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Introduction

Chapitre1  Le Virus de 'Tmmunodéficience Humaine

1 Un virus dans le monde...

L’histoire du syndrome de 'immunodéficience acquise (SIDA) commence en 1981 a Atlanta, aux
Etats-Unis, avec le Centre de Controle des Maladies (CDC) qui recensa une augmentation du
nombre de cas d'infection de jeunes hommes homosexuels par Pneumocystis carinii (Gottlieb et
al,, 1981; Siegal et al., 1981). Ce germe présent dans I'air ambiant ne cause pas de maladie chez
les personnes ayant un systéme immunitaire efficace. Ces individus étant sains, la survenue de
cette infection a été attribuée a une déficience de leur systéme immunitaire : le syndrome de
I'immunodéficience acquise venait de naitre. Les scientifiques ont rapidement soup¢onné un
rétrovirus comme étant I'agent responsable de cette maladie, pour deux raisons: i) ce type de
virus avaient déja été impliqués dans plusieurs modeles animaux de déficits immunitaires, ii) le
rétrovirus HTLV-1 (Human T Lymphotropic Virus-1) venait d’étre découvert par Robert Gallo en
1980 chez les patients atteints de leucémies et lymphomes T. Il fallut attendre 1983 pour que
Francoise Barré-Sinoussi, alors dans I'équipe de Luc Montagnier, découvre 1'agent responsable
du SIDA: un rétrovirus d’abord nommé LAV (Lymphadenopathy Associated Virus), puis
finalement renommé VIH (Virus de 'lmmunodéficience Humaine, ou HIV en anglais) (Barre-
Sinoussi et al., 1983). En récompense pour ces travaux, Francoise Barré-Sinoussi et Luc

Montagnier ont été lauréats du Prix Nobel de médecine en 2008.

Plus tard, en 1986, un second virus similaire au premier est isolé par Francois Clavel chez des
patients atteints du SIDA, originaires d’Afrique de 1'Ouest (iles du Cap Vert et Guinée Bissau)
(Clavel et al., 1986). Ce VIH-2 est génétiquement distinct du VIH-1 puisqu’il ne présente que 40 a
50 % d’homologie de séquence avec le VIH-1. Le VIH-2, tout comme le VIH-1, est responsable du
SIDA, mais les caractéristiques cliniques et biologiques de la maladie sont différentes : le VIH-2
se réplique plus lentement, il se transmet moins efficacement et le SIDA se déclare plus
tardivement. Dans la méme période, I'analyse des premieres séquences génétiques de différents
isolats viraux du VIH-1 montrent une variabilité importante du génome de ce virus (Ratner et al,
1985; Wain-Hobson et al,, 1985). Au fur et a mesure du temps, le séquencage des souches virales
a permis de classer le VIH-1 en quatre groupe : le groupe M (pour majeur), le groupe O (pour
outlier), le groupe N (pour non-M et non-0) et le groupe P (Hemelaar, 2012; Tebit and Arts,
2011). Les virus du groupe M sont distribués partout a la surface du globe alors que les virus des
trois autres groupes restent localisés dans certaines régions du continent africain, notamment a
I'ouest (Tebit and Arts, 2011). Les virus du groupe M sont subdivisés en neuf sous-types (4, B, C,

D, F, G, H, ] et K) et des phénomenes d’échange de matériel génétique entre ces sous-types ont
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donné naissance aux formes recombinantes circulantes (CRF) qui sont de plus en plus
fréquentes et complexes (Hemelaar, 2012). Les virus du groupe M sont responsables de la quasi-
totalité des infections avec une prédominance des sous-types A, B et C (Hemelaar, 2012). La
distribution géographique de ces sous-types dépend de I'ancienneté de I'épidémie et du sous-
type fondateur selon la région considérée. Le sous-type B est plus répandu en Europe, en
Amérique du Nord et en Australie, le sous-type C (considéré comme le plus virulent) en Afrique
de I'est et du sud, le sous-type A en Afrique centrale, alors que la CRF A/E est prédominant en

Asie.

En paralléle, les origines du VIH s’éclaircissent. Un virus similaire nommé virus de
I'immunodéficience simienne (ou SIV pour I'acronyme anglais) est découvert chez le chimpanzé
(Huet et al., 1990), puis dans plusieurs espéces de singes africains en liberté comme les singes
verts, les mandrills, les gorilles et le singe mangabey; et chez les singes asiatiques dont les
macaques (notamment Macacca mulatta, encore appelé macaque rhésus). L’analyse
phylogénétique des virus de I'immunodéficience montre un lien de parenté entre les VIH-1 et les
SIV présents chez les chimpanzés (SIVcpz) de méme qu’entre le VIH-2 et le SIV des singes
mangabey (SIVsm) (Holmes, 2001). Il a été avancé que le SIV existe depuis plus de 32000 ans
(Worobey et al,, 2010), et s’est transmis a I’étre humain vers les années 1900 (Hemelaar, 2012),
lors de contacts avec des produits sanguins générés lors de 'abattage de singes et/ou suite a des

morsures.

De nos jours, selon les estimations de 'ONUSIDA, 34 millions de personnes vivent avec le VIH-1
dont 2.5 millions d’enfants (moins de 15 ans), la majorité vivant en Afrique subsaharienne avec
22.9 millions dont 2.3 millions d’enfants (World AIDS Day Report 2011) (figure 1). Chaque année
1.8 millions de personnes meurent du SIDA, ce qui porte le nombre de décés total depuis le
début de I'épidémie a environ 30 millions de personnes. En 2001, les chiffres étaient de 28.6
millions de personnes infectées dont 2 millions d’enfants, montrant que la pandémie continue de
se propager. Une diminution du nombre de nouvelles infections est observée avec 3.1 millions
de nouveaux cas en 2001 contre 2.6 millions aujourd’hui, néanmoins le nombre de personnes

vivant avec le VIH augmente car 'accés aux traitements prolonge I'espérance de vie.
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Figure 1 : Prévalence et nombre de personnes infectées et décés dans le monde par le VIH en 2009.
Le taux de prévalence est calculé comme le nombre d’adultes (15-49 ans) vivant avec le VIH divisé
par la population des 15-49 ans. (Source ONUSIDA).

2 ... Un virus dans le corps

2.1 Structure de la particule virale du VIH-1

Appartenant aux virus de la famille des Retroviridae, le VIH est un virus enveloppé de 90 a 120
nm de diameétre. L'enveloppe d’origine cellulaire est une bicouche lipidique comportant des
spicules formés de triméres des glycoprotéines de surface (gp120, SU) et transmembranaire
(gp41, TM) (Zhu et al., 2006), ainsi que plusieurs protéines humaines provenant de la cellule
dont le virus a bourgeonné (Stoiber et al., 2008). Sous cette enveloppe se trouve une couche de
protéine de matrice (MA, p17) et la protéase virale (PR, p10). Enfin, la protéine de capside (CA,
p24) forme une structure conique renfermant le matériel génétique du virus constitué de deux
molécules d’ARN de polarité positive identiques recouvertes par la protéine de nucléocapside
(NC, p7), la transcriptase inverse (RT, p51/p66) et I'intégrase (IN, p32) (Briggs and Krausslich,
2011) (figure 2).
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Figure 2 : Structure de la particule virale du VIH-1.
(source NIH (National Institute of Health))

2.2 Génome du VIH-1

Le génome du VIH-1 est un ARN de polarité positive d’environ 9200 nucléotides possédant aux
extrémités une séquence répétée R qui est flanquée d'une région unique dite U5 pour I'extrémité
5’ et U3 pour 'extrémité 3’ (Frankel and Young, 1998). Le génome porte les genes gag (pour
group-specific antigen), pol (pour polymerase) et env (pour envelope glycoprotein) trouvés
classiquement chez tous les rétrovirus, ainsi que des génes supplémentaires codant pour les
protéines régulatrices (tat, rev) et auxiliaires (nef, vif, vpr et vpu), caractéristiques des virus du
genre Lentivirus dont le VIH fait partie. Le gene gag code pour un précurseur polyprotéique
nommé Pr55g¢ qui, apres clivage par la protéase virale, donne naissance aux protéines
structurales MA, CA, NC et p6. Les enzymes codées par le géne pol sont initialement synthétisée
sous la forme d'une polyprotéine, Pr160sasrol, qui résulte d'un décalage du cadre de lecture lors
de la traduction de Pr55s%. Les enzymes PR, RT et IN sont clivées par la protéase virale PR. Les
glycoprotéines d’enveloppe sont aussi synthétisées sous forme d'un précurseur polyprotéique
appelé gp160. A la différence de Pr55s et de Pr160sasrol, la gp160 est clivée par une protéase
cellulaire, la furine, générant les glycoprotéines d’enveloppe gp120 et gp41l (Freed, 2001).
L’organisation génomique et les principales fonctions des protéines du VIH-1 sont représentées

sur la figure 3.
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Figure 3 : Structure génomique du provirus du VIH-1 et fonctions des protéines issues de

I’expression de ce génome.

(modifiée d’aprés Greene et al, 2002)

2.3 Cycle réplicatif du VIH-1

Le cycle réplicatif du VIH-1 est résumé sur la figure 4.



Introduction

— - Fusion
P -
Attachement H‘f 4‘

corecepteur
Reécepteur C0O4 J;' 4

%‘ Décapsidation

K

-

aT Transcription
inverse

Traduction
AR UE w— Traduction
-,_'.' Nef-" i —
AL A
3y ‘ s G5ag ¢ «“Gog-Pol
~ & gpl160
. Dégradationdu « '

CD4 . gpi20/gpal

Bourgeonnement

Figure 4 : Cycle réplicatif du VIH-1.
(modifiée d’aprés Turner et al, 1999)

2.3.1 Etape précoce. De I'entrée du virus a I'intégration de son génome.

L’entrée du VIH-1 dans la cellule cible se fait par l'intermédiaire des hétérotrimeres de
glycoprotéines gp120 et gp41 présents a la surface du virus. La gp120 se lie en premier au
récepteur primaire du VIH-1, le CD4 (Dalgleish et al, 1984; Klatzmann et al, 1984). Une
modification conformationnelle de la gp120 se produit lui permettant de se lier au corécepteur.
Les corécepteurs identifiés font partie de la famille des récepteurs aux chimiokines. Les deux
principaux corécepteurs du VIH sont le CCR5 (Deng et al., 1996) et le CXCR4 (Feng et al.,, 1996),
bien que d’autres permettent 'entrée du virus tel que le CCR3 (Scarlatti et al., 1997). Certains
isolats de virus se répliquent plus efficacement dans des cellules exprimant le CCR5 comme les
lymphocytes T CD4 mémoires primaires, les macrophages ou les cellules dendritiques, et sont

qualifiés de virus de tropisme R5. Les virus de tropisme X4 se répliquent plus efficacement dans
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les cellules exprimant le CXCR4 comme les lymphocytes T CD4 primaires et les lignées de
lymphocytes T CD4. Chez certains patients, des virus possédant les deux tropismes a la fois
(R5X4 ou dual-tropic) peuvent apparaitre au cours de la maladie. L'interaction séquentielle
entre la gp120, le CD4 et le corécepteur provoque un changement de conformation de la gp41 lui

permettant d’initier la fusion des membranes du virus et de la cellule (Checkley et al., 2011).

Les événements survenant apres la fusion restent encore la partie la moins comprise dans le
cycle du virus, principalement en ce qui concerne le déroulement de la décapsidation et son
importance dans la transcription inverse et le transport vers le noyau (Arhel, 2010). Néanmoins
apres la fusion, un complexe de retro-transcription se forme, contenant le génome diploide
d’ARN, les protéines RT, IN, MA, NC et Vpr. La RT du virus possede une faible affinité pour la
matrice ARN ayant pour conséquence une dissociation fréquente entre ’enzyme et la matrice. En
présence de deux molécules d’ARN viral génétiquement non identique, des changements de
matrice entrainent la formation d'un ADN recombinant dérivant des deux ARN parents. Associé
au taux de mutation élevé de la RT (3x10-5 mutations par base et par cycle), cette recombinaison
génere rapidement une forte hétérogénéité dans la séquence génétique de la population de VIH
(dénommée « quasi-especes »). Ce phénomeéne est a l'origine de la diversité des souches
retrouvées sur la planéte, et, chez l'individu infecté, va permettre au virus d’échapper a la
réponse immunitaire et de développer des résistances aux traitements anti-retroviraux (Freed,
2001). La retro-transcription achevée, 'ensemble ADN, IN, MA, Vpr et RT forment le complexe
de pré-intégration (PIC) qui va entrer dans le noyau de la cellule grace aux protéines IN, MA et
vpr. L'intégrase clive alors quelques nucléotides aux deux extrémités 3’ de 'ADN linéaire et
intégre a '’ADN cellulaire le matériel génétique viral qui porte alors le nom de provirus (Greene

and Peterlin, 2002).

2.3.2 Etape tardive. De 'expression du génome au bourgeonnement du

virus.

Le provirus se comporte comme n’importe quel géne humain : la séquence LTR en 5’ contient
des séquences enhancers capables de recruter des facteurs tels que NF-kB, des séquences
promotrices comme la TATA-box. Ces éléments permettent de positionner '’ARN polymerase II
pour initier la transcription. La transcription du génome viral reste tout de méme tres peu
efficace dii a la présence, en 3’ de l'initiateur, d’'une séquence de régulation appelée TAR
(transactivation response). La liaison de la protéine virale Tat a cette séquence permettra de
recruter différents facteurs stimulant la transcription des genes du VIH (Peterlin and Trono,
2003). Cependant, la majorité des ARNm cellulaires sont épissés avant de pouvoir sortir du

noyau, ce qui pose un probleme pour I’export de ’ARN viral complet non-épissé qui constitue a
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la fois le génome des futurs virions et la séquence codante pour les genes de structure (Pr55s2)
et d’enzymes (Pr160sarol). L'accumulation progressive de la protéine Rev va permettre de
surmonter cet obstacle. En effet, Rev se lie a une structure complexe en tige-boucle de 'ARN
viral appelé RRE (Rev response element), et la séquence riche en leucine de Rev entraine

I'export du complexe Rev-ARN vers le cytoplasme (Greene and Peterlin, 2002).

La polyprotéine précurseur de l'enveloppe gpl60 est produite au niveau du réticulum
endoplasmique ou elle s’oligomérise pour former une structure trimérique. La glycosylation de
la gp160 se fait dans le réticulum endoplasmique et dans I'appareil de Golgi au cours de son
transport vers la membrane plasmique. Pendant son passage dans I'appareil de Golgi, la furine
(protéase cellulaire) clive la gp160 pour générer I'hétérotrimere de gp120 et gp41 (Checkley et
al, 2011). D’autre part, les ARNm codant pour les polyprotéines Pr55s& et Pr160sasrel sont
traduit dans le cytoplasme. L'extrémité N-terminale du domaine MA des polyprotéines subissent
une myristylation leur permettant de se fixer a la membrane plasmique ou elles interagissent
avec la partie intracellulaire de la gp41 (Turner and Summers, 1999). Le dimére d’ARN viral va
se fixer a la partie NC de Pr55s2, et certaines protéines accessoires (comme Vpr, Vif ou Nef) sont
incorporées a la particule virale bourgeonnante. Pour pouvoir devenir infectieuse, la particule
virale ainsi produite doit nécessairement subir la maturation ou PR clive I'ensemble des
polyprotéines Pr55ga et Pr160sasrol, amenant a la structure définitive de la particule virale
(figure 1). Une particule virale mature d’isolat primaire du VIH-1 porte a sa surface environ 14

spicules d’enveloppe (Zhu et al.,, 2006).

Ainsi, chez un individu infecté, le nombre de particules virales produites chaque jour s’éleve a
10° (Ho et al,, 1995), dont 0,1 % sont considérées comme infectieuses, soit 107 chaque jour. Les
traitements actuellement disponibles contre le VIH font diminuer cette production virale
quotidienne en s’attaquant a différentes étapes du cycle réplicatif du virus via des inhibiteurs de

fusion, des inhibiteurs de la transcriptase inverse, et des inhibiteurs de la protéase.

2.4 La physiopathologie du VIH

La chronologie de I'infection par le VIH suit une évolution en trois phases distinctes : la phase
aiglie (ou primo-infection), la phase asymptomatique (ou phase de latence clinique) et la phase

SIDA (figure 5).
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Figure 5 : Physiopathologie de I'infection par le VIH-1.
La virémie, le taux de lymphocytes T CD4 plasmatiques, I’activation immunitaire et |'apparition des
différents anticorps dirigés contre I'enveloppe virale sont représentés au cours des trois phases de
I’évolution de I'infection par le VIH-1.

