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NOUVELLE

Un passager clandestin

Un VIH infectieux caché

dans les plaquettes alimente
les macrophages tissulaires

Fernando Real'3, Aiwei Zhu!~?, Morgane Bomsel!-®

> Chez les patients infectés par le virus de
Pimmunodéficience humaine (VIH) sous
traitement antiviral efficace, avec une
virémie indétectable dans le sang, le virus
arréte sa réplication mais reste intégré
dans ’ADN de cellules appelées « réser-
voirs du virus ». Plusieurs types cellulaires
peuvent former des réservoirs, les mieux
connus étant les lymphocytes T CD4" circu-
lants [1]. Cependant les macrophages tis-
sulaires sont aussi capables de constituer
des réservoirs du VIH, comme nous I"avons
montré récemment [2]. Les mécanismes
qui permettent aux réservoirs du virus de se
maintenir au cours du temps (jusqu’a plu-
sieurs dizaines d’années) malgré les traite-
ments antirétroviraux restent mal compris.
€n plus de leur implication dans ’hémos-
tase, les plaquettes sanguines ont un role
dans la réponse immunitaire dont I'im-
portance commence a étre reconnue. €n
particulier, les plaquettes sont capables
d’internaliser des agents infectieux bac-
tériens ou viraux, comme le VIH ou les
virus de I’herpés, in vitro [3]. Si tel était
le cas in vivo, ces virus seraient alors
abrités par la plaquette, protégés des
agressions extérieures, tout en circulant
dans I'organisme et pouvant atteindre
les tissus. Par ailleurs, les plaquettes
sont éliminées par les macrophages tis-
sulaires dans des contextes aussi bien
physiologiques qu’inflammatoires [4,5],
et la phagocytose des plaquettes conte-
nant du virus par les macrophages repré-
senterait donc une voie permettant au
VIH d’établir et de
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L’étude dont nous avons récemment
publié les résultats dans la revue Science
Translational Medicine montre que les
plaquettes sanguines de patients infec-
tés par le VIH hébergent des virus infec-
tieux, malgré une thérapie antivirale
combinée efficace supprimant la charge
virale dans le sang. Chez ces patients,
la présence de VIH dans les plaquettes
est fortement corrélée a I’échec du réta-
blissement de la réponse immunitaire
impliquant les lymphocytes T CD4". De
plus, les plaquettes peuvent propager
le virus infectieux aux macrophages in
vitro, ce qui révele I’existence d’une voie
alternative de dissémination du VIH vers
ce réservoir cellulaire du virus [7].

In vivo, les plaquettes sanguines

de sujets infectés par le VIH sous
traitement antirétroviral, efficace
contiennent du virus infectieux

Nous avons d’abord testé I’hypothese
selon laquelle les plaquettes se com-
portent en vecteur circulant du VIH in
vivo, mettant le virus a "abri de I"action
directe des médicaments antirétrovi-
raux, ce qui favoriserait sa propaga-
tion dans I'organisme. Ainsi, nous avons
analysé du plasma riche en plaquettes
provenant de personnes infectées par
le VIH et recevant un traitement anti-
rétroviral efficace. Nous nous sommes
concentrés sur des patients ayant une
charge virale dans le sang indétec-
table pendant plus d’'un an, a la date
du prélevement de plaquettes, que nous
appellerons patients « virologiquement
supprimés ». A I'aide de ces préléve-
ments de plaquettes, nous avons mon-

tré par une combinaison de techniques
— PCR quantitative, cytométrie en flux
couplée I'hybridation in situ, immuno-
marquages détectés par microscopies
confocale et électronique — que les pla-
quettes de ces patients contiennent du
VIH, non seulement de PARN viral mais
aussi des protéines comme la protéine
de capside p24, le virus étant toujours
localisé dans des vésicules internes.
Nous avons ensuite montré que ce virus
est infectieux et capable de transférer
I’infection a des macrophages tissu-
laires in vitro [7] (Figure 1). Uinfection
de ces macrophages est productive car
les macrophages tissulaires secrétent
a leur tour des virus infectieux. Com-
ment alors empécher la transmission
par les plaquettes de cette infection aux
macrophages tissulaires ? €n bloquant
I'interaction entre les plaquettes et les
macrophages avec des agents antiagré-
gants plaquettaires tels que les anti-
corps monoclonaux (fragment Fab) spé-
cifiques des intégrines des plaquettes,
comme I'intégrine oullb/B3 (abciximab)

[71.

