses effets sur I’homéostasie

et la localisation des lymphocytes T CD4+, mais aussi T CD8+.

3) L’interaction CD4/Ligand.

L’activation de la cellule T par la cellule présentatrice de
I’antigéne requiert I’association physique du TCR et du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (Moebius et al, 1993), ainsi que celle
de la molécule CD4 a des régions non polymorphes du CMH de classe Il.
Depuis, I'interleukine-16, comme d’autres nouveaux ligands naturels de
la molécule CD4, les molécules gp17, SABP (pour secretory actin-
binding protein), isolées du liquide séminal ainsi que GCDFP-15 (pour
gross-cystic-disease fluid protein-15) et PIP (pour prolactin-inducible
protein) isolées de tumeurs du sein, ont été caractérisées (Caputo et al.,
1998). Bien que leurs fonctions soient encore inconnues, ces derniéres
partagent des séquences similaires et une structure quaternaire
vraisemblablement tétramérique (Caputo et al., 1998), comme I'IL-16.
La gp17 et I'lL-16 possédent plusieurs proprietés communes. La
premiére, qui se fixe au domaine D1 de la molécule CD4 inhibe, 1- la
fixation de la molécule gp120 a la molécule CD4, 2- la formation de

syncitia et 3- I'apoptose induite par la ligation de CD4 suivie par la
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ligation du TCR en augmentant la synthése de Bcl-2 (Gaubin et al., 1999;
Autiero et al., 1997). La seconde, qui se fixe plutét au domaine D3 de |a
molécule CD4 (Center et al., 1996) inhibe, 1- la multiplication virale
dans les lymphocytes et les cellules présentatrices de I’antigéne et 2 -
I’apoptose induite par l'activation en diminuant |'expression de la
molécule de mort cellulaire Fas (Cruikshank et al., 1996 et notre
travail). Ces caractéristiques communes pourraient permettre
d’apporter un nouveau regard sur la liaison ligand-CD4 et la

transduction du signal induite par la formation du complexe.
Au niveau du lymphocyte, on observe:

La forme monomérique:

- P'lL-16 monomérique posséde un effet chimio-attractant
(Muhlhahn et al, 1998).

- la glycoprotéine d’enveloppe gp120, qui lie la boucle CDR2 de
la molécule CD4, associée a la protéine virale Tat, augmente la mort des
lymphocytes T CD4+ en augmentant I’expression de la molécule de mort
cellulaire Fas (Westendorp et al., 1995).

- la gp120 diminue I'expression de la molécule CD4 a la surface
des lymphocytes T CD4+, par un mécanisme d’internalisation (Cefai et
al, 1992)

La forme dimérique:

- lors de Pactivation cellulaire T, deux molécules de CMH de
classe 1l sont associées et reconnaissent la boucle CDR3 du domaine D1
de CD4, et activent la protéine kinase p56'*“ (Zhang et al, 1996;
Sakihama et al., 1995).
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- la religation de la molécule gp120, liée a la boucle CDR2 du

domaine D1 de CD4, par des anticorps (Banda et al, 1992) augmente la
mort des lymphocytes T CD4+.

La forme trimérique:

- les molécules gp120 et gp41 a la surface du virus forment un
complexe trimérique (Wyatt et al., 1998). Lors du processus d’infection ,
ce complexe reconnait la boucle CDR3 de la molécule CD4, et initie un
signal qui permet la translocation au noyau du facteur de transcription

NF«kB et I'initialisation de la multiplication virale (Briant et al., 1997).

La forme tétramérique:

- les molécules de la famille gp17, qui semblent lier le
domaine 1 de la molécule CD4 et dont les fonctions restent 3
déterminer, bien qu’elles inhibent I’apoptose.

- 'lL-16 qui semble lier le domaine 3 de CD4, dont I’action
naturelle est le chimiotactisme suite & I’activation de p56'*, qui par
I’intermédiaire de ses domaines SH2 et SH3, recrute d’autres protéines
nécessaires a linduction du processus de migration.(Center et al,
1996).

Ces résultats montrent qu’il existe une diversité des fonctions
de la molécule CD4. Cette diversité permet de contrdler |’activation
cellulaire T par l'initialisation de signaux négatifs ou positifs, et est
bien illustrée par le travail de Dumaurier et al. (1998). En se basant sur
I’étude de la synthése de la phosphatidylserine (PtSer), les auteurs ont
montré que la molécule CD4 induit des signaux différents selon les
ligands utilisés. La gp120 et les anticorps OKT4a inhibent la synthése
de la PtSer et générent un signal négatif, la jacaline, une lectine liant

CD4, diminue la synthése de PtSer et génére un signal activateur, et
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enfin PlIL-16 qui ne module pas l'activité de synthése de PtSer. ||
semble donc que la transduction des signaux a partir de la molécule CD4,
qui aboutissent aux résultats observés, sont trés complexes, et
dépendent, de la nature des structures formées a la surface de la
cellule. Les ligands physiologiques de la molécule CD4 peuvent donc
s’associer de facon monomériques (chimiotactisme), dimériques
(activation lymphocytaire) ou tétramériques (chimiotactisme), et les
associations qui ne s’effectueraient pas strictement dans ces contextes

physiologiques, interféreraient avec ces deux fonctions.

La fonction de la molécule CD4 a la surface des cellules
présentatrices de l'antigéne n’est pas encore connue. Mais Ia
démonstration que I'lL-16, en se liant a la molécule CD4, induit des
signaux dans les macrophages et les cellules dendritiques, en I’absence
de p56'*, met en évidence un réle nouveau de CD4 dans la modulation de

I’activité des deux types cellulaires. Ce role demande a étre élucidé
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