2.4.1 Transmission du VIH et phase aigiie

La transmission sexuelle du VIH suite a 'exposition des muqueuses a du virus libre ou associé a
des cellules représente la principale voie de contamination par le VIH (plus de 80 % des
transmissions chez I'adulte, Global Report UNAIDS). Les voies moins fréquentes, qui ne seront
pas détaillées par la suite, incluent la transmission lors d’injection de drogue, I'exposition a du

sang ou des produits sanguins via la transfusion, et 'exposition au VIH du feetus ou nouveau-né

par la mére infectée.
La difficulté d’identifier les personnes infectées rapidement apres leur exposition est un frein

dans I'étude des événements précoces de la transmission du VIH au niveau des muqueuses. La
compréhension de ce processus provient en large partie des études menées sur le modele
d’infection par le SIV (Haase, 2005) et sur les études épidémiologiques et les modeéles ex vivo
chez I'étre humain (Hladik and McElrath, 2008). Les premiers modeéles ex vivo basés sur des
cocultures de cellules présentes au site d’entrée, comme les cellules de Langerhans (LC), les
cellules dendritiques (DC) ou les macrophages, ont démontré que I'infection productive survient
a la suite de contacts rapprochés avec les lymphocytes T CD4 cibles (Pope and Haase, 2003)
(figure 6). L’étude d’explant de tissu vaginal humain a montré que le VIH peut infecter les LC ou
se fixer a leur surface et étre protégé afin de traverser I'épithélium et ainsi former des complexes

avec les lymphocytes T CD4 (Hladik et al., 2007) (figure 6). Ces phénomeénes sont résumés par
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un modeéle de synapse virologique (voir 2.1 ci-dessous) ou la proximité, 'attachement du virus a
des molécules comme les lectines et les endosomes protecteurs a I'intérieur des LC et DC aident
le VIH a établir une infection productive (Arthos et al., 2008; Piguet and Steinman, 2007; Wu and
KewalRamani, 2006). Les études chez le macaque ont permis de montrer que le SIV se réplique
dans une population de lymphocytes T CD4 partiellement activés, moins d'une semaine aprés
exposition, et qu’ensuite le SIV se propage localement dans une population plus susceptible de
lymphocytes T CD4 activés (Li et al, 2005; Zhang, 1999). Le virus migre alors rapidement,
probablement par les ganglions lymphatiques drainants, vers les GALT (acronyme anglais de
tissus lymphoides associés aux muqueuses de l'intestin) ou il induit une déplétion massive des
lymphocytes T CD4 mémoires aussi bien dans le modele animal (Li et al., 2005; Mattapallil et al,,

2005) que chez I'étre humain (Brenchley, 2004; Mehandru, 2004).
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Figure 6 : Voies de transmission du VIH-1 au niveau des muqueuses sexuelles.
(A) Les particules virales ou les cellules infectées transmises entrent en contact avec les cellules
épithéliales et/ou les cellules de Langerhans résidentes. (B) Les lymphocytes T CD4 résidents dans
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I’épithélium peuvent étre infectés par le VIH-1. (C) Les éventuelles breches ou lésions dans
I’épithélium peuvent permettre aux particules virales ou aux cellules infectées d’atteindre la lamina
propria. (D) Le VIH-1 peut passer entre les cellules épithéliales ou a travers les cellules épithéliales via
la transcytose. (E) Les cellules résidentes de la lamina propria (DC, macrophages, lymphocytes T CD4
mémoire) peuvent étre infectées par le VIH-1 et des phénomenes de transfert du virus de cellule a
cellule peuvent survenir. (F) La migration des cellules infectées vers les tissus lymphoides va

permettre |'établissement de I'infection. (modifiée d’apres Hladik et al, 2008).

Actuellement, plusieurs groupes se penchent sur la nature du virus transmis lors de l'infection. Il
a ainsi pu étre démontré que le virus transmis était, dans la majorité des cas, un virus
fondateur unique (ou cellule infectée « fondatrice ») (Keele et al., 2008). La premiere signature
phénotypique mise en avant pour distinguer ce virus fondateur des autres a été la faible
glycosylation de sa gp120 (Derdeyn, 2004) et l'utilisation du corécepteur CCR5 (tropisme R5)
pour établir l'infection (Liu et al, 1996). Le tropisme R5 du virus fondateur repose tres
probablement sur 'expression du CCR5 a la surface des lymphocytes T CD4 mémoires présents
dans le GALT, favorisant ainsi sa réplication (Brenchley, 2004; Mehandru, 2004). En paralléle,
d’autres études suggerent que la déplétion massive des lymphocytes T CD4 au niveau des GALT
serait liée a la capacité de la gp120 a se fixer a I'intégrine a47 (Arthos et al., 2008; Cicala et al.,
2009), qui constitue un facteur permettant la relocalisation des lymphocytes T CD4 au niveau
des GALT. Enfin, une étude récente a montré que supprimer la glycosylation sur la gp120 accroit
sa capacité a se fixer a I'intégrine a47, et que la gp120 d’un virus fondateur est plus a méme de
se fixer a I'intégrine a437 que la gp120 d’isolats chroniques (Nawaz et al., 2011). Néanmoins le
faible nombre de gp120 de virus fondateurs étudiés ne permet pas d’estimer 'importance de la
fixation a l'intégrine a4f7 dans les phénomenes précoces de la transmission du virus, ni a quel

moment de la transmission cette fixation jouerait un réle.

Toutefois, méme si des variations existent selon la voie d’exposition au VIH (Hladik and
McElrath, 2008), I'apparition de marqueurs viraux et hotes sont généralement uniformes en
ordre et en temps (Fiebig et al, 2003). Immédiatement apres I'exposition et la transmission,
comme le VIH se réplique localement, le virus ne se détecte pas dans le plasma; cette phase,
appelée éclipse, dure environ 10 jours (Fiebig et al., 2003; Keele et al., 2008). Le VIH se réplique
tres fortement en I'absence de réponse immunitaire, et la virémie atteint un pic autour de trois a
quatre semaines post-exposition et décline spontanément pour les mois a venir jusqu’a se
stabiliser a une charge virale a I'équilibre (également nommé « set point ») (Fiebig et al., 2003).
La phase ascendante de ce pic de virémie est due a la réplication intensive du virus fondateur,
qui ne diverge que lorsque survient la réponse immunitaire cellulaire (Goonetilleke et al., 2009;
Salazar-Gonzalez et al., 2009). En effet, la réponse T CD8 est détectée quelques jours avant le pic

de virémie (McMichael et al., 2009), et provoque I'apparition de mutations dans les épitopes
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reconnus par ces lymphocytes T CD8 (Salazar-Gonzalez et al., 2009). Le virus va modifier sa
séquence en acides aminés en I'espace de 10 a 21 jours (Goonetilleke et al., 2009). L’activité
cytotoxique dirigée contre les premiers épitopes va permettre de tuer les cellules infectées
produisant du virus et participe a la diminution de la virémie jusqu’a la charge virale a
I’équilibre (McMichael et al., 2009). De son c6té, la réponse humorale initiale ne permet pas
d’obtenir d’anticorps neutralisants, et ceux-ci ne participent donc pas a la pression de sélection
(Tomaras et al., 2008). Bien que le virus fondateur soit caractérisé par une faible glycosylation
de son enveloppe et une sensibilité accrue a la neutralisation (Derdeyn, 2004), il faut attendre
environ 12 semaines apres la transmission pour que des anticorps neutralisants apparaissent.
Cependant, cette réponse est trop faible, trop tardive, puisque le virus fondateur sensible a ces
anticorps est déja remplacé par des virus mutés et résistants a ces anticorps (Richman, 2003;
Wei et al, 2003). L'enveloppe de ces virus résistants est généralement plus glycosylée,
constituant un bouclier glycannique qui préviendrait la fixation de ces anticorps neutralisants
(Wei et al,, 2003). De plus, l'infection aigiie par le VIH affecte profondément les lymphocytes B
des tissus et du sang. Le VIH-1 induit un changement de classe précoce chez les clones B et est
associé a une augmentation du nombre de lymphocytes B mémoires et de plasmocytes en méme
temps qu’une diminution du nombre de lymphocytes B naifs. Au niveau des GALT, ou le VIH se
réplique fortement pendant la phase aigiie, le VIH induit la lyse des B folliculaires, une apoptose
massive des B et la perte de 50 % des centres germinatifs dans les 80 premiers jours apres
I'infection (McMichael et al,, 2009). La perte précoce de ces centres germinatifs entraverait la
génération rapide d’'une réponse humorale de haute affinité contre le VIH et ménerait au délai

observé dans la fabrication d’anticorps neutralisants autologues.

Cette phase aigué de l'infection est accompagnée d’une faible diminution de la concentration en
lymphocytes T CD4 dans le sang qui n’est que le mince reflet de la déplétion massive en
lymphocytes T CD4 mémoire CCR5* présents dans les GALT. Cette diminution s’inverse ensuite,
pendant que la virémie diminue, mais la concentration plasmatique en lymphocytes T CD4 ne
retournera jamais a sa valeur initiale, avant I'infection (Grossman et al., 2006). Les lymphocytes

T CD4 vont alors décroitre lentement, marquant le début de la phase asymptomatique.

2.4.2 Phase asymptomatique et phase SIDA

La phase asymptomatique est caractérisée par une virémie stable issue de la réplication
chronique du VIH au sein de réservoirs. Les réservoirs du VIH désignent a la fois les tissus
lymphoides dans lesquels le virus s’est disséminé pendant la phase aigiie, et les cellules infectées
répliquant fortement le virus ou au contraire portant un virus latent. Dans le premier cas, les

tissus lymphoides fournissent au VIH une grande quantité de cellules cibles (lymphocytes T CD4,
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macrophages, cellules dendritiques), une propagation cellule a cellule facilitée par les contacts et
une résistance a la pénétration des traitements. Dans le second cas, le VIH peut infecter des
lymphocytes T CD4 au repos et, a la condition qu’ils s’activent, aboutir trés rarement a une
infection productive, suivie d'un retour a I'état de repos. Méme en présence d'une thérapie
antirétrovirale (ART), ces lymphocytes T CD4 au repos infectés de maniére latente persistent
longtemps dans l'individu et peuvent se réactiver pour produire du virus, maintenant ainsi une

réplication virale continue faible qui constitue le réservoir viral (Moir et al., 2011).

En ciblant les lymphocytes T CD4, le VIH dérégule et détruit un constituant majeur de la réponse
immunitaire. Mais le VIH induit également des dysfonctions chez les lymphocytes T CDS,
lymphocytes B et autres cellules via des mécanismes tels que 'augmentation du renouvellement
cellulaires, I'activation, la différenciation et les réponses homéostatiques. Ensemble, ces facteurs
menent a des changements qualitatifs dans chaque population cellulaire de 'immunité affectant
entierement les capacités de réponses immunologiques. Dans le modéle d’infection non-
pathogéne par le SIV, la déplétion précoce des lymphocytes T CD4 dans le GALT est également
observée, mais la reconstitution de cette population au cours de la phase asymptomatique est
généralement totale, a la différence du VIH ou du modele d’infection pathogéne par le SIV. La
perte de cette intégrité cellulaire dans les muqueuses a été associée a la translocation de
produits microbiens depuis la lumiére de lintestin dans la circulation, contribuant a une
activation immunitaire systémique induite par le VIH. Les premiéres études menées sur les
patients infectés ont également montré la destruction des tissus lymphoides en causant des
hyperplasies des follicules et centres germinatifs. Bien que les conséquences immunologiques
exactes de ces changements tissulaires induits par le VIH ne soient pas élucidées, leur apparition
a tres probablement un impact sur I'induction d’une réponse immunitaire cellulaire et humorale

efficace, par exemple en interrompant un trafic lymphocytaire normal (Grossman et al., 2006).

Puisque les populations de lymphocytes T CD8, lymphocytes B ou cellules NK (Natural Killer)
subissent un renouvellement accru concomitant avec la virémie du VIH, I'idée que 'activation
immunitaire, plut6t qu'une homéostasie spécifique des lymphocytes T CD4, est a 'origine de ce
renouvellement soutenu est souvent avancée (Grossman et al., 2006). En effet, un traitement
ART permet de réduire le renouvellement des lymphocytes T CD4 et T CD8, et des changements
similaires se produiraient pour les lymphocytes B et les cellules NK dans le modeéle d’infection
par le SIV (Moir et al, 2011). Toutefois, si le taux de renouvellement est augmenté pour les
lymphocytes T CD4 et T CD8, le nombre de T CD8 augmente pendant la phase asymptomatique,
alors que le nombre de lymphocytes T CD4 diminue, probablement parce que ces derniers sont
détruits suite a leur infection (Grossman et al.,, 2006; Moir et al., 2011). Le traitement ART va

permettre de restaurer le nombre de lymphocytes T CD4, et de diminuer la stimulation des
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lymphocytes T CD8 (Moir et al., 2011), alors que la réplication virale a toujours lieu a un faible
niveau. Ainsi, les changements de dynamique de la population de lymphocytes T CD4 induits par
le VIH semblent étre du a des effets indirects de la réplication virale (Grossman et al., 2006), qui
meneront progressivement a la perte de la capacité de régénération des lymphocytes T CD4. De
plus, la qualité de la réponse immunitaire mise en place par ces cellules s’avere étre importante
puisque une réponse de moindre qualité de la part des lymphocytes T CD8 est associée avec une
activité cytolytique réduite et une diminution de la polyfonctionnalité de ces cellules. De méme,
chez les patients sous ART, les lymphocytes T CD4 produisent de l'interleukine (IL)-2 et de
I'interféron (IFN)-y, alors que chez les patients non traités, ils ne produisent que de I'lFN-y (Moir

etal,, 2011).

La perte de la capacité de régénération des lymphocytes T CD4 va entrainer une diminution
progressive de leur nombre au cours de la phase asymptomatique, puis, lorsque la concentration
plasmatique passe sous 200 cellules/pL, cette diminution s’accélere marquant le début de la
phase SIDA. L'infection aiglie et chronique est caractérisée par un virus de tropisme R5, puis en
fin de maladie, le tropisme du virus change pour un tropisme R5/X4 ou X4. En effet, 'analyse
génétique de la quasi-espéce de VIH chez des patients en phase asymptomatique mort d'une
cause non liée a la maladie n’a pas révélé la présence de virus de tropisme X4 (Weber, 2001).
Pourtant le changement de tropisme peut s’opérer par la mutation de deux acides aminés sur la
gp120, et étant donné la forte variabilité génétique du VIH, ce changement de tropisme devrait
survenir té6t dans la maladie. L’hypothese généralement avancée est une plus grande
susceptibilité du virus de tropisme X4 a la réponse immunitaire cellulaire. La diminution
progressive des lymphocytes T CD4 entraine une diminution de la stimulation et la coordination
de la réponse immunitaire adaptative, supprimant la pression de la réponse cytotoxique, offrant
alors une opportunité pour le virus de changer de tropisme. Le VIH de tropisme CXCR4 cible et
tue les lymphocytes T CD4 naifs et centraux mémoires, augmentant de fagon substantielle la
quantité de cible pour le virus que représentait les cellules exprimant le CCR5 (lymphocytes T
CD4 activés, macrophages et DC). Dés lors, le VIH se multiplie intensément expliquant

I'accélération de la perte des lymphocytes T CD4 (Weber, 2001).

Finalement, le systeme immunitaire échoue lorsque il devient incapable de maintenir un taux de
lymphocytes T effecteurs au-dessus du seuil nécessaire pour résister efficacement aux
pathogénes (Grossman et al., 2006). L’'individu infecté par le VIH va contracter des maladies

opportunistes d’origine bactériennes, fongiques, parasitaires ou virales, conduisant a la mort.
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2.4.3 Cas particuliers de I’évolution de la maladie

Les facteurs hotes et viraux influencent 1'évolution naturelle de l'infection par le VIH-1 et la
progression vers la maladie, comme mis en évidence par les études sur des patients
fréquemment exposés au VIH mais non infectés (ou Highly Exposed, Persistently Seronegative,
HEPS), ou des patients infectés progressant trés lentement vers la maladie en absence de
traitement (ou Long Term Non Progressor, LTNP). Chez les LTNP, le nombre de lymphocytes T
CD4 reste stable et la virémie est souvent faible. Dans ce groupe, un sous-groupe de patients
ayant une virémie indétectable (inférieure a 50 copies ARN/mL) sont appelés des contréleurs
élites (ou simplement élites ou HIC) (Piacentini et al., 2009). Les LTNP représentent 5 a 15 %
des individus infectés par le VIH, et bien que les études soient peu nombreuses, il est admis que
les élites comptent pour moins de 1 % des individus infectés (Deeks and Walker, 2007). En dépit
des corrélats existants entre les facteurs hoétes et I'absence d’infection ou le controle de

I'infection, les mécanismes immunitaires mis en jeu ne sont pas totalement connus.

2.4.3.1 Polymorphisme du CCR5

Certains individus exposés mais non infectés sont homozygotes pour une délétion de 32 paires
de bases dans le géne codant pour le CCR5 (A32-CCR5) (Liu et al., 1996). Le CCR5 tronqué n’est
pas transporté a la surface des cellules et rend quasi-impossible 'infection de ces cellules par le
VIH-1. De plus, les individus hétérozygotes pour cette mutation s’averent étre infectés mais
progressent plus lentement vers la maladie puisque la présence réduite de CCR5 fonctionnel
rend l'entrée du virus plus difficile et donc diminue la réplication virale (Deeks and Walker,
2007). Par ailleurs, d’autres mutations affectant la structure de CCR5 ont été mises en évidence,
ainsi que des variations d’haplotypes conduisant a une régulation transcriptionnelle du gene
CCRS5 différente, dont certaines sont en faveur d’'une progression rapide vers le SIDA comme

I’haplotype CCR5P1 ou la mutation intronique 59029-A/A (Piacentini et al., 2009).