La présence du VIH dans les plaquettes
est fortement corrélée a une
défaillance immunologique

Environ 20 % des patients sous traite-
ment antirétroviral efficace et « virolo-
giquement supprimés » ne parviennent
pas a reconstituer un taux de lympho-
cytes T CD4* suffisant pour leur conférer
un statut de compétence immunitaire.
Ces patients, appelés « non-répondeurs
immunologiques » (NRI) [8], sont défi-
nis comme des individus infectés par
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Mégacaryocyte

Figure 1. Les plaquettes d’individus infectés par le VIH, sous traitement antirétroviral efficace, contiennent du VIH infectieux. A. Image d’une pla-
quette contenant du virus détecté par immunomarquage (observation par microscopie confocale a fort grossissement, et reconstruction tridimension-
nelle de I'image). Les plaquettes sont caractérisées par I'expression de CD41 (en vert) et le VIH par celle de la protéine p24 (en rouge). B. Image, par
microscopie électronique a transmission, d’une plaquette, congelée puis décongelée, contenant du VIH. Les particules virales sont des structures de
forme ronde de diametre 70 a 120 nm, avec un centre dense aux électrons de diameétre 20 a 60 nm. Trois de ces particules sont visibles a I'intérieur des
deux cadres en pointillé orange, et sont indiquées par une fleche rouge dans des images agrandies de ces cadres. €. Image d’un virus contenu dans un
compartiment (voir commentaires dans le texte) d’une plaquette observée par microscopie électronique aprés cryocongélation et immunomarquage.
Le virus, d’un diametre d’environ 100 nm (fléche rouge), est identifié par immunomarquage avec un anticorps anti-p24 couplé a I’or colloidal (points
noirs). D. Image, par microscopie confocale en contraste de phase, d’un macrophage aprés endocytose d’une plaquette (identifiée par immunomar-
quage avec un anticorps dirigé contre CD41, en vert) contenant le VIH (identifié par immunomarquage avec un anticorps dirigé contre p24, en rouge).
Le cadre orange en pointillé indique la zone qui est agrandie dans I"encart (a droite) montrant des projections tridimensionnelles (xy, xz et yz) de la
plaquette contenant le VIH. La fleche blanche indique le virus immunomarqué. €. Reconstruction tridimensionnelle de 'image confocale montrée en D.
F. Image en contraste de phase (& gauche) et image fusionnée (deux canaux de fluorescence) (a droite) d’un mégacaryocyte dans lequel le génome du
VIH (coloré en magenta et indiqué par des fleches blanches) s’est intégré a I’ADN cellulaire contenu dans le noyau polylobé (coloré en bleu par DAPI).

G. Reconstruction tridimensionnelle de I'image confocale montrée en F.
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le VIH et dont le nombre de lympho-
cytes T CD4" dans le sang est inférieur a
350 cellules/pl malgré une charge virale
sanguine indétectable depuis plus d’un
an [9]. Les causes de cette défaillance
immunologique restent inconnues, et
aucun traitement n’est disponible pour
améliorer la restauration du nombre de
lymphocytes T CD4* et la santé de ces
patients NRI. A cause de leur faible taux
de lymphocytes T CD4", les patients NRI
sont plus exposés aux risques de morbi-
dité et de mortalité liées au Sida (syn-
drome d’immunodéficience acquise) et
a d’autres maladies.

Nous avons analysé les données cli-
niques de I’ensemble des patients durant
18 mois avant et 18 mois apres avoir
recueilli et analysé la présence du virus
dans leurs plaquettes. Ces analyses ont
montré que la présence du VIH infectieux
dans les plaquettes est indépendante de
la virémie du patient et du nombre de ses
plaquettes. €n revanche, elle est forte-
ment corrélée avec la valeur la plus basse
de la concentration des lymphocytes T
CD4* dans le sang atteinte pendant les
36 mois de suivi du patient (< 200 lym-
phocytes T CD4*/ul) et la faible concen-
tration de ces lymphocytes a la date du
prélévement (< 350 lymphocytes T CD4*/
ul) [7]. Canalyse multivariée en compo-
santes principales et la régression logis-
tique multinomiale des données montrent
que le seul parametre clinique fortement
associé a la présence du VIH dans les
plaquettes est un nombre faible de lym-
phocytes T CD4". De plus, la présence
du VIH dans les plaquettes permet de
prédire une absence de remontée du taux
de lymphocytes T CD4" chez ces patients
pendant les 18 mois suivant I’échantil-
lonnage, ces patients restant NRI. Plus
précisément, les analyses statistiques
prédictives indiquent que les patients
dont les plaquettes sont porteuses du
VIH ont une probabilité environ 50 fois
plus élevée de ne pas se rétablir immu-
nologiquement, gardant des taux de
lymphocytes T inférieurs a 350/pl dans
les 18 mois qui suivent I’échantillonage
malgré la thérapie antirétrovirale, par
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rapport aux patients dont les plaquettes
ne contiennent pas de VIH [7] (Figure 2).