2.4.3.2 Ligand des corécepteurs

Etant donné lI'importance des corécepteurs dans l'entrée du VIH, plusieurs études se sont
portées sur le role de leurs ligands sur l'infection. Les ligands du CCR5 (RANTES/CCL5, MIP-
1a/CCL3, MIP-13/CCL4) sont capables d’'inhiber toute réplication du VIH. Chez certains patients
HEPS et LTNP, les taux de RANTES (CCL5) se sont avérés trés élevés, suggérant que cette
chimiokine prévient ou limite I'infection par le VIH (Piacentini et al., 2009). La chimiokine MIP-
la (CCL3) est considérée comme étant particulierement efficace dans I'inhibition du VIH (Deeks
and Walker, 2007). Les génes CCL3, CCL4 et CCL5 proviennent d’'une duplication d’'un gene
ancestral et il existe un nombre variable de copies non alléliques chez I'étre humain, ce qui peut

amener a une surproduction de ces protéines. Dans les cas présentant un nombre de copies du
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géne CCL3 supérieurs a la médiane de la population, I'induction de I'internalisation du récepteur
suite a la liaison de la chimiokine serait augmentée, réduisant la disponibilité du CCR5 pour le
VIH (Piacentini et al., 2009). Le corécepteur CXCR4 a pour ligand naturel le SDF-1 (Stromal
Derived Factor-1), retrouvé en grande quantité au niveau des muqueuses. Ainsi, le VIH de
tropisme X4 aurait plus de difficulté a fixer son corécepteur au moment de la transmission et sa
réplication serait bloquée (Agace et al., 2000). De plus, le CXCR4 jouant un réle important dans
les étapes avancées de la maladie suite au changement vers un tropisme X4, il a été suggéré, sans
pouvoir étre confirmé, qu'un variant du gene SDF-1 maintenant une production soutenue de
SDF-1, conférerait aux individus homozygotes un délai dans I'apparition du SIDA (Piacentini et

al,, 2009).

2.4.3.3 Polymorphisme des genes HLA

Les génes du HLA (Human Leukocyte Antigen) codent pour des protéines de surfaces
responsables de la présentation antigénique aux lymphocytes T. Certains genes du HLA de classe
I, en particulier HLA-B ont été associés au contréle du VIH. En effet, les alleles HLA-B5701
(fréquent dans les populations d’Europe et d’Amérique du Nord), HLA-B5703 (équivalent du
précédent dans les populations d’Afrique), et HLA-B2705 sont plus fortement représentés chez
les controleurs du VIH comparé aux non contréleurs (Deeks and Walker, 2007; Moir et al,,
2011). Les protéines du HLA sont également reconnues par les cellules NK, et une série d’études
a montré que les individus exprimant a la fois le récepteur KIR3DS1 (un récepteur régulateur a
la surface des NK) et le HLA-Bw4-081 (une famille d’allele HLA se fixant au KIR3DS1) ont une
charge virale a I'équilibre plus faible et un moindre risque de progresser vers le SIDA (Deeks and

Walker, 2007).

2.4.3.4 Facteurs de restriction cellulaire

La réplication du VIH et d’autres rétrovirus peut étre restreinte au niveau intracellulaire par des
facteurs hotes, tel qu’APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA-editing complex 3G). APOBEC3G est
une enzyme encapsidée lors du bourgeonnement de la particule virale et, suite a I'entrée dans
une nouvelle cellule cible, catalyse des mutations dG vers dA dans I’ADN proviral naissant. La
protéine accessoire Vif du VIH-1 diminue fortement l'activit¢ d’APOBEC3G en séquestrant
I'enzyme dans le cytoplasme et provoquant sa dégradation par le protéasome (Strebel et al,
2009). L’analyse génétique de variant d’APOBEC3G n’a pas permis de mettre en évidence de
résistance, au contraire, chez les afro-américains, un allele du géne est associé a une diminution
accélérée du nombre de lymphocytes T CD4 et a progression plus rapide vers la maladie
(Piacentini et al., 2009). En revanche le niveau basal d’expression d’APOBEC3G serait plus élevé

dans les PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell) de certains HEPS, et la synthese d’APOBEC3G
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en réponse a I'[FN-a serait plus forte. La cinétique d’infection de ces cellules in vitro est ralentie,
ce qui pourrait expliquer une réplication limitée du HIV chez ces individus (Piacentini et al.,

2009).
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Chapitre 2 La neutralisation du VIH-1

Actuellement aucun traitement ne permet de guérir 'infection par le VIH, seuls des traitements
réduisant la charge virale et prolongeant 'espérance de vie des patients sont disponibles, c’est
pourquoi la recherche se concentre sur le vaccin prophylactique contre le VIH. Pour la majorité
des vaccins disponibles ayant démontré leur efficacité, la présence d’anticorps neutralisants
(AcN) est le meilleur corrélat de protection (par exemple pour le virus de la vaccine, de la
poliomyélite, ou de la rougeole) (Amanna et al, 2008; Plotkin, 2010). In vivo, la réponse
humorale contre le VIH-1 est dirigée contre plusieurs protéines virales, néanmoins les AcN sont

avant tout dirigés contre le spicule du virus, c'est-a-dire la gp120 (SU) et la gp41 (TM).

1  Mécanismes d’action des anticorps

a. Neutralisation b. Lyse du c. Opsonisation & A d. ADCC
complément Phagocytose ’/-»'—‘ A
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Figure 7 : Mécanismes d’action des anticorps neutralisants et non-neutralisants sur I'infection par
le VIH-1.
(modifiée d’aprés Huber et al, 2007)
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Toutefois, méme si la neutralisation du VIH-1 s’avére étre un composant important de la réponse
humorale, I'anticorps n’est pas réduit uniquement a une activité neutralisante. L’Ac est une

protéine aux fonctions multiples agissant au sein de la réponse immunitaire (figure 7).

1.1 La neutralisation

La neutralisation a été définie comme « la perte d’infectivité qui survient lorsque un ou plusieurs
anticorps se fixe sur une particule virale, et qui se produit habituellement sans la participation
d’aucun autre agent», tels que le complément ou la fixation au récepteur du fragment Fc
(Fragment cristallisable) (RFc) de I'anticorps (Burton, 2002). La neutralisation requiert, au
minimum, l'interaction entre le paratope situé au niveau du fragment Fab (Fragment antigen
binding) de 'anticorps avec I’épitope présent sur le virus (figure 7a). La neutralisation est un
processus qui n’est que partiellement compris, mais il est admis que le recouvrement du virus
par les anticorps est nécessaire et suffisant pour obtenir la neutralisation de la particule virale,
et que ce recouvrement empéche la particule virale de se fixer sur sa cellule cible, un effet
suffisant mais pas nécessaire pour la neutralisation. En d’autres termes, I'anticorps peut inhiber
des événements survenant apres I'attachement comme la fixation au corécepteur ou la fusion du

virus (Klasse and Sattentau, 2002).

1.2 Le systeme du complément

Le systéme du complément, composé de plusieurs protéines, est un élément clé de la réponse
immunitaire innée, également capable de faire le lien entre la réponse innée et adaptative. En
effet, le complément peut s’activer suite a la reconnaissance d’'un pathogéne (voie alterne et voie
des lectines) ou suite a la reconnaissance d'un anticorps fixé a la surface d’'un pathogene ou
d’une cellule infectée. La voie classique, la voie des lectines et la voie alterne convergent toutes
vers la formation du complexe d’attaque membranaire qui provoque la lyse du pathogéne ou de
la cellule infectée (Blue, 2004). En plus de son activité de lyse, le complément posséde des
propriétés d’opsonisation déclenchant la phagocytose et des propriétés de chimiotactisme
(Huber and Trkola, 2007) (figure 7b et 7c). Bien que la voie classique du complément joue un
role important dans la lyse du VIH-1 durant l'infection, certaines études montrent que cette
activité est faible pour le VIH-1 comparée a d’autres virus. De plus, le complément pourrait jouer
un réle néfaste en favorisant I'infection des cellules attirées par chimiotactisme telles que les DC,
les macrophages ou les lymphocytes T (Blue, 2004; Huber and Trkola, 2007; Stoiber et al., 2008).
Lors du bourgeonnement du VIH-1, des protéines cellulaires impliquées dans la régulation du
complément comme le CD46 (MCP, Membrane Cofactor Protein) ou CD55 (DAF, complément
Decay-Accelerating Factor) sont incorporées dans I'enveloppe de la particule virale, permettant

au VIH-1 d’échapper au complément (Stoiber et al., 2008).
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1.3 Mécanismes liés aux récepteurs Fc des immunoglobulines G

Les récepteurs pour le segment Fc (RFc) des immunoglobulines G (IgG) ou RFcy sont présents a
la surface de diverses cellules du systeme immunitaire, telles que les neutrophiles, les
macrophages, les cellules dendritiques ou les cellules NK, mais absent de la majorité des
lymphocytes T. Il existe également un récepteur capable de fixer les IgG appelé RFc néonatal,
mais ce récepteur ne posséde pas les mémes fonctions que les RFcy «classiques », et par
conséquent ne sera pas détaillé par la suite. Chez I'étre humain, cinqg RFcy ont été identifiés :
RFcyl (CD64), RFcylla (CD32a), RFcyllb (CD32b), RFcyllla (CD16a), RFcylllb (CD16b, spécifique
des neutrophiles). Ces récepteurs se distinguent par leurs affinités pour les IgG (1 a 4) et les
signaux intracellulaires qu’ils déclenchent. Le RFcyllb est le seul qui transmette un signal
inhibiteur via un ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif). Les autres récepteurs,
excepté le RFcylllb ancré par le GPI, transmettent des signaux activateurs via un ITAM
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif). L'ITAM est présent dans le domaine
cytoplasmique du RFcylla, alors que les RFcyl et RFcyllla n’en possedent pas et doivent interagir
avec la chalne y commune du RFc, ou la chaine ¢ du CD3 (Nimmerjahn and Ravetch, 2008).
L’activité biologique des anticorps liée a l'interaction avec les RFc joue un réle dans la réponse
immunitaire contre le VIH-1 via I'inhibition de la réplication du virus par phagocytose, ADCC ou

ADCVI (voir ci-dessous).

1.3.1 Inhibition dépendante des RFc

Comme mentionné précédemment, la neutralisation est définie comme la capacité du segment
Fab de l'anticorps neutralisant a inhiber I'entrée du virus dans la cellule cible. Néanmoins,
I'inhibition de I'infection de cellules présentatrices d’antigenes (APC) par des AcN ne repose pas
seulement sur le Fab des AcN, et implique la fixation concomitante du Fab a la particule virale et
du Fc aux RFcy exprimés a la surface de ces cellules (Holl et al., 2004; Holl et al., 2006a; Holl et
al, 2006b; Peressin et al, 2011) (figure 7c). Ces études montrent que l'interaction entre le
segment Fc et le RFcy contribue a 'augmentation de I'activité neutralisante des anticorps sur les
macrophages (environ 1000 fois) et sur les cellules dendritiques (environ 100 fois) comparé a
'activité mesurée sur lymphocytes T CD4 n’exprimant pas les RFcy. L’inhibition observée sur les
macrophages repose principalement sur la participation du RFcyl (Holl et al., 2004), alors que
les RFcyll sont impliqués dans l'inhibition observée sur cellules dendritiques dérivées de
monocytes (MDDC) (Holl et al.,, 2006b) ou cellules de Langerhans (Peressin et al., 2011). De plus,
cette activité dépendante des RFcy est également observée avec certains anticorps non-
neutralisants, alors nommés anticorps non-neutralisants inhibiteurs (AcNNI) (Holl et al., 2006a;

Peressin et al., 2011). Certains AcNNI ont démontré une activité de méme ampleur que les AcN
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sur ces cellules exprimant les RFcy (Holl et al., 2006a). Ce mécanisme d’inhibition dépendant des

RFcy serait di a des processus d’endocytose du VIH-1 par les APC menant a sa dégradation.

1.3.2 L’ADCC

La cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps ou ADCC (Antibody Dependent
Cell-mediated Cytotoxicity) est un mécanisme combinant des composants de I'immunité innée et
adaptative. Les anticorps IgG fixés sur I'antigéne du pathogene présent a la surface de la cellule
infectée, sont reconnus via un RFc par une cellule effectrice de 'ADCC, généralement une cellule
NK. Cette interaction méne a la destruction de cette cellule par la libération de granules
cytotoxiques (granzymes et perforine), de chimiokines, d’oxyde nitrique ou de dérivés réactifs
de l'oxygene (figure 7d). Dans le cadre de l'infection par le VIH-1, des anticorps capables de
déclencher ’ADCC se développent chez la majorité des patients infectés et pourraient contribuer
a la diminution de la virémie lors de la phase aigiie (Huber and Trkola, 2007). En parallele, une
étude menée sur les contréleurs élite (virémie indétectable, voir 2.4.3 ci-dessus) a permis de
montrer que 'ADCC est significativement plus forte que chez les patients virémiques (Lambotte
et al., 2009). Les AcN et les anticorps non-neutralisants peuvent provoquer I’ADCC, permettant
une réaction contre les variants autologues et hétérologues du VIH-1. Cependant, les cellules
effectrices principales de ce mécanisme, les NK, voient leur activité étre détériorée a mesure que
la maladie progresse, limitant 'impact de '’ADCC dans le controle de l'infection (Huber and

Trkola, 2007).

1.3.3 L’ADCVI

L’ADCVI (Antibody-Dependent Cell-mediated Virus Inhibition) est similaire a I’ADCC puisqu’elle
résulte de linteraction de cellules cibles, d’anticorps, et de cellules exprimant le RFcy.
Néanmoins, '’ADCC se concentre sur la mortalité des cellules cibles, alors que 'ADCVI mesure
I'effet global, in vitro, des anticorps sur la réplication virale en présence de cellules effectrices.
Bien qu’une partie de 'ADCVI soit le reflet de I'’ADCC, des effets non-cytolytiques tels que
I'inhibition dépendante des RFcy ou la production de -chimiokines peuvent jouer un réle dans

I'inhibition du virus (Forthal and Moog, 2009).

2 Laréponse humorale dans l'infection par le VIH-1

La réponse humorale initiale se met en place vers la troisiéme semaine apres I'infection, sous la
forme d’anticorps dirigés contre la gp41, puis contre la gp120. Ces anticorps initiaux sont
incapables de neutraliser le virus et ne provoquent aucune pression de sélection sur le VIH
(Tomaras et al, 2008), probablement parce qu’ils sont dirigés contre des épitopes

immunodominants de formes dénaturées ou non-natives (monomeéres) de l'enveloppe.
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Toutefois, des études montrent que les sérums de patients prélevés tres tot apres la
séroconversion sont capables d’inhiber la réplication du virus sur les macrophages mais pas sur
les lymphocytes (Ruppach et al., 2000). De maniere similaire, dans le mois suivant I’exposition,
certains patients développent des anticorps générant une ADCVI pouvant probablement

contribuer a la diminution de la virémie (Forthal et al., 2001).

Les anticorps capables de neutraliser le virus fondateur (autologue) se développent lentement et
ne surviennent qu’environ 12 semaines ou plus apres la transmission du VIH. Cette réponse
neutralisante est limitée par des vagues successives d’échappement viral a ces anticorps
neutralisants autologues (Richman, 2003; Wei et al.,, 2003). En effet, les AcN d’un individu
infecté sont capables de neutraliser les virus isolés précédemment chez ce méme individu, mais
incapable de neutraliser les variants circulant au moment du prélévement (Moog et al., 1997).
Les mutations permettant au virus d’échapper a la réponse humorale surviennent typiquement
sur les boucles variables et incluent la perte ou l'acquisition de site de glycosylation, des
substitutions d’acides aminés, et des insertions ou délétions. Ces mutations entrainent une
modification des épitopes ou exercent des effets sur l'exposition des épitopes via des
changements de structure quaternaire de l'enveloppe (Simek et al, 2009; Wei et al., 2003).
Malgré la capacité du virus a échapper a la réponse immunitaire, 'analyse des sérums de
nombreux patients infectés par le VIH-1 a permis de montrer que 10 a 25 % de ces individus
possedent des AcN qui réagissent de maniere croisée contre diverse souches du VIH-1, et qu'un
plus petit groupe (peut-étre 10 %) de ces sérums est capable de neutraliser la large majorité des
isolats circulants de VIH-1 (Sather et al., 2008; Simek et al., 2009; Stamatatos et al., 2009). Ces
AcN hétérologues a large spectre surviennent environ 20 a 30 mois apres l'infection (Gray et al,,
2011; Mikell et al,, 2011; Stamatatos et al., 2009). Cette réponse, observée chez une partie des
patients infectés, est d’'un intérét majeur car elle apporte la preuve de concept que la réponse

naturelle des lymphocytes B peut générer des AcN de large spectre contre le VIH-1.

3 Les anticorps neutralisants in vitro

3.1 Structure de I'enveloppe

3.1.1 La gp120

L’analyse comparative des séquences du gene env de divers isolats de VIH-1 a permis d’identifier
des segments discontinus de grande variabilité dans la sous-unité gp120. Ces séquences
variables sont au nombre de cing (V1 a V5), espacées de séquences relativement constantes (C1
a C5) (figure 8). Environ la moitié de la masse de la gp120 est composée d’oligosaccharides issus

principalement de N-glycosylations, le reste provenant de O-glycosylations (figure 8). De plus,
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plusieurs résidus cystéine (en général 18) sont conservés dans la structure primaire de la gp120,
assurant la formation de ponts disulfures intramoléculaires cruciaux pour la structure tertiaire

de la protéine (Checkley et al., 2011).

Figure 8 : Structure primaire de la
gp120 avec la position des boucles
variables V1 a V5.

i : ; Les structures en branches

;ﬂfmﬁﬁﬂf Il T T Y & P g représentent les glycosylations.

L ' ' i L'épitope clé du site de fixation au

CD4 est en jaune, le site induit par
la fixation du CD4 est en vert,

I’épitope glycannique en violet, la

28
:E."]"" w boucle V2 en orange (avec le site de
. TP
g V1 B . fixation a l'intégrine a4p7
k""'tcj-fi"-_t"'s"f ik it gl représenté par une étoile), et la
he T o i oo
' et il o boucle V3 en bleu (modifiée
T e Ll e E: L
T e RS AL e N
T i S L V5 d’apres Zolla-Pazner et al, 2004).
x £ s
T A Sl ke T AR
St e R PP

Plusieurs études ont analysé la structure tertiaire de la gp120 monomérique par le biais
d’analyse cristallographique (Huang, 2005; Kwong et al., 1998; Pancera et al., 2009; Wyatt et al,,
1998), et sur la structure de la gp120 au sein du spicule via la cryotomographie électronique
(Harris et al,, 2011; Liu et al,, 2008; Zhu et al., 2008) (figure 9). Les segments C2, C3 et C4 forme
un ceceur enfoui et relativement hydrophobe constituant le site de fixation au CD4. La structure
tertiaire de la gp120 associée au CD4 est schématisée par un domaine interne, un domaine
externe (d’apres leur orientation dans le complexe trimérique) relié par petit domaine appelé
« bridging sheet» (quatre feuillets  antiparalleles), et ces trois domaines participent a
I'interaction avec le CD4 (Pantophlet and Burton, 2006). Le site de fixation au corécepteur est
situé au niveau du « bridging sheet » et de la boucle V3. En 'absence du CD4, les boucles V1/V2,
situées au niveau du « bridging sheet », masquent le site de fixation au corécepteur situé sur la
gp120 voisine du trimere (Rusert et al, 2011). Apres la fixation du CD4, la gp120 subit
d’importants changements conformationnels (Checkley et al,, 2011). En effet, suite a la fixation
du CD4, les boucles V1/V2 situées au niveau du « bridging sheet » vont se déplacer et libérer la
boucle V3 et le site de fixation au corécepteur (figure 9d) (Harris et al., 2011; Huang, 2005; Liu et

al, 2008). La boucle V3 interagit alors avec le corécepteur permettant un rapprochement du



Introduction

« bridging sheet» au corécepteur (Huang et al, 2007). Ces événements vont maintenir

I'enveloppe a proximité de la membrane cellulaire et faciliter la fusion par la gp41.
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Figure 9 : Structure de la gp120.
a. orientation de la protéine et représentation des boucles variables (d’aprés Kwong et al, 1998) ; b.
site de fixation du CD4 (étoile) et site de fixation au corécépteur (CCR5) (d’aprés Wyatt et al, 1998) ;
c. extrémités N-terminale et C-terminale de la gp120 (d’aprés Pancera et al, 2010) ; d. boucle V3 de
la gp120 apres fixation au CD4 (d’apres Huang et al, 2005) ; et e. structure trimérique de la gp120
(d’apres Harris et al, 2011).

3.1.2 La gp41

La gp41 est une glycoprotéine transmembranaire d’environ 345 acides aminés, beaucoup plus
conservée que la gp120, organisée en trois domaines majeurs : le domaine extracellulaire (ou
ectodomaine), un domaine transmembranaire, et une extrémité C-terminale CT. L’ectodomaine
contient les domaines impliqués dans la fusion : une région N-terminale hydrophobe appelée le
peptide de fusion, suivie d’'une région polaire, deux régions hydrophobes en hélice a appelées N-
terminal Heptad Repeat (NHR) et C-terminal Heptad Repeat (CHR), formant une structure en
faisceau d’hélices, une boucle issue d'un pont disulfure connectant les deux HR appelée région
immunodominante et un domaine riche en résidus tryptophane appelé MPER (Membrane-
Proximal External Region). Pour le moment, aucune étude n’a été publiée concernant la structure
cristallographique de la gp41 entiere et native; seule la structure en faisceau d’hélices des
régions HR est disponible et correspond a un évenement postfusion (Montero et al., 2008).
Néanmoins, a I'état natif, le trimére de gp41 est considéré comme étant caché sous le trimere de

gp120, nécessitant les changements conformationnels issus de la fixation du CD4 et du
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corécepteur pour exposer le peptide de fusion qui pénétre la membrane plasmique de la cellule
cible. Les régions NHR sur CHR se replient I'une sur I'autre pour former la structure en faisceau
d’hélice, menant au rapprochement des deux membranes plasmique et a leur fusion (Checkley et

al, 2011).

3.2 Anticorps dirigés contre 'enveloppe du VIH-1

Les aspects structuraux de linteraction entre les AcN et la glycoprotéine gpl120, et la
compréhension de la structure de I'enveloppe ont permis de mettre en évidence les différentes
zones d’antigénicité de la gp120. La gp120 peut étre découpée en quatre surfaces : la face non-
neutralisante, la face silencieuse, la face neutralisante, et la surface variable (Poignard et al,
2001; Wyatt, 1998). La face non-neutralisante de la gp120 génére une réponse humorale forte
chez le patient infecté, mais cette région de la gp120 n’est accessible que sur le monomere libre,
et, au contraire, est dissimulée au sein du trimére de 'enveloppe. Les anticorps dirigés contre
cette face sont alors incapables de fixer leur épitope sur un spicule natif. La face silencieuse,
nommée d’apres sa faible immunogénicité, correspond a la région fortement glycosylée de la
gp120. La structure de I’enveloppe montre que cette région est la plus exposée du trimeére et que
la glycosylation permet de créer un bouclier glycannique masquant d’éventuels épitopes qui
pourraient étre reconnus. Pour se répliquer, le VIH doit interagir avec ses récepteurs, et pour
cela doit conserver et exposer une partie de la gp120 : la face neutralisante. Cette région de la
gp120 est la région contre laquelle une majorité d’AcN sont dirigés et représente un point de
vulnérabilité de I'enveloppe virale, et bien que le site de fixation au CD4 soit enfoui et peu
accessible, ce site est reconnu par certains anticorps (Poignard et al,, 2001). La surface variable
de la gp120 est représentée par les boucles V1/V2 et V3. Les boucles V1/V2, bien que trés
variables dans leurs séquences primaires, présenteraient des éléments structuraux conservés
susceptibles d’étre ciblés par des anticorps neutralisants. Sur la gp120 monomérique, la boucle
V3 est trés immunogénique et a été considérée comme étant le domaine immunodominant
principal de la gp120. En dépit de son recouvrement par les boucles V1/V2 au sein du trimere de
I’enveloppe, la boucle V3 est essentielle a I'infection et sa variabilité moindre constitue une cible

potentielle pour les anticorps neutralisants (Zolla-Pazner and Cardozo, 2010).

L’identification des anticorps monoclonaux ayant une activité neutralisante a débuté avec des
tests de neutralisation in vitro utilisant du VIH-1 répliqué de multiple fois sur lignée
lymphocytaire (virus adapté a la culture sur lignée de lymphocytes T, TCLA). Dans ces
conditions, le virus ne subit aucune pression de sélection et les souches virales obtenues apres
plusieurs passages different de celles se multipliant chez un patient. Les virus TCLA sont plus

sensibles a la fixation d’un anticorps, et les anticorps alors qualifié de neutralisant étaient en
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réalité incapables de neutraliser le virus des patients (Moore, 1995). Par conséquent, I'ensemble
des tests visant a déterminer I'activité neutralisante des anticorps ont été menés avec des isolats
primaires de VIH-1 provenant de patients et répliqués sur un nombre limité de cycles in vitro,
soitplus récemment avec des pseudo-virus exprimant des enveloppes représentatives des

souches circulantes.

Plusieurs anticorps monoclonaux dirigés contre différents épitopes de 'enveloppe du virus ont
été décrits pour leurs capacités a neutraliser un large spectre d’isolats primaires du VIH-1

(figure 10).
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Figure 10 : Epitope reconnu par les anticorps neutralisants monoclonaux dirigés contre la gp120 et
la gp4l.
(modifiée d’aprés Walker et al, 2010)

- Les anticorps monoclonaux dirigés contre le site de fixation au CD4 :

o L’anticorps IgG: b12 est le premier AcN identifié. Il a pu étre isolé a partir d’'une
banque de phages établie a partir des lymphocytes B de la moelle osseuse d’'un
patient séropositif asymptomatique dont le sérum démontrait une activité
inhibitrice sur le VIH (Barbas et al., 1992; Burton et al.,, 1991; Burton et al,, 1994).
IgG1 b12 possede un domaine CDR3 allongé sur la partie variable de sa chalne
lourde (Vu), et reconnait un épitope conformationnel proche du site de fixation

au CD4 via sa chaine lourde uniquement (Burton, 2005; Zhou et al., 2007).

o L’anticorps VRCO1 a été isolé en utilisant une protéine dérivée de 'enveloppe du

VIH pour exposer uniquement les résidus impliqués dans l'interaction avec le
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CD4. L’utilisation de cette protéine en deux versions fluorescentes, I'une
fonctionnelle et 'autre mutée pour ne pas se fixer au CD4, a permis d’isoler des
lymphocyte B mémoire réagissant contre le site fonctionnel de fixation au CD4
par tri en cytométrie en flux (Wu et al., 2010). Apreés le clonage des genes des
chaines lourdes et légeres des immunoglobulines, la caractérisation de
I'anticorps VRCO1 montre un mimétisme de sa chaine lourde avec le CD4 et

I'absence de domaine CDR allongé (Zhou et al., 2010).

- Les anticorps monoclonaux dirigés contre le bouclier glycanique

O

L’anticorps monoclonal 2G12 a été isolé a partir de lymphocytes B de patients
séropositifs (Buchacher et al.,, 1994; Trkola et al., 1996). Cet anticorps reconnait
un groupe de mannose conservé a la base des boucles V3 et V4 de la gp120
(Sanders et al., 2002). La structure de cet anticorps est inhabituelle puisque les
domaines variables des chaines légéres (VL) ne participent pas a la fixation de
I’épitope et se dissocient des domaines Vu, permettant aux deux Vu de se
rapprocher et de pointer verticalement vers I'épitope (Calarese, 2003). De plus,
80 a 100 % des anticorps 2G12 forment une structure dimérique (Calarese,
2003; West et al,, 2008). En ciblant des résidus glycanniques de la gp120, 2G12
serait également en mesure d’inhiber l'interaction du virus avec des récepteurs

alternatifs du VIH-1 comme les lectines de types C (Hessell et al., 2009b).

Les anticorps PGT ont été isolés pour leurs capacités a neutraliser des isolats
primaires du VIH-1, suite a un criblage fonctionnel des immunoglobulines
produites par les lymphocytes B mémoires de quatre patients élites controleurs
(Walker et al, 2011). Les anticorps PGT sont au nombre de 17 dont 12
reconnaissent des épitopes glycanniques. Ces AcN se lient a la gp120 et entrent
tous en compétition avec I'’AcN 2G12. Exceptés les Ac PGT 135-137, tous
reconnaissent un épitope contigu de la boucle V3. En particulier, PGT 127 et 128
se lient aux glycanes en N301 et N322 de la gp120, ainsi qu’a un segment C-
terminal de la boucle V3 (Pejchal et al,, 2011).

- L’anticorps monoclonal 447-52D est dirigé contre la boucle V3 de la gp120. La boucle V3

est peu accessible sur le spicule natif, toutefois 'anticorps 447-52D reconnait le motif

GPGR tres conservé a I'extrémité de la boucle V3 des virus de sous-type B, lui permettant

de neutraliser un spectre de virus bien plus large que n’importe quel autre anticorps

dirigé contre cette boucle (Binley et al., 2004).
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- Les anticorps dirigés contre la région MPER de la gp41 du VIH-1: Le MPER est un
domaine conservé de la gp41 et est nécessaire pour la fusion (Montero et al,, 2008). Les
AcN 2F5 et 4E10 sont dirigés contre le MPER sur deux épitopes linéaires adjacents
(ELDKWA et NWFDIT respectivement), et possedent également un long domaine CDR3
sur la chaine Vy (Montero et al, 2008; Zwick et al, 2001). Le mécanisme de
neutralisation n’est pas complétement élucidé pour ces deux anticorps : ils n’empéchent
pas la fixation de I'enveloppe sur ses récepteurs mais ils bloquent le processus de fusion
(Montero 2008). 2F5 et 4E10 ne seraient pas capable d’interagir avec leurs épitopes
avant que la particule virale ne se fixe a son récepteur (Montero et al., 2008). Par ailleurs,
les anticorps dirigés contre le motif hydrophobe MPER sont capables de reconnaitre les
composants lipidiques et de tels anticorps sont détectés chez des patients possédant une
réactivité contre les lipides de la membrane, comme la cardiolipine. Une telle auto-
réactivité peut entraver le développement d’'une réponse humorale dirigée contre le

MPER (Haynes, 2005).
- Les anticorps dirigés contre des structures quaternaires de la gp120

o Les anticorps PG9 et PG16 ont été isolés pour leurs capacités a neutraliser des
isolats primaires du VIH-1, suite a un criblage fonctionnel des immunoglobulines
produites par les lymphocytes B mémoires d'un patient infecté par un virus de
sous-type A. Les AcN PG9 et PG16 reconnaissent un épitope quaternaire sur le
trimere de la gp120 constitué d’acides aminés localisés dans les boucles V1/V2 et
V3 de la gp120. Ces deux anticorps, issus de variants somatiques, présentent une

région CDR3 sur la chaine Vy longue (28 acides aminés) (Walker et al.,, 2009).

o Les anticorps PGT141-145 sont des AcN monoclonaux mis en évidence en méme
temps que les AcN PGT reconnaissant des épitopes glycanniques. Les AcN
PGT141-145 ne se fixent pas efficacement a la gp120 monomérique, et n’entrent
pas en compétition avec '’AcN 2G12. En revanche, PGT141-145 se fixent a
I'enveloppe virale liée a la membrane et entrent en compétition avec ’AcN PG9

suggérant qu’ils reconnaissent un épitope similaire (Walker et al., 2011).

L’analyse des sérums de patients infectés dans le but d’isoler de nouveaux AcN a large spectre
est nécessaire pour comprendre quels sont les points de vulnérabilité communs a I'ensemble des
sous-types du VIH-1. Bien que les patients présentant des AcN a large spectre ne parviennent
pas a éliminer le virus ou ne contrélent pas leur virémie, il est important de distinguer ce

manque apparent de bénéfices cliniques des AcN pendant la phase chronique de I'infection, du
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role potentiellement protecteur de tels AcN sur le virus transmis s’ils sont présents au moment

de la transmission du VIH-1.

4 Transfert passif d’anticorps in vivo dans les modeles de

primates non-humain

Afin d’évaluer I'importance de la présence d’AcN au moment de la transmission, de nombreuses
études ont été menées sur le modele d'infection animale et ont permis de montrer que
I'immunisation passive de primates non humains avec des AcN anti-VIH-1 protege efficacement
ces animaux de l'infection par un virus SHIV (virus chimérique SIV/VIH, réplicatif chez ’animal
et exprimant 'enveloppe du VIH-1). Les premiers essais ont utilisé la voie intraveineuse pour
administrer le virus, et dans ces conditions, de trés fortes concentrations d’AcN sont requises
pour protéger I'animal (Mascola et al., 1999; Shibata et al., 1999). Puis, la protection par les AcN
a été démontrée dans le cas d’'une unique dose de virus capable d’infecter I'animal par voie orale
(Baba et al,, 2000; Ferrantelli et al., 2003) ou vaginale (Mascola et al., 2000; Parren et al., 2001).
Cependant des concentrations élevées en AcN sont nécessaires a la protection des animaux
puisque ces modeles d’études utilisent de fortes doses de virus dans le but d’infecter avec
certitude les animaux contréles. Les concentrations en inoculum sont souvent plus faibles lors
d’'une infection naturelle par voie muqueuse, et les concentrations en AcN nécessaire a la
protection pourraient de ce fait étre surestimées. Afin de mieux mimer une infection naturelle et
d’évaluer concentrations en AcN requises pour protéger contre l'infection, un modele d’infection
par exposition multiple a de faibles doses de virus a été utilisé pour infecter les animaux (Hessell
et al.,, 2009a; Hessell et al., 2009b). Ce modele d’exposition répétée a de faible dose de virus a
permis de montré que des concentrations 10 fois inférieures en AcN b12 (Hessell et al., 2009a)
et 2G12 (Hessell et al,, 2009b) permettent de protéger les animaux d'une infection par voie
vaginale, comparé aux concentrations requises lors d’infections expérimentales avec une forte

dose de virus.

D’autre part, la participation des RFc dans I'immunisation passive des animaux a été étudiée
avec ’AcN b12 et deux versions mutées de b12 incapables de fixer le complément (KA) ou
incapable de fixer le complément et les RFc (LALA) (Hessell et al., 2007). Les anticorps b12 et KA
ont protégé de maniére équivalente les animaux, tandis que LALA n’a permis de protéger que la
moitié des animaux, démontrant que l'interaction de la portion Fc de 'anticorps avec les RFc
participe a la protection de l'infection. Ces résultats ont été confirmés dans le modele d’infection

par expositions répétées a de faible dose de virus (Hessell et al., 2009a).
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5 Rechercher un vaccin

En dépit des efforts menés en matiére de prévention de l'infection par le VIH-1, I'épidémie
continue, et un vaccin prophylactique permettrait d’enrayer la pandémie. Idéalement, un vaccin
contre le VIH devrait prévenir l'infection de l'individu, c’est-a-dire procurer une immunité
stérilisante. Cependant, les vaccins contre d’autres pathogenes ne sont pas capables de prévenir
I'infection, et permettent quelques cycles de réplications avant le déclenchement de la réponse
immune induite par la vaccination. Les vaccins « classiques » menent a I’éradication du
pathogéne avant que les symptémes ne surviennent (Mascola and Montefiori, 2010). Cette
éradication est possible, car a linverse du VIH-1, ces pathogeénes ne s’intégrent pas
génétiquement dans la cellule hote. De ce fait, la possibilité d'un vaccin sous-optimal qui
n’empéche pas l'infection mais permet de contréler de maniere partielle la virémie et diminue

les séquelles immunologiques est souvent mise en avant (Barouch, 2008) (figure 11).
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Figure 11 : Stratégie vaccinale contre le VIH-1.
Un vaccin contre le VIH-1 pourrait soit (1) inhiber tout réplication virale (vaccin stérilisant) soit (2)
inhiber en partie la réplication du virus, offrant un meilleur controle de I'infection et limitant la

progression vers la maladie (modifiée d’aprés Mascola et al, 2010).
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5.1 Les essais vaccinaux

Les efforts pour développer un vaccin contre le VIH-1 se sont d’abord concentrés sur la réponse
humorale induite par des sous-unités protéiques, puis ont été reportés plus tard sur I'induction
d’une réponse cellulaire via un éventail de protéines virales (Burton, 2002). Les premiers essais
vaccinaux se sont concentrés sur I'induction d’'une réponse humorale spécifique de I'enveloppe
en utilisant la sous-unité gp120. Les options étant limitées, ces immunogenes étaient des
monomeéres de gpl120 (ou de gpl60) provenant de virus TCLA, aussi les anticorps induits
neutralisaient ces virus TCLA mais étaient inefficaces contre des isolats primaires de VIH-1.
L'utilisation de gp120 de virus de sous-type B (AIDSVAX B/B) ou de sous-type B et E (AIDSVAX
B/E) n’a pas permis de protéger les individus vaccinés dans les essais VaxGen de phase III
(protection contre 'infection par le VIH-1). De méme, les individus présentaient des AcN contre
les virus possédant I'enveloppe utilisée dans 'essai, mais aucune de ces réponses humorales n’a
généré d’AcN capables d’inhiber des isolats primaires du VIH-1 (Mascola and Montefiori, 2010).
Ces échecs ont orienté les recherches vers une stratégie de vaccination capable d’induire une
réponse cellulaire pour plusieurs raisons : I'’émergence de la réponse des lymphocytes T CD8
coincide avec le contrdle de la virémie en phase aigiie (voir 2.4.1 ci-dessus), le niveau élevé de la
réponse cellulaire chez les LTNP associée aux alléles spécifiques du HLA (voir 2.4.3 ci-dessus), et
la perte du controle de la virémie dans le modéle animal suite a la déplétion des lymphocytes T
CD8 (Barouch, 2008). Plusieurs vecteurs viraux ont été créés en associant le gene d’enveloppe
aux genes pol, gag et/ou nef pour induire une réponse cellulaire contre ces antigenes viraux. Ces
vecteurs basés sur le virus de la vaccine (NYVAC pour New York strain of Vaccinia, MVA pour
Modified Vaccinia Ankara), le virus canarypox (ALVAC) ou 'adénovirus de sérotype 5 (Ad5) ont
induit une réponse cytotoxique spécifique du VIH mais une réponse humorale faible ou
inexistante (Mascola and Montefiori, 2010). Cette stratégie a été employée dans I'essai STEP
(mené par MERCK) utilisant le plus efficace de ces vecteurs viraux : le vecteur non-réplicatif Ad5
recombinant (rAd5) exprimant les génes gag, pol et nef du VIH-1. Les essais cliniques
montraient une réponse cellulaire chez la plupart des sujets, bien que cette réponse soit
partiellement supprimée chez les individus ayant des anticorps préexistant anti-Ad>5. L’essai
STEP a été brutalement stoppé lorsque les analyses intermédiaires ont révélé que ce vaccin ne
permettait pas de protéger de l'infection et que l'infection par le VIH-1 était plus fréquente chez
les individus vaccinés possédant des anticorps préexistant anti-Ad5 que chez les individus

controles (Barouch, 2008).

L’administration de ces mémes types vecteurs suivie par l'administration d’'une protéine
d’enveloppe (ou d’'un vecteur viral hétérologue) a généré, en plus de la réponse cellulaire, une

réponse humorale tres rapide avec un titre fort. Ce protocole de vaccination, nommé « prime-
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boost », a été utilisé dans I'essai RV144 (connu sous le nom d’essai « Thai ») utilisant un vaccin
canarypox recombinant codant pour gag, pol, nef et la gp120 (ALVAC) suivie par 'administration
de gp120 AIDSVAX B/E (utilisées lors des essais VaxGen). Les résultats montrent une efficacité
modérée puisque le risque de d’infection par le VIH-1 a été réduit de 31 % pour les volontaires
vaccinés comparé aux individus ayant recu un placebo (Mascola and Montefiori, 2010).
Néanmoins, ces résultats constituent une avancée majeure, puisque, pour la premiére fois, une
stratégie vaccinale contre le VIH-1 a permis une protection, méme partielle, contre l'infection.
L’analyse d’échantillons prélevés deux semaines aprés la fin de 'immunisation a permis de
montrer que la capacité des anticorps IgG a se fixer sur les boucles V1/V2 de I'enveloppe du VIH-
1 est inversement corrélée avec 'acquisition de I'infection ; et que la capacité des anticorps IgA
sériques a se fixer sur I'enveloppe du VIH-1 est directement corrélée avec I'acquisition de

I'infection (Haynes et al., 2012).

5.2 Les stratégies futures

Les recherches se poursuivent dans le but d’élaborer un vaccin capable de protéger un plus
grand nombre d’individus contre l'infection, en s’inspirant des échecs précédents et des
résultats positifs de I'essai RV144. Le développement d'une stratégie vaccinale efficace se

concentre désormais sur le protocole prime-boost.

La conception d'immunogéne de I'enveloppe est un axe prépondérant dont I'objectif serait de
produire des triméres natifs stables de I'enveloppe. L’analyse des sérums de patient a permis de
mettre en évidence des AcN a large spectre et les études cristallographiques révélent les points
de vulnérabilité de I'enveloppe du virus. Ces données devraient étre utilisées pour la conception
d'immunogenes dirigeant la réponse humorale contre ces épitopes (Walker and Burton, 2010).
Les études menées sur les sérums contenant des AcN se focalisent trop souvent sur des
individus infectés par le sous-type B du VIH-1, et il existe une forte variabilité (environ 35 %)
dans la séquence génétique de I'enveloppe entre sous-types. Etendre les études a différent sous-
types pourrait permettre d’identifier plus précisément les épitopes vulnérables du VIH-1

(Barouch, 2008).

Pour induire une réponse humorale neutralisante contre le VIH-1, il est également nécessaire de
comprendre le fonctionnement des lymphocytes B. En effet, 'analyse des AcN a large spectre a
révélé la présence d’au moins une de ces caractéristiques: (i) une polyréactivité (et/ou
autoréactivité), (ii) une région Vg CDR3 allongée et hydrophobe (ou chargée), et (iii) un nombre
de mutations somatiques trés élevé (McElrath and Haynes, 2010). Les deux premiéres
caractéristiques sont associées a la sélection négative des lymphocytes B, empéchant la

survenue de réaction auto-immune dans le premier cas, et sont probablement, en partie, a
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I'origine de la rareté des AcN. L’AcN VRCO1, récemment mis en évidence, ne présente ni auto-
réactivité, ni particularité dans la région Vy CDR3, mais comporte de nombreuses mutations
somatiques (Verkoczy et al, 2011). Comprendre les mécanismes menant a '’émergence et au
maintien des lymphocytes B ayant ces caractéristiques pourrait permettre de les reproduire

dans le but d’induire des AcN a large spectre.

L’utilisation de vecteurs adénovirus se porte désormais sur des sérotypes ayant une prévalence
plus faible dans la population comme les Ad26 ou Ad35. Les efforts sont également dirigés vers
les poxvirus comme ALVAC, MVA ou NYVAC (McElrath and Haynes, 2010). Les adénovirus et
poxvirus stimulent les lymphocytes T CD4 et T CD8 mais cette réponse tend a diminuer apres la
vaccination, en laissant des lymphocytes T mémoires centraux. Une stratégie récente vise a
maintenir des lymphocytes T mémoires effecteurs en utilisant le CMV chez le rhésus macaque
(Hansen et al, 2009). Ce vecteur RhCMV, contenant les génes du SIV, infecte de maniére
persistante le singe et maintient une réponse spécifique des lymphocytes T CD4 et T CD8 contre
le SIV. Il a permis d’empécher l'installation de l'infection systémique des macaques sans pour
autant inhiber l'infection au niveau de la muqueuse. Cependant, des études supplémentaires
sont nécessaires pour comprendre les mécanismes de protection mis en jeu dans ce modele et
pour déterminer si un tel vecteur serait applicable chez 'homme et efficace dans le cadre du

VIH-1.

De maniere générale, le développement d’'un vaccin capable de prévenir (ou contenir) I'infection
et/ou la progression vers le SIDA repose principalement sur l'approfondissement des
connaissances concernant la biologie du VIH-1, la réponse immunitaire contre le virus, la

conception de nouveaux immunogénes et de nouvelles stratégies vaccinales.
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Chapitre 3 Les cellules dendritiques plasmacytoides

1 Les cellules dendritiques

Le systeme immunitaire repose sur I'action concertée d’'une réponse innée non-spécifique de
I'antigéne et d’'une réponse adaptative spécifique de l'antigéne. La réponse innée inclut le
systéme du complément, les cytokines et un ensemble varié de cellules, par exemple les
macrophages, les cellules NK ou les cellules dendritiques (DC). Les DC font partie des cellules
présentatrices d’antigéne (APC) et sont chargées d’initier et de moduler la réponse immunitaire
permettant d’établir une mémoire immunologique (Banchereau and Steinman, 1998). Les DC
sont issues des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse et sont regroupées en
deux catégories: les cellules dendritiques myéloides (mDC) qui sont CD11c* et les cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC) qui sont CD11c. Bien que leurs noms puissent préter a
confusion, plusieurs études montrent que les mDC et les pDC peuvent, toutes deux, provenir des
précurseurs communs myéloides et lymphoides (Wu and Liu, 2007). Les mDC représentent
plusieurs sous-types de DCselon leur localisation tissulaire : les cellules de Langerhans
présentes au niveau de I'épiderme, les DC interstitielles présentes au niveau du derme ou dans
les espaces interstitiels des organes, et les mDC elles-mémes, présentes dans la circulation

sanguine.

Les DC participent a la réponse innée en sécrétant diverses cytokines et chimiokines, et surtout,
elles font le lien entre I'immunité innée et adaptative par leur fonction d’APC. En effet, les DC
immatures vont capturer des pathogénes grace a leur forte activité d'endocytose, de
macropinocytose, et de phagocytose (Mellman and Steinman, 2001). Ce processus de capture
des pathogeénes repose sur plusieurs récepteurs présents a la surface des DC. Les pathogenes
opsonisés par un anticorps seront reconnu via les RFc. D’autres récepteurs reconnaissant les
motifs moléculaires associés aux pathogenes (Pathogen associated molecular pattern (PAMP)
Recognition Receptor ou PRR) permettent de reconnaitre directement les pathogénes ; ce sont
les TLR (Toll-Like Receptor), les RLR (RIG-I-Like Receptor) ou les CLR (C-type Lectin Receptor)
comme le récepteur du mannose, le DC-SIGN, ou la langerine. Les antigenes ainsi capturés sont
entrainés vers les compartiments lysosomaux ou se trouvent de nombreuses molécules du CMH
(Complex Majeur d’Histocompatibilité) de classe II, et vont étre chargés sur ces molécules de
CMH de classe II pour étre présentés aux lymphocytes T CD4. Parfois, des phénomenes de
présentation croisée surviennent et ces mémes antigénes sont chargés sur des molécules de
CMH de classe I, permettant de présenter des antigenes exogénes aux lymphocytes T CD8. Les

pathogenes et/ou les signaux pro-inflammatoires vont conduire a la maturation des DC, a la
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réduction de leur activité de phagocytose et a I'expression de molécules de co-stimulation (telles
que le CD80 ou le CD86). Les DC migrent vers les organes lymphoides secondaires ou elles vont
initier les réponses immunitaires en présentant les déterminants antigéniques par le CMH aux

lymphocytes T (Banchereau and Steinman, 1998).

2  Les cellules dendritiques et la transmission du VIH-1

Les DC présentes au niveau des muqueuses sont infectées par le VIH-1 et sont capables de
transmettre le virion aux lymphocytes T CD4, participant ainsi a la dissémination du VIH-1 dans
I'organisme (voir 2.4.1 ci-dessus) (Hladik and McElrath, 2008; Pope and Haase, 2003). L’étude
de la transmission du VIH-1 des DC aux lymphocytes T CD4 a permis de mettre en évidence deux
modes de transmission : le transfert en cis et le transfert en trans. Une étude propose que ces
deux modes de transmission soient séparés dans le temps : dans les premieres 24 heures suivant
le contact des DC avec le VIH-1, le transfert se fait en trans; et apres ce délai, le transfert

s’effectue en cis (Turville et al., 2004).

2.1 Le transfert en trans

Le transfert en trans est le résultat de la capture du VIH-1 par les DC sans dégradation de la
particule virale ni fusion menant a l'infection des DC, suivie par la transmission du virus aux
lymphocytes T CD4. La capture du VIH-1 par les DC repose sur les phénomeénes de capture de
pathogenes précédemment évoqués. Le VIH est fixé par différentes lectines de types C (CLR)
comme le DC-SIGN, la langerine ou le récepteur du mannose, présents sur différents types de DC
(la langerine étant spécifique des cellules de Langerhans), et la participation de ces CLR a été
largement décrite dans le cadre de la transmission du VIH de cellule a cellule (Geijtenbeek et al,,

2002; Turville et al., 2002; Wu and KewalRamani, 2006).

Plusieurs modeles ont été proposés pour expliquer les phénomenes intervenant apres la capture
du VIH-1 par les DC. Le premier modeéle est une métaphore de I'épisode du cheval de Troie, ou le
virus serait endocyté par les DC, conservé a I'état infectieux dans un compartiment endosomal
puis redirigé au niveau de la membrane au moment du contact avec le lymphocyte T CD4 (Kwon
et al., 2002)(figure 12A). Néanmoins ce modele a été contesté car l'utilisation de CD4 soluble
(CD4s) a permis d’inhiber le transfert en trans entre les DC et les lymphocytes T CD4, suggérant
que le virus ne se situe pas a I'abri dans des compartiments intracellulaires (Cavrois et al., 2007)
(figure 12B). Un autre modele, basé sur les deux précédents, a été proposé : les virions seraient
présents dans des «replis» ou des «puits» vésiculaires toujours accessibles au milieu

extracellulaire mais suffisamment profondément a I'abri pour donner l'impression d’étre des
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compartiments intracellulaires lors d’observations par microscopie (Yu et al, 2008) (figure

120).
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Figure 12 : Les modeles de transfert en trans du VIH-1 des DC aux lymphocytes T CD4.
(A) modele selon Kwon et al., (B) modéle selon Cavrois et al., et (C) modéle selon Yu et al. (modifiée
d’apres Yu et al, 2008).

Enfin, la transmission du VIH-1 des DC aux lymphocytes T CD4 met principalement en jeu la
synapse virologique, terme dérivé de la synapse immunologique. En effet, les DC et les
lymphocytes T établissent des synapses immunologiques permettant d‘assurer des contacts
stables lors de processus immunologiques variés comme la signalisation engageant des
récepteurs des deux cellules, ou I'induction de la sécrétion de cytokines, ou la présentation des
antigenes. Lors de la transmission du VIH-1 des DC aux lymphocytes T CD4, les virions se
concentrent au niveau de la surface de contact avec les lymphocytes T, pendant que les
récepteurs CD4 et corécepteur CCR5 du VIH-1 se relocalisent a la membrane des lymphocytes T
CD4 (Piguet and Sattentau, 2004) (figure 13). Cette jonction forme la synapse virologique. En
outre, un second mécanisme de transmission du VIH-1 en trans a été décrit, faisant intervenir
des exosomes (Wiley, 2006). Le VIH-1 capturé par les DC est rapidement internalisé dans des
endosomes avec des corps multi-vésiculaires (ou MVB), puis le virus est relaché dans le milieu
extracellulaire en association avec ces corps appelés exosomes (Thery et al., 2002; Wiley, 2006)
(figure 13). Bien que ces exosomes puissent étre capable de fusionner avec une cellule cible et
délivrer du virus infectieux, des études plus approfondies sont nécessaire pour évaluer la

participation de ce phénoméne dans la transmission du VIH-1 de cellule a cellule.

2.2 Le transfert en cis

Le transfert en cis repose sur l'infection productive des DC et la production de nouvelles
particules virales par ces cellules. Bien que l'infection productive des DC par le VIH-1 soit
considérée comme moins efficace comparée a 'infection des lymphocytes T CD4, la production
de novo de virions par les DC contribuerait a la transmission du VIH-1 sur le long terme (Wu and

KewalRamani, 2006) (figure 13). En effet, chez les cellules dendritiques dérivées de monocytes
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(MDDC), la majeure partie des virions sont dégradés dans les 24 premieres heures (Turville et
al,, 2004), indiquant que le virus transmis apres ce délai provient d’'une production virale par les
DC. Une autre étude montre que le transfert de virions par les MDDC se produit dans les
premieres heures suivant l'exposition, sans que le virus infectieux ne soit stocké dans ces
cellules, et que plus tard les DC produisent du virus et sont capables de le transmettre aux

lymphocytes T CD4 (Nobile et al., 2005).
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Figure 13 : Mécanismes de transmission du VIH-1 des DC aux lymphocytes T CD4.
Le VIH-1 est transmis en trans au niveau d’une synapse virologique (a) ou via des exosomes (b). Le
transfert en cis du VIH-1 se produit suite a la réplication du virus dans les DC et la production de
nouvelles particules virales (c) (modifiée d’aprés Wu et al, 2006)
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3 Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)

3.1 La découverte des pDC

Les pDC ont été nommé différemment au fil du temps et de leur caractérisation phénotypique.
En 1958, une observation histologique de cellule a la morphologie de plasmocyte dans la zone T
de ganglions lymphatiques leur donna le nom de « cellule associée a la zone T ». Mais en 1983,
une étude montrant que ces cellules expriment le CD4 et aucun marqueur des lymphocytes B,
elles sont renommeées « cellule T plasmacytoide ». Plus tard, ce nom a été remis en question
quand ces cellules se sont avérées ne pas exprimer le CD3, mais exprimer le CMH de classe II;
les pDC s’appelaient alors « monocytes plasmacytoides » (Liu, 2005). En 1994, un sous-type de
DC CD11c est identifié dans le sang périphérique, et ces cellules, apres stimulation, augmentent
leur expression de CMH de classe Il et prennent une morphologie irréguliere commune au DC
(Colonna et al., 2004). Puis, des cellules CD11c- CD4* CD45RA* isolées a partir de tonsille ont
montré les mémes caractéristiques que les précédentes DC CD1lc et correspondait aux
« monocytes plasmacytoides » ou « cellules T plasmacytoides » décrites dans les organes
lymphoides secondaires. Ces cellules, désormais nommées pDC, mourraient rapidement en
culture si elles n’étaient pas cultivées en présence d’IL-3 (Grouard et al., 1997). En parallele, une
étude menée en 1978 avait mis en évidence qu'une population de cellules sanguines était
capable de produire plus d'IFN de type I que n’'importe quel autre type cellulaire, sans pouvoir
parvenir a l'identifier; ces cellules sont appelées « cellules productrices d'IFN » (ou IPC). En
1996, une étude phénotypique permet de caractériser les IPC comme étant la méme population
cellulaire que les pDC, et depuis ces cellules sont regroupées sous la nomenclature pDC, ou

parfois pDC/IPC (Liu, 2005).

3.2 Le phénotype des pDC

Les pDC sont des cellules rares représentant moins de 0.5 % des PBMC. Plus particuliérement,
les pDC sont des cellules CD3-, CD14-, CD19-, CD56-, CD11c’, mais CD45RA+, CD4+, CCR5*, CXCR4+
et HLA-DR*, et expriment le récepteur de I'lL-3 (CD123+) (Colonna et al.,, 2004; Grouard et al.,
1997; Liu, 2005). Environ 30 a 50 % des pDC expriment le RFcylla (ou CD32a) (Bave et al,,
2003). Les pDC expriment deux molécules appelées BDCA-2 et BDCA-4 (Blood Dendritic Cell
Antigen). Ces deux molécules sont ciblées pour la purification des pDC (Dzionek et al., 2000).
BDCA-2 est une lectine de type C spécifique des pDC, a la différence de DCIR (Dendritic Cell

Immunoreceptor) qui est présente a la fois sur les pDC et d’autres DC.
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3.3 Le développement des pDC

Les pDC se développent dans la moelle osseuse, et expérimentalement elles peuvent étre
dérivées a partir des progéniteurs communs lymphoides et myéloides. Le développement des
pDC et des mDC a partir de ces progéniteurs a I'aide du Flt-3L (Fms-like tyrosine kinase receptor-
3 ligand) suggere l'existence d'un progéniteur commun des DC. Les pDC sont clairement
distinctes des mDC et montrent plusieurs caractéristiques lymphocytaires, telle qu’une
morphologie proche des plasmocytes, un temps de vie plus long que les mDCs. De plus, les pDC
partagent des caractéristiques moléculaires avec les lymphocytes B, comme I'expression du
transcrit plll du transactivateur du CMH de classe II (CIITA), I'expression continue du CMH de
classe Il méme apreés leur activation, et une voie de signalisation intracellulaire associée a BDCA-
2 similaire a celle retrouvée au niveau du BCR (B cell Receptor). Enfin, les pDC expriment des
genes retrouvés dans le développement des lymphocytes, tels que pre-Ta (pre-T Cell Receptor
a) et Ragl/2 (réarrangement des génes d'immunoglobuline). Plusieurs facteurs de transcription
ont été impliqués dans le développement des pDC comme IRF8 (facteur de régulation des IFN),
Ikaros ou SpiB (exprimé surtout dans les lymphocytes B), mais le plus intéressant semble étre
E2-2. En effet, la délétion du facteur E2-2 chez la souris provoque la perte des pDC chez 'animal
sans altérer le développement des mDC ou des lymphocytes B. Chez I'étre humain, des patients
monoallélique pour E2-2 présentent des pDC avec un phénotype aberrant et une faible capacité

de sécrétion cytokinique (Reizis, 2010).

3.4 Localisation et circulation des pDC

Les pDC sont produites au niveau de la moelle osseuse de facon continue, circulent dans le sang
et migrent vers les ganglions lymphatiques, les tissus lymphoides associés aux muqueuses
(GALT) et la rate (Colonna et al., 2004). Les pDC sont présentes en abondance au niveau des
zones T des organes lymphoides, a proximité des veinules a endothélium épais (HEV) (Grouard
et al., 1997). Le passage des pDC dans les organes lymphoides a travers les HEV est associée a
I'expression du CD62L (L-Selectine), qui reconnait I'addressine PNAd (peripheral lymph node
adressin) exprimé par les HEV, et du CCR7 qui réagit aux chimiokines CCL19 et CCL21 produites
par les HEV et les cellules stromales de la zone T des organes lymphoides (Cella et al., 1999;
Penna et al,, 2001). Bien que souvent mise en doute, les pDC sont présentes au niveau des tissus
périphériques en absence d’activation ou d’inflammation, chez la souris (de Heer, 2004), chez le
macaque au niveau des muqueuses (Li et al., 2009). Et, un grand nombre de pDC se retrouvent
au site d’inflammation dans les cas d’infections virales (au poumon pour la grippe
(GeurtsvanKessel et al., 2008), a la muqueuse génitale pour I'herpes (Lund et al., 2006)), ou dans

les cas de maladies auto-immunes/inflammatoires (comme le psoriasis, le lupus érythémateux
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disséminé, ...) (Lande and Gilliet, 2010). La participation du ChemR1 (Chemokine-like Receptor
1) présent a la surface des pDC pourrait étre mise en jeu lors de la migration suite a
I'inflammation. En effet, le ligand du ChemR1 est la chémerine, exprimée a I'état inactive par les
cellules endothéliales et les fibroblastes, jusqu'a ce qu'un événement de dégat tissulaire
survienne. Les pDC expriment un ensemble de récepteur aux chimiokines, par exemple le CCR2
(récepteur de MCP-1), le CCR5 (récepteur de RANTES, MIP-1a et MIP-1f3), et le CXCR3
(récepteur de CXCL9, CXCL10, et CXCL11), mais répondent faiblement aux ligands respectifs. En
revanche, les pDC migrent efficacement en réponse au ligand du CXCR4, le SDF-1 produit au
niveau des cellules endothéliales du derme et des HEV des organes lymphoides (Lande and
Gilliet, 2010). Les pDC expriment aussi le CCR6 dont le ligand, MIP-3/CCL20 est produit par les
cellules épithéliales lorsqu’elles sont exposées a des virus (Li et al., 2009). De plus, au repos ou
pendant l'inflammation, les pDC migrent vers les muqueuses de l'intestin gréle en répondant au

CCL25 grace a leur récepteur CCR9 (Wendland et al., 2007).

3.5 Les fonctions des pDC

En tant que DC, les pDC sont en charge de faire le lien entre 'immunité innée et 'immunité

adaptative, en secrétant des cytokines et en réalisant la présentation antigénique.

3.5.1 La sécrétion de cytokines, en particulier les IFN de type I

Les pDC produisent de grande quantité de cytokines et en particulier les IFN de type 1. Toutes les
cellules nucléés sont capable de produire des IFN de type I, mais les pDC sont capables de
produire une quantité estimée 10 a 1000 fois plus importante qu'une cellule moyenne, lors
d’une activation par un virus (Cella et al., 1999; Siegal, 1999). Les IFN de type I déclenchent une
réponse innée antivirale en utilisant les voies de la PKR (Protéine Kinase ARNdb-dépendante),
du systéme 2’-5’A et des protéines Mx. Briévement, la PKR va phosphoryler le facteur d’initiation
de la traduction elF2 et bloquer la traduction d’ARNm dans la cellule ; le systeme 2’-5’A fait
appel a la synthése de 2’-5’-oligoadénylate par une 2-5A synthétase qui vont stimuler la RNase L
qui, a son tour, dégrade les ARNm présent dans la cellule; enfin les protéines Mx sont des
GTPases qui vont inhiber la synthése d’ARNm pendant la transcription virale (Stark et al., 1998).
Les IFN de type I produits par les pDC permettent aussi de stimuler la réponse cytotoxique des
cellules NK, d’induire une survie a long terme des lymphocytes T, d'induire la production d’'IFNy
et la différenciation Tn1, de promouvoir la différenciation et la maturation des mDC (Colonna et
al, 2004). De plus, les pDC sécretent d’autres cytokines comme le TNF-a qui entraine leur
maturation (Decalf et al., 2007), ou I'IL-6, qui en association avec les IFN de type [ stimulent la
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et la sécrétion d'immunoglobulines (Jego et

al, 2003). Lorsque les pDC sont stimulées par un virus, elles produisent également diverses
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chimiokines telle que le CCL2 (ou MCP-1), le CCL3 (MIP-1a), le CCL4 (MIP-1pB), le
CCL5 (RANTES), ou le CXCL10 (IP-10) permettant de recruter les cellules de I'immunité comme
les NK ou les lymphocytes T (Megjugorac, 2003).

La capacité des pDC a établir une réponse antivirale forte est basée sur 'expression des TLR7 et
TLRO. Les TLR représentent une famille de molécules transmembranaires conservée contenant
un ectodomaine riche en leucines (reconnaissant le PAMP), un domaine transmembranaire et un
domaine TIR (Toll/IL-1 Receptor), et comptent 10 membres chez I'étre humain (TLR1 a TLR10)
(Akira and Takeda, 2004). Les pDC expriment uniquement les TLR7 et TLR9, alors que les mDC
et MDDC (cellule dendritique dérivée de monocytes) expriment les autres TLR (Jarrossay et al.,
2001). Les TLR7 et TLRY, localisés dans les compartiments endo-lysosomaux, sont impliqués
dans la reconnaissance des acides nucléiques microbiens. Le TLR7 reconnait les ARN simples
brins riches en uridine ou guanosine des virus et les composés synthétiques comme I'imiquimod,
le R-848 et les analogues des guanosines. Le TLR9 reconnait les molécules d’ADN simple brin
contenant des motifs CpG non-méthylé, retrouvé fréquemment dans le génome des virus et
bactéries, et les oligodésoxynucléotides (ODN) a base de CpG. Aprés fixation de leur ligand
respectif, les TRL7 et 9 interagissent avec MyD88 qui contient un domaine TIR et un domaine DD
(Death Domain) et qui recrutent un ensemble de protéines menant a 'expression des génes de
I'IFN de type I, de cytokines (TNF-q, IL-6) et molécules de costimulation (CD80, CD86, CD40)
(figure 14) (Gilliet et al., 2008). La stimulation des pDC avec le CpG-A, qui est retenu au niveau
des endosomes précoces, entraine la production d’IFN de type I via I'IRF7, et I'utilisation du CpG-
B, qui traverse rapidement le systeme endosomal vers les endosomes tardifs et les lysosomes,
est responsable de la production des cytokines (TNF-a, IL-6) et de I'expression des molécules de
costimulation (CD80, CD86, CD40) via NF-kB (Nuclear Factor-k B), démontrant la régulation
spatiale de 'activation de ces genes (Honda et al.,, 2005a). Par ailleurs, le processus d’autophagie
est impliqué dans la détection du matériel génétique de certains virus présents uniquement
dans le cytoplasme (figure 14) (Lee et al,, 2007). De maniere générale, I'expression des IFN de
type I résulte de la phosphorylation de I'IRF3 (IFN Regulatory Factor), exprimé constitutivement
dans les cellules, qui va induire la transcription d’IFN-f. L'IFN-f3 va agir de maniére autocrine et
paracrine pour stimuler les génes de I'élément de réponse stimulé par les IFN (ISRE) permettant
la synthese de I'IRF7, qui sera ensuite phosphorylé et menera a l'expression complete de
I'ensemble des genes d'IFN-a (13 au total chez I'étre humain) (Marie et al., 1998; Sato, 2000). La
particularité des pDC est 'expression constitutive et forte d'IRF7 qui peut se relocaliser tres
rapidement au noyau lors d’'une stimulation par un virus, et ainsi induire une réponse rapide et
compléte d’'IFN de type I sans que la réplication virale n’ait eu lieu dans ces cellules (figure 14)

(Honda et al., 2005b; Izaguirre, 2003).
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Figure 14 : Voies d’activation des TLR dans les pDC.

Les pDC expriment le TLR7 et le TLR9 qui se situent dans le réticulum endoplasmique. Lors de
I’exposition a un virus ou des acides nucléiques, les TLR trafiquent vers les endosomes pour interagir
avec leurs agonistes (ARN ou ADN). Les TLR déclenchent alors une cascade de signalisation qui active
la production d’IFN de type | via le facteur de transcription IRF7 (Interferon-regulatory factor 7), et la

production de cytokines comme le TNF ou I'IL-6 ainsi que I'expression de facteurs de costimulation

(CD40, CD80, CD86) via les voies NF-kB ou MAPK (Mitogen-activated protein kinase). Dans ces
conditions, les facteurs IRF8 et IRF5 permettent de soutenir cette activation alors que le facteur IRF4
est inhibiteur. Les autophagosomes formés via ATG5 (Autophagy-related gene 5) sont probablement
impliqués dans le transfert d’acides nucléiques du cytosol vers les endosomes. BTK, Bruton’s tyrosine

kinase; IKKa, Inhibitor of NF-kB kinase a; IRAK, Interleukin-1-receptor-associated kinase; MyD88,
myeloid differentiation primary-response gene 88; OPN, osteopontin; PI3K, Phosphoinositide 3-
kinase; TAK1, Transforming-growth-factor-B-activated kinase 1; TRAF, Tumour-necrosis factor (TNF)

receptor associated factor; XBP1, X-box-binding protein. (modifiée d’aprés Gillietet al, 2008).

La réponse IFN de type I est toutefois régulée chez les pDC. D’abord, une étude a montré que la
stimulation des pDC avec le HSV (Herpes simplex virus) ou du CpG est suivie d'une période

réfractaire d’au moins 24 heures pendant laquelle les cellules ne produiront plus d’'IFN-a en
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réponse a une stimulation par un virus ou un agoniste des TLR (Ito, 2006). Ensuite, les pDC
expriment plusieurs molécules de surface impliquées dans la modulation de cette réponse.
BDCA-2 (lectine de type C spécifique des pDC) est la premiere a avoir été identifiée dans ce role
inhibiteur : un anticorps dirigé contre BDCA-2 inhibe la capacité des pDC a produire de I'I[FN de
type I en réponse aux ligands des TLR (Dzionek et al., 2001). Un autre récepteur spécifique des
pDC, ILT7 (Immunoglobuline-Like Transcript 7) est impliqué dans l'inhibition de la production
des IFN de type I par les pDC (Gilliet et al., 2008). BDCA-2 et ILT7 s’associent tous les deux a la
chaine y2 des RFc portant un motif ITAM qui relie un signal intracellulaire similaire au BCR
impliquant les protéines tyrosine kinases comme Syk. L’activation de cette voie similaire a BCR
supprime la production d’IFN de type I en bloquant la voie de signalisation des TLR7 et 9, sans
que le mécanisme précis ne soit connu (Cao et al., 2007; Gilliet et al., 2008). De plus, le RFcylla
(CD32a), présent a la surface des pDC, porte également un motif ITAM, et a été impliqué dans
une diminution de la production d’IFN de type I suite a la fixation d’IgG. Néanmoins, lorsque des
IgG de patients atteints de lupus érythémateux disséminé sont en complexe avec des acides
nucléiques, la fixation des complexes immuns sur les pDC provoque une production d’IFN de
type I (Bave et al,, 2003). Enfin, un anticorps dirigé contre la lectine de type C DCIR, présente a la
surface des pDC, est capable d’induire une diminution modeste des capacités de sécrétion des
IFN de type I en réponse a une stimulation des TLR9 (Meyer-Wentrup et al., 2008), peut-étre via
le recrutement de phosphatases par le motif ITIM de DCIR qui pourraient inhiber la voie TLR9

par déphosphorylation.

3.5.2 La présentation antigénique

En plus de leur activité sécrétoire, les pDC activées subissent la maturation caractérisée par des
changements phénotypiques, comme l'acquisition d'une morphologie avec dendrites,
I'augmentation de l'expression du CMH et des molécules de co-stimulation (CD86, CD40)
permettant a ces cellules d’engager et d’activer les lymphocytes T naifs et mémoires (Colonna et
al, 2004; Liu, 2005). Les molécules associées aux pathogénes, ainsi que les signaux
inflammatoire vont induire I'accumulation des pDC dans les tissus émettant ces signaux et dans
les ganglions drainants. Par exemple, les pDC se relocalisent a la muqueuse vaginale de souris
infectées par le HSV-2 (Lund et al., 2006). Les pDC entrent généralement dans les ganglions
lymphatiques par le HEV (Grouard et al., 1997), et chez la souris, trés peu de pDC semblent
migrer du tissu vers les ganglions lymphatiques, sauf dans une phase tres tardive de l'infection
(GeurtsvanKessel et al., 2008). Les pDC seraient simultanément recrutées au niveau du site
d’'inflammation et des ganglions lymphatiques afin de créer un environnement pro-

inflammatoire via la sécrétion de cytokines et la présentation antigénique.
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Plusieurs études ont montré que les pDC présentent les antigenes endogénes efficacement via le
CMH 1 et II, que ces antigenes soient constitutifs ou dérivés de virus infectant les pDC
(Fonteneau et al, 2004; Young et al, 2008). Ces études confirment que la machinerie de
présentation des pDC est fonctionnelle et produit des molécules de CMH I et Il chargées avec des
peptides. La présence de peptides endogenes sur le CMH II pourrait étre le résultat du
mécanisme d’autophagie précédemment mentionné (Lee et al, 2007). Toutefois, les pDC
semblent ne pas étre efficace dans la présentation de peptides exogenes, a la différence des mDC
qui possedent une forte activité d’endocytose, maintiennent longtemps le complexe peptide-
CMH II a leur surface et font la présentation croisée (cross-presentation) permettant de délivrer
les antigénes exogenes via le CMH 1. Les études menées sur la capacité d’endocytose des pDC
sont contradictoires, pour certains ces cellules ne peuvent pas faire la phagocytose (Grouard et
al, 1997), alors que des études récentes suggerent que ces cellules possedent cette fonction
(Hoeffel et al,, 2007; Ochando et al,, 2006). En revanche, les pDC capturent les protéines solubles
efficacement, par des mécanismes de micropinocytose ou via des récepteurs de surface (de Heer,
2004; Young et al,, 2008). En effet, plusieurs études ont montré qu'un anticorps couplé a un
antigéne et dirigé contre les lectines de type C comme BDCA-2 ou DCIR, provoque I'endocytose
du complexe lectine-anticorps-antigéne, la transformation et la présentation de cet antigéne
(Dzionek et al., 2001; Jaehn et al,, 2008; Meyer-Wentrup et al., 2008). De méme, la fixation d'un
complexe immun sur le RFcylla (CD32a) induit I'internalisation du complexe, et la présentation
de ces antigenes par le CMH II (Benitez-Ribas, 2006). A la différence des mDC, la maturation des
pDC n’entrainent pas l'inhibition de l'expression de CIITA (MHC Class II Transactivator)
permettant a de nouvelles molécules de CMH II d’étre synthétisées, entrainant le recyclage des
anciennes présentes a la surface de la cellule (Villadangos and Young, 2008). Les pDC ne sont pas
capables de maintenir des complexes peptides-CMH II dans le temps (Young et al., 2008), ce qui
pourrait leur permettre de continuellement mettre a jour les informations antigéniques pour les
nouveaux lymphocytes T arrivant au niveau des sites d'infection ou d’inflammation. Enfin, la
capacité des pDC a réaliser la présentation croisée a été mise en évidence dans une étude chez la
souris in vitro et in vivo (Mouries et al., 2008) et chez I'étre humain, in vitro uniquement, en
utilisant des lipopeptides, des corps apoptotiques ou des particules virales (Di Pucchio et al,,

2008; Hoeffel et al., 2007).

De plus, plusieurs études montrent que les pDC peuvent induire la tolérance des lymphocytes T,
notamment via I'induction de lymphocytes T régulateurs. Chez les souris déplétées en pDC,
I'administration d’antigéne OVA par voie aérienne déclenche les caractéristiques de I'asthme,
alors que les souris non-déplétées développent une tolérance a I'antigéne (Goubier et al., 2008).
Le potentiel tolérogene des pDC a également été démontré dans un modeéle de transplantation

cardiaque ou la déplétion des pDC, ou le blocage de la migration des pDC vers les ganglions
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lymphatiques, a inhibé la génération de lymphocytes T régulateurs et compromis la survie du

greffon (Ochando et al,, 2006).

4 Les cellules dendritiques plasmacytoides et le VIH-1

4.1 L’infection par le VIH-1 affecte la population de pDC

4.1.1 Au niveau du sang

Tres tot lors de I'apparition de I'épidémie de VIH, des études ont montré une forte incapacité des
PBMC des patients a produire de 'lFN-a en réponse a une stimulation par le HSV (Lopez et al,,
1983; Siegal et al,, 1986), et cette incapacité a produire 'l[FN-a a été associée avec, et prédictive
de la survenue d’infections opportunistes (Siegal et al.,, 1986). L’identification des pDC comme
étant les cellules responsables de la majeure partie de la production d’IFN-a a permis de
montrer une déplétion de ces cellules dans le sang périphérique de patients infectés par le VIH-1
(Donaghy et al,, 2001; Feldman et al., 2001; Pacanowski et al., 2001; Soumelis et al., 2001). Dans
ces études, le nombre de pDC a été corrélé avec le nombre de lymphocytes T CD4 circulants,
et/ou inversement corrélé avec la charge virale. En plus de la perte numérique, la capacité des
pDC a produire de I'lFN-a chez les patients présentant un tres faible nombre de lymphocytes T
CD4 (<200/uL) et une virémie élevée était diminuée comparé aux individus non infectés ou aux
individus infectés ayant un nombre de lymphocytes T CD4 élevé et une virémie faible (Feldman
et al, 2001). Les études portant sur la phase aigiie de I'infection ont également permis de mettre
en évidence une diminution du nombre de pDC circulantes (Kamga et al., 2005; Killian et al,,
2006; Sabado et al., 2010). Cette derniére étude démontre que la diminution du nombre de pDC
dans le sang intervient trés t6t dans la phase aigiie de l'infection par le VIH-1 (Sabado et al,
2010). Par ailleurs, les thérapies antirétrovirales (ART) ont certes démontré un effet bénéfique
dans la reconstitution du nombre et de la fonction des pDC chez les patients infectés, mais les
études divergent sur le degré partiel ou complet de cette reconstitution (Chehimi et al., 2007;
Kamga et al., 2005; Killian et al., 2006; Siegal et al., 2001). Les conditions de mise sous thérapie
ART pourraient étre décisives, les patients ayant recu un traitement tres tot (Kamga et al., 2005)
ou ayant une charge virale faible a l'initiation du traitement (Chehimi et al.,, 2007) montrent en
effet une meilleure reconstitution des pDC. Chez les LTNP, le role protecteur des pDC dans la
progression de l'infection par le VIH-1 a longtemps été suggéré puisque des taux normaux de
pDC circulantes ont été retrouvés chez ces patients (Soumelis et al., 2001). De méme, une étude
montre que le nombre de pDC circulantes chez les élites contrdleurs est maintenu au niveau de
celui retrouvé chez les individus sains, comparé aux individus infectés avec ou sans traitements

ART (Machmach et al., 2012). Mais une autre étude observe un taux de pDC circulantes chez les
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LTNP et élite controleurs inférieur aux individus sain et similaire aux individus infectés

progresseurs (Sabado et al., 2010).

4.1.2 Au niveau des organes lymphoides

L’origine de la déplétion et de la perte de fonctionnalité des pDC circulantes fait 'objet de
recherches aux résultats parfois divergents. Pour expliquer la diminution du nombre de pDC
circulantes certaines études suggerent une redistribution rapide des pDC au niveau des organes
lymphoides comme observé chez les macaques infectés par le SIV (Brown et al., 2009; Malleret
et al., 2008) et chez les patients infectés par le VIH-1 (Dillon et al., 2008). Les pDC s’accumulent
également au niveau de la rate chez les patients infectés chroniquement par le VIH-1
(Nascimbeni et al., 2009). Bien que les pDC se redirigent vers les organes lymphoides
secondaires, les études portant sur le devenir de ces cellules présentent des résultats opposés.
Certaines études montrent que les pDC sont présentes en nombre égal ou plus important dans
ces organes comparé a des individus sains dans le cas du SIV (Malleret et al,, 2008) et du VIH-1
(Dillon et al., 2008; Lehmann et al.,, 2010), et a I'inverse, des études montrent que le nombre de
pDC va diminuer dans ces organes aussi bien chez le singe (Brown et al., 2009) que chez I'étre
humain (Biancotto et al., 2007). Dans le cas du singe, 'apparente diminution du nombre des pDC
dans ces tissus est le résultat d’'une mobilisation accrue des pDC aux ganglions lymphatiques et
de 'augmentation du taux de mortalité des pDC (Brown et al.,, 2009). Chez I’étre humain, une
augmentation du taux de mortalité des pDC a également été observée au niveau des ganglions

lymphatiques (Lehmann et al,, 2010).

La raison de la diminution du nombre de pDC chez les patients virémiques n’est pas encore
éclaircie et pourrait étre due a un ou plusieurs mécanismes tels que I'exposition des pDC au VIH-
1 ou a des cellules infectées par le VIH-1, I'infection des pDC par le VIH-1, ou un effet conséquent

a la dérégulation de I'hématopoiese et du systéme immunitaire.
4.2 Effet du VIH sur l'activité des pDC
4.2.1 La production d’IFN-a induite par le VIH-1

4.2.1.1 Invitro

La production d’IFN-a par les pDC incubées avec le VIH-1 repose sur un mécanisme
d’endocytose amenant la particule virale dans des compartiments endo-lysosomaux, puisque la
production d’'I[FN-a est inhibée par l'utilisation d’inhibiteur de la macropinocytose, d'inhibiteur
de l'endocytose par clathrine, et d’inhibiteur de l'acidification des vésicules d’endocytose

(Beignon et al., 2005). L’endocytose du VIH-1 et la production d’'IFN-a par les pDC est en partie
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dépendante de l'affinité de la gp120 pour le CD4, mais pas pour le corécepteur (Haupt et al,,
2008; Herbeuval et al., 2005b; Pritschet et al., 2012). Toutefois, en saturant les pDC avec un
anticorps anti-CD4, I'endocytose du VIH-1 n’est pas complétement inhibée (Haupt et al,, 2008;
Pritschet et al,, 2012), suggérant la participation d’autres molécules dans la reconnaissance du
VIH-1, comme par exemple BDCA-2 qui est capable de fixer la gp120 (Martinelli et al., 2007). La
voie qu'emprunte le VIH-1 apres endocytose fait actuellement débat, puisqu’'une étude montre
que du pseudovirus fluorescent (GFP) se trouve préférentiellement dans les endosomes
précoces des pDC (O’Brien et al., 2011) alors qu’une autre étude montre que du virus primaire se

retrouve autant dans les endosomes précoces que tardifs (Pritschet et al,, 2012).

Le traitement des pDC avec un inhibiteur des TLR7 et 9 interrompt la production d'IFN-a en
présence de VIH-1 (Beignon et al,, 2005; Hardy et al,, 2007). Le TLR7 pourrait étre prépondérant
par rapport au TLR9 dans l'induction de cette réponse IFN-a, comme le suggérent les
expériences de compétition et les essais sur lignées cellulaires exprimant uniquement le TLR7
ou le TLRY (Beignon et al., 2005). La production d'IFN-«a via le TLR7 est probablement favorisée
par l'inhibition spécifique de la stimulation du TLR9 par la gp120 (Martinelli et al., 2007). Dans
I’étude montrant que le VIH-1 est restreint aux endosomes précoces, I'incubation des pDC avec
le virus induit une production prolongée d'IFNa et le développement d'un phénotype
partiellement mature, suggérant que la voie NF-kB associée aux endosomes tardifs n’est pas
impliquée. Dans ces conditions, la restimulation des pDC avec le VIH-1 provoque la production

d’IFNa mais pas la production de TNF-a ou d’IL-6 (O’Brien et al., 2011).

4.2.1.2 Exvivo et in vivo

Comme évoqué précédemment, les premieres études sur les patients infectés par le VIH-1 ont
montré que la stimulation de leurs PBMC avec le HSV ne provoque qu’'une faible production
d’'IFN-a, pouvant étre expliquée par la diminution du nombre de pDC circulantes. En effet,
plusieurs études montrent que les pDC des patients restent capables de produire de I'IlFN-a en
réponse a un stimulus des TLR. Chez les patients en phase aigiie de l'infection par le VIH-1, les
pDC isolées sont toujours capables de répondre a un agoniste du TLR7 en produisant de I'lFN-a
et d’autres cytokines, ainsi qu’en exprimant les marqueurs de co-stimulation (Sabado et al,,
2010). Les études menées sur les pDC circulantes de patients infectés en phase chronique
montrent que méme dans la phase avancée de la maladie, les pDC restent la population de
cellules exprimant le plus 'ARNm de I'lFN-a (Lehmann et al., 2008). Les pDC de patients
interrompant brievement leur traitement ART ont une capacité réduite a produire de I'l[FN-a en
réponse a un agoniste du TLR9 ou a du VIH-1, comparé aux patients restant sous traitement
(Tilton et al., 2008). Mais les pDC de ces patients montrent une augmentation de I'expression des

genes de la réponse aux IFN de type I suggérant que cette incapacité des pDC a produire de
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I'IFN-a¢ ex vivo ne serait pas due a une déficience des cellules mais plutét a une période
réfractaire suite a la stimulation in vivo par le VIH-1 (Ito, 2006; Tilton et al., 2008). Dans le
modele pathogéne d’infection par le SIV, 'analyse longitudinale des singes montre que 35 jours
apres l'infection, la production d’IFN-a rapportée au nombre de pDC est fortement diminué
quand les cellules sont stimulées avec le HSV ou le SIV. Puis, 9 mois apres l'infection, les pDC
produisent une quantité d’IFN-a similaire a celle observée avant I'infection en réponse au HSV,
mais la reconstitution de cette réponse IFN-a n’est pas totale lorsque les cellules sont stimulées

avec le SIV (Malleret et al., 2008).

La production d'IFN-a par les pDC in vivo a été évaluée dans différents organes. Dans un modeéle
de greffe de thymus humain chez la souris, les pDC présentes dans le thymus produisent de
I'IFN-a lorsque le VIH-1 est injecté a 'animal (Gurney et al., 2004). Chez des patients infectés, les
pDC retrouvées au niveau de ganglions lymphatiques produisent une quantité plus élevée d’IFN-
o comparé aux pDC d’individus sains (Lehmann et al., 2010). Dans une étude menée chez les
patients infectés et atteints de purpura thrombopénique, 'analyse par microscopie des pDC
présentes au niveau de la rate montre que ces pDC ne seraient pas responsables de la majeure
partie de la production d'IFN-a dans ce tissu (Nascimbeni et al., 2009). Ces résultats ne sont pas
incohérents, puisque, chez la souris, la production de TGF (Transforming Growth Factor)- au
niveau de la rate inhibe les pDC activées par un virus, en réduisant notamment leurs fonctions

de production d’'[FN-a (Li et al., 2008).

4.2.2 Effet du VIH sur la production d’autres cytokines et I'état
d’activation des pDC

En présence du VIH-1, de nombreuses études montrent que les pDC produisent d’autres
cytokines et chimiokines. In vitro, les pDC d’individus sains incubées avec du VIH-1 produisent
de I'[L-6, du MIP-1a et du TNF-a (Beignon et al., 2005; Fong et al., 2002; O’Brien et al,, 2011),
sauf dans le cas d’'une étude rapportant que l'incubation de pDC avec le VIH ne provoque pas la
production de TNF-a (Smed-Sorensen et al., 2005). Chez les patients infectés en phase aiglie, les
pDC produisent également ces trois molécules lorsqu’elles sont incubées avec un agoniste des

TRL7 ou avec du VIH-1 (Sabado et al., 2010).

L’état d’activation et de maturation des pDC en présence du VIH est plus discuté. Des études
menées in vitro font état d’'une expression forte des marqueurs CD80, CD86 et CD83 (Beignon et
al, 2005; Fonteneau et al.,, 2004; Martinson et al., 2009), quand d’autres ne montrent qu’'une
expression faible ou modérée de ces marqueurs (Smed-Sorensen et al.,, 2005), voire méme une
absence totale de ces marqueurs (O'Brien et al,, 2011). Chez les patients en phase aigiie de la

maladie, I'incubation des pDC ex vivo avec le VIH-1 entraine une faible expression du CD40, CD86
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et du CCR7 a la surface des cellules (Sabado et al., 2010). Les études portant sur les pDC
circulantes de patients en phase asymptomatique montrent un niveau de base d’expression du
CD86 plus élevé que chez les individus sains (Martinson et al.,, 2007). Au niveau des ganglions
lymphatiques des patients, les pDC expriment plus fortement le CCR7 (responsable de la
migration des pDC vers les ganglions lymphatiques) et ces cellules présentent un profil
d’activation anormal en exprimant le CD40 mais pas le CD83 ou CD86 (Dillon et al., 2008;
Lehmann et al.,, 2010). En dehors de I'activation des pDC par la stimulation des TLR, une étude a
montré que la protéine de matrice du VIH-1 (p17) est capable d’induire, via un récepteur non
identifié, I'expression de CCR7 a la surface des pDC sans qu’elles expriment le CD80, CD86 ou

CD83 (Fiorentini et al., 2008).

4.3 Role des pDC dans l'infection par le VIH-1

4.3.1 Infection productive des pDC par le VIH-1

Les pDC expriment fortement le CD4, le CCR5 et le CXCR4 a leur surface (Fong et al., 2002;
Patterson et al., 2001; Penna et al., 2001). Les études in vitro ont permis de montrer la présence
du provirus du VIH-1 (Patterson et al., 2001) et la production de la capside du virus (p24)
(Smed-Sorensen et al., 2005) dans les pDC incubées avec le VIH-1 de tropisme R5 ou X4. Le
surnageant de pDC infectées est capable d’infecter des lymphocytes T CD4 (Schmidt, 2004) ou
des lignées susceptibles (Patterson et al,, 2001) démontrant que le VIH-1 se réplique dans les
pDC. La viabilité des pDC est inaltérée en présence de VIH-1 (Fong et al,, 2002). L’infection des
pDC par un virus VIH-1 infectieux, un virus VIH-1 AT2 (virus inactivé dont la structure
tridimensionnelle reste integre), ou l'exposition des pDC a I'I[FN-a ne provoque aucun effet
cytotoxique sur ces cellules et stimule leur métabolisme (Hardy et al., 2007). L'IFN-« est, en effet,
capable de permettre la survie des pDC (Ito et al., 2001). En revanche, une étude montre que les
pDC entrent en apoptose ou en nécrose lorsqu’elles sont cultivées avec une lignée cellulaire
infectée par le VIH-1, via un phénomene dépendant de la fusion des pDC avec ces cellules

infectées (Meyers et al., 2007).

In vivo, les pDC circulantes isolées a partir de patients infectés par le VIH-1 présentent
également le provirus du VIH-1 a une fréquence similaire a celle des lymphocytes T CD4
(Donaghy, 2003). Et, une autre étude démontre que lorsqu’un traitement ART est en place, les
pDC du sang ne portent plus le VIH-1, indiquant que les pDC circulantes ne constituent pas un
réservoir majeur du VIH-1 (Otero et al., 2003). Toutefois, au niveau de tissus, des pDC infectées
par le VIH-1 (positives pour la protéine de capside CA p24) ont été retrouvées dans les tonsilles
de patients (Fong et al,, 2002). Dans le modele de thymus humain greffé chez la souris, les pDC

sont également infectées de maniere productive par le VIH-1 (Gurney et al., 2004).
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De plus, les pDC sont capables de transférer le VIH-1 aux lymphocytes T CD4 in vitro. Des études
ont montré que des pDC, infectées de maniére productive par le VIH-1, transférent le VIH-1 aux
lymphocytes T CD4 (Fong et al., 2002; Lore, 2005), et que ce transfert est plus efficace vers les
lymphocytes T CD4 reconnaissant un antigene présenté par les pDC (Lore et al.,, 2005). De méme

les pDC provenant du thymus peuvent transférer le VIH-1 aux thymocytes (Evans et al,, 2011).

L’ensemble de ces travaux montre que les pDC constituent une population de cellules cibles pour

le VIH-1 et que les pDC pourraient participer a la dissémination du virus lors de I'infection.

4.3.2 Les fonctions des pDC dans l'infection aigiie et chronique par le
VIH-1

L’effet bénéfique ou préjudiciable de la réponse immunitaire mise en place par les pDC tout au
long de 'infection par le VIH-1 est controversé. En effet, dés la transmission du virus, le réle des
pDC est ambigu. Les études s’appuyant sur le modele d’infection du singe ont montré qu’au
repos un faible nombre de pDC est présent au niveau des muqueuses. Puis, au moment de la
transmission du virus, un nombre important de pDC migre tres tot au site d’infection au niveau
de la muqueuse notamment via la forte production de MIP3-a par les cellules épithéliales (Li et
al, 2009). Les pDC vont alors produire des IFN de type I aux propriétés antivirales, et des
chimiokines comme MIP-1a et MIP-13 qui sont capables de bloquer 'entrée du virus dans les
cellules cibles en bloquant le corécepteur CCR5 (Piacentini et al., 2009). La mise en place d’une
réponse innée locale rapide et forte est probablement en partie responsable de la faible
probabilité de transmission du VIH-1, généralement estimé entre 1 sur 100 a 1 sur 1000 selon la
charge virale et le partenaire (Moir et al, 2011). Paradoxalement, cette réponse innée
inflammatoire pourrait en méme temps faciliter la transmission, puisque les chimiokines comme
MIP-1a/f permettent de recruter des lymphocytes T CD4 mémoires (Li et al, 2009). Ce
processus transforme la sous-muqueuse en un environnement riche en lymphocytes T CD4,
augmentant le nombre de cibles principales du virus et favorisant la transmission cellule a
cellule du virus. Cet afflux de cellules de 'immunité facilite également la dispersion locale du
virus au-dela du site de transmission. L’augmentation de la susceptibilité a I'infection par le SIV a
cause de la présence de cellules cibles en grand nombre au niveau de la muqueuse est aussi
retrouvé dans les cas d’'ulcération du tissu ou de l'infection par d’autres pathogénes comme le

HSV-2 (Haase, 2011).

Le role potentiellement néfaste des IFN de type I est souligné par la comparaison des modeles
d’infection pathogéne et non-pathogéne du SIV. Chez les singes verts ou les sooty-mangabey
(modéles non-pathogenes) la production d’IFN de type I est forte pendant la phase aigiie, avec

une intensité comparable a celle observée chez le macaque (modele pathogene), toutefois
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I'activation de la réponse IFN est rapidement controlée dans le modéle non-pathogene alors que
cette production d’IFN-a persiste de facon chronique dans le modéle pathogéne (Bosinger et al.,
2009; Diop et al,, 2008; Harris et al., 2010; Jacquelin et al., 2009). Une seule étude portant sur le
sooty-mangabey suggére une déficience dans le géne de I'IRF7 dans cette espece (Mandl et al,
2008), permettant de supposer qu’en absence de production d’'IFN-q, I'activation immunitaire ne
se produit pas. Mais une étude récente permet de faire une hypothése différente en montrant
qu’a la différence du singe vert, le recrutement accru des pDC aux ganglions lymphatiques avec
la mise en place d'un environnement inflammatoire serait associé au développement de la
maladie chez le macaque (Campillo-Gimenez et al., 2009). Chez I'étre humain, une étude a
montré que la production d’'IFN-a est associée a la progression de 'infection. Chez les femmes,
qui progressent plus rapidement vers la phase SIDA, la stimulation des TLR par des ligands
dérives du VIH-1 entraine une plus forte production d’IFN-a que chez les hommes (Meier et al.,
2009), sans que cette différence n’apparaisse pour le TRL9Y, ou la production de TNF-a. Ces
études suggerent que la production des IFN de type durant la phase aigiie ne serait pas
préjudiciable, mais qu'un lien entre la chronicité de la production des IFN de type I et la
progression vers la maladie pourrait exister sans démontrer si 'lFN produit est la cause ou la

conséquence de cet effet pathogene.

Plusieurs études ont recherché les effets des IFN de type I sur l'ensemble du systéme
immunitaire au cours de l'infection par le VIH-1, aboutissant a des conclusions partagées entre

des effets bénéfiques et néfastes.

4.3.2.1 Les effets bénéfiques des pDC sur la réplication virale du VIH-1

Les effets positifs des IFN de type I sécrétés par les pDC reposent principalement sur 'activité
antivirale de ces molécules. Une étude a montré, in vitro, que les cellules épithéliales peuvent
stimuler la synthése d’IFN-a par les pDC et que l'incubation de ces pDC avec une lignée en
contact avec le VIH-1 inhibe l'infection des cellules, suggérant que des la transmission, les pDC
seraient en mesure d’inhiber la réplication du VIH-1 (Rodriguez Rodrigues et al, 2011).
Plusieurs études démontrent I'effet inhibiteur de I'lFN-a produit par les pDC sur la réplication
du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4 (circulants ou tissulaires), puisque le blocage de I'lFN-a
avec des anticorps, ou la déplétion des pDC du milieu de culture entraine une augmentation de la
réplication du virus (Audige et al., 2006; Gurney et al, 2004; Schmidt et al., 2005). L’effet
antiviral de I'IFN-a est renforcé par l'induction de l'expression du facteur de restriction
APOBEC3G (voir 2.4.3.4 ci-dessus) par diverses cellules comme les pDC elles-mémes, les
macrophages ou les lymphocytes T CD4 (Chen et al.,, 2006; Peng et al., 2006; Wang et al., 2008).
Cette stimulation de l'expression d’APOBEC3G par les IFN de type I permettrait d’inverser
I’équilibre avec l'activité de dégradation d’APOBEC3G par la protéine virale Vif (Peng et al,,
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2006). Chez les patients infectés par le VIH-1, les pDC purifiées sont capables d’inhiber la
réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4 autologues. L'inhibition induite par les pDC
d’individus sains est similaire a celle observée avec les pDC de patients ayant une forte virémie
ou ceux sous traitement ART, suggérant que les individus ayant une faible virémie possedent des
pDC qualitativement différentes (Meyers et al., 2007). De méme, les pDC des individus élite
controleurs inhibent plus efficacement la réplication du VIH-1 dans une lignée cellulaire, et
induisent une plus forte apoptose de ces cellules infectées, comparé aux pDC des individus

virémiques (Machmach et al., 2012).

Plusieurs études ont été menées pour déterminer l'effet de 'administration d’IFN-a sur la
progression de la maladie. Dans le modele pathogeéne du SIV, 'administration d’'IFN-a humain a
des macaques n’a pas permis de diminuer le taux plasmatique d’ARN viral (Asmuth et al., 2007).
Chez I’étre humain, 'administration d'IFN-a a permis de réduire le taux plasmatique d’ARN viral,
mais n’a pas eu d’effet bénéfique sur le taux de lymphocytes T CD4 circulants (Skillman et al.,
1996). En 1988, des patients en phase asymptomatique ont été traités avec de I'IFN-q, et,
récemment, ces travaux ont fait I'objet d'une nouvelle analyse permettant de mettre en évidence
une diminution significative du taux plasmatique d’ARN viral sans que le taux de lymphocytes T

CD4 ne varie ou que la progression de la maladie soit freinée (Tavel et al., 2010).

Les IFN de type I sont capables d’inhiber la réplication du virus in vitro et in vivo, mais cet effet

ne semble pas suffisant pour enrayer la progression de la maladie.

4.3.2.2 Les effets néfastes des pDC sur les cellules de I'immunité dans

I'infection par le VIH-1

En s’intéressant de plus pres aux différents effets de I'I[FN-a, des études se sont orientées vers la
piste de I'apoptose et du TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand). Le TRAIL et ses cinq
récepteurs cellulaires constituent un systeme de régulation des réponses apoptotiques
intracellulaires. Brievement, le TRAIL peut se fixer sur les récepteurs DR4 (TRAIL-R1) ou DR5
(TRAIL-R2) pour induire 'apoptose, ou sur les récepteurs DcR1 (TRAIL-R3), DcR2 (TRAIL-R4)
qui n’induisent pas de signal (récepteur leurre) ou un récepteur soluble appelé OPG
(Osteoprotegerin). Plusieurs études montrent que I'IFN-a produit par les pDC en réponse au
VIH-1 induit, in vitro, 'expression de TRAIL membranaire a la surface des lymphocytes T CD4 et
des pDC elles-mémes (Hardy et al, 2007; Herbeuval et al.,, 2005b). Les pDC exprimant le TRAIL
sont capables d’induire 'apoptose sur une lignée sensible exprimant le DR5 (Hardy et al., 2007).
De plus, la fixation du VIH-1 aux lymphocytes T CD4 entraine une augmentation de 'expression
du récepteur aux TRAIL DR5 sur ces cellules in vitro (Herbeuval et al, 2005a). Néanmoins

I'ensemble des études menées in vivo rapportent des résultats contradictoires sur les
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mécanismes précis mis en jeu dans ce phénoméne d’apoptose. Les études s’accordent sur
I'expression de la protéine ou de TARNm du TRAIL a la surface des pDC circulantes ou sur les
cellules présentes dans les tissus lymphoides (Herbeuval et al, 2006; Stary et al, 2009).
L’expression des transcrits du récepteur DR5 est augmentée dans lymphocytes T CD4 circulants
et dans les cellules des amygdales (Herbeuval et al., 2005a; Herbeuval et al., 2006). Ces travaux
montrent que chez les patients sous traitement ou chez les patients non-progresseurs,
I'expression du TRAIL et de son récepteur sont diminués probablement parce que la diminution
de la virémie entraine une diminution de 'activation (Herbeuval et al., 2005a ; Stary et al., 2009).
De plus, une étude montre que, chez les patients infectés, la diminution de la survie des
lymphocytes B mémoires implique I'expression du TRAIL a la surface de ces cellules (van
Grevenynghe et al., 2011). La stimulation de I'expression du TRAIL et de ces récepteurs par
I'IFN-a et le VIH-1 pourrait faciliter 'apoptose des lymphocytes T CD4 infectés mais aussi des
lymphocytes T CD4 non infectés et exposés au VIH-1 ainsi que des lymphocytes B mémoires,

contribuant ainsi a la progression de la maladie.

Toutefois, les IFN de type [ sont capables d’induire des signaux forts de survie et de prolifération
pour les lymphocytes T CD4, et, plus particulierement, I'apoptose des lymphocytes T CD4 de
patients infectés par le VIH-1 a été inhibée par I'IFN-a in vitro (Rodriguez et al., 2006). Les
lymphocytes T CD4 activés de patients non traités montrent une activité transcriptionnelle bien
plus forte pour les genes stimulés par les IFN et pour les génes associés au cycle cellulaire
comparé aux individus sains (Sedaghat et al., 2007), suggérant que les IFN de type I sont
impliqués dans la prolifération des lymphocytes T CD4 de ces patients infectés. Bien que
I'infection par le VIH-1 se caractérise par une déplétion massive en lymphocytes T CD4, une
étude a montré que la proportion de lymphocytes T CD4 effecteur activé est augmentée au
niveau des ganglions lymphatiques des patients (Biancotto et al, 2007). Ainsi, ces travaux
suggerent que I'IFN-a produit par les pDC serait néfaste en stimulant continuellement
'activation et la différenciation des lymphocytes T CD4 en cellules effectrices a courte durée de

vie.

L’activation et le dysfonctionnement des lymphocytes T induits par les pDC a aussi été montré
via un mécanisme dépendant de I'IDO (Indoleamine-pyrrole 2,3-dioxygenase). Cette enzyme
catalyse la dégradation du tryptophane en kynurenine, altérant les capacités de prolifération et
d’activation des lymphocytes T. L'IDO est produite par les pDC lorsqu’elles sont incubées avec le
VIH-1 et permet d’inhiber la prolifération des lymphocytes T CD4 (Boasso et al., 2008; Boasso et
al, 2007; Martinson et al, 2009). De plus les taux plasmatiques d’IDO sont élevés chez les
patients infectés par le VIH-1 (Boasso and Shearer, 2008). Plus précisément, la production d’'IDO

par les pDC activées induit la différenciation des lymphocytes T CD4 naifs en lymphocytes T
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régulateurs qui vont alors inhiber les lymphocytes T effecteurs (Manches et al., 2008), et cette

régulation limiterait la réponse immunitaire anti-VIH-1.

En résumé, les pDC et la production d’IFN de type I pourrait étre cruciale lors de la transmission
et de la phase aigiie de l'infection pour diminuer la réplication du VIH-1, mais a terme
I'activation chronique des pDC (IFN de type I, TRAIL, IDO) favoriserait la progression vers la

maladie en modulant '’homéostasie de la population lymphocytaire.

5 Lalignée cellulaire de pDC : les cellules GEN2.2

Les pDC sont des cellules circulantes représentant moins de 0.5 % des PBMC. Bien que les
techniques permettant de les purifier soient de plus en plus performantes, le faible nombre de
pDC isolées par poche de sang représente une contrainte dans I’étude de leurs fonctions. Les
travaux effectués sur les leucémies caractérisées par des cellules CD4+ CD56+ ont permis de
montrer que ces cellules dérivent des pDC . En effet, mis a part I'’expression du CD56, leurs
phénotype est trés proche de celui des pDC. Elles sont notamment CD3-, CD14-, CD19-, CD11c;,
mais CD45RA*, CD4+, CD123+* (récepteur de I'lL-3), HLA-ABC* et HLA-DR-". Elles n’expriment pas
le CD16 (RFcylll) ni le CD64 (RFcyl). Les marqueurs de co-stimulation CD80 et C86, ainsi que le
CD40 peuvent étre induit aprés plusieurs jours de culture avec de I'IL-3 ou du CD40L (Chaperot
et al, 2001). L’étude de ces cellules a permis d’obtenir une lignée cellulaire de pDC appelée
GEN2.2 (GEN désignant le nom du patient dont les cellules tumorales proviennent), décrite sous
le brevet européen EP1572989 et déposée au CNCM (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes, Paris) sous le code 1-2938. La prolifération de cette lignée GEN2.2 est
dépendante de la présence de fibroblastes murins MS-5 (Murine Stromal 5) préalablement
irradiés. En plus de présenter un phénotype identique aux cellules malignes décrites
précédemment, cette lignée GEN2.2 exprime BDCA-2, BDCA-4, et les récepteurs au chimiokines
CCRS5 (expression faible) et CXCR4 (expression forte) (Chaperot et al,, 2006). Par ailleurs, la
lignée GEN2.2 exprime les récepteurs du TRAIL DR4 et DRS5, et est sensible a I'apoptose induite
par le TRAIL (Blum et al., 2006). De plus, I'incubation des cellules GEN2.2 avec le virus de
I'influenza induit, en 4 heures, 'expression du TRAIL a la surface de ces cellules qui deviennent
capable d’induire la mort d’'une lignée tumorale épithéliale. L’expression de TRAIL par cette
lignée est aussi obtenue avec des agonistes des TLR7 ou TLR9 (Chaperot et al, 2006).
L’incubation de cette lignée avec un agoniste du TLR7 ou avec le VIH-1 induit la production
d’IDO par les cellules GEN2.2 (Manches et al., 2008). Par contre, les études portant sur la
production d’IFN-a par la lignée GEN2.2 suggerent que ces cellules ne sont pas capables de
produire la cytokine antivirale en quantité aussi importante que les pDC primaires. En effet, une

étude rapporte qu'avec 300 ng équivalent p24 de VIH-1, les GEN2.2 produisent environ 200
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pg/mL d’IFN-a (Manches et al,, 2008), alors qu’avec cette méme quantité de VIH-1, une étude
menée sur les pDC primaires observent une production 35 fois supérieure d'IFN-a (environ
7000 pg/mL) (Beignon et al,, 2005). Cependant, dans une autre étude, les cellules GEN2.2 se sont
révélées incapables de produire de I'lFN-a en réponse au VIH-1 libre, alors