Les mégacaryocytes infectés sont

la source probable des plaquettes
contenant le virus

Comme les patients dont les plaquettes
contiennent le VIH n’ont pas de virus
détectable dans le sang, cela exclut
la possibilité que les plaquettes aient
capturé des particules virales prove-
nant du sang par endocytose, bien que
I’endocytose des virus ait été montrée
in vitro [10,11]. €n outre, la présence
de virus infectieux intacts dans les pla-
quettes provenant de personnes chez
lesquelles la virémie a été supprimée
par traitement antirétroviral indique
que le VIH s’associe aux plaquettes
dans une niche de réplication virale
active et que le virus présent dans les
plaquettes ne provient pas d’une endo-
cytose de particules virales produites
par réplication « & bas bruit » a partir
des réservoirs lymphocytaires circu-
lants. Un séquencage du génome du
VIH suivi d’analyses phylogénétiques
a été effectué a partir d’échantillons
longitudinaux de cellules mononu-
cléées du sang et de plaquettes avant
le traitement et aprées une suppres-
sion prolongée de la virémie par des
antirétroviraux. Cela nous a permis de
montrer que les virus contenus dans
les plaquettes proviennent d’un site de
réplication active, continue, dans un
compartiment différent du sang, chez
les patients ayant subi une suppression
des antirétroviraux.

Quel pouvait étre ce compartiment ?
Les mégacaryocytes (cellules précur-
seurs des plaquettes), dont I'infection
par le VIH avait été suggérée des la
fin des années 1980 par des études
d’hybridation in situ détectant I’ARN
viral chez des patients infectés et
non traités, semblaient le meilleur
candidat [12], d’autant plus que leur
infection par d’autres types de virus
avait également été documentée [13].
Des études récentes ont montré que
les précurseurs des mégacaryocytes

de la moelle osseuse provenant de
patients ayant longtemps été sous
traitement antirétroviral contiennent
de ’ADN viral capable de se répliquer
[14]. Ainsi, contrairement aux pla-
quettes qui ne peuvent que transporter
le VIH et son ARN, les mégacaryo-
cytes infectés dans la moelle osseuse,
ayant intégré I’ADN proviral dans leur
noyau, pourraient représenter ce site
de réplication active du VIH condui-
sant a I’incorporation de virions ou
de ’ARN viral dans les plaquettes lors
de leur production (thrombopoiése).
Nous avons alors analysé des préle-
vements de moelle osseuse de sujets
infectés par le VIH sous traitement
antirétroviral efficace, sans virémie
détectable, et avec un faible taux de
lymphocytes T CD4*. Dans ces échantil-
lons, nous avons détecté I’ARN du VIH
et I’ADN proviral intégré dans le noyau
des mégacaryocytes par hybridation in
situ sur des frottis de moelle osseuse
et par une technique de PCR quanti-
tative (qPCR) sur des mégacaryocytes
provenant de ces patients [7]. Ces
résultats indiquent que les mégaca-
ryocytes infectés sont la source la plus
probable du virus infectieux présent
dans les plaquettes, et qu’ils consti-
tuent un réservoir important supplé-
mentaire du VIH, qu’une thérapie anti-
rétrovirale devra aussi éliminer pour
étre totalement efficace.

Perspectives

Aucun traitement n’est actuellement
disponible pour améliorer la santé des
patients non-répondeurs immunolo-
giques, qui sont plus exposés a des risques
de morbidité et de mortalité liées au Sida
et a d’autres maladies. La forte corré-
lation entre la présence de plaquettes
sanguines contenant le VIH et une mau-
vaise récupération immunologique sous
traitement antirétroviral incite désormais
a considérer la détection du VIH dans les
plaquettes comme un marqueur prédictif
potentiel en pratique médicale. €n outre,
les résultats de notre étude suggerent
que les inhibiteurs de la fonction pla-
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Figure 2. Implication, chez des patients infectés par le VIH, de la présence du virus dans les plaquettes sanguines, dans [’absence de rétablissement

immunologique malgré un traitement antirétroviral efficace.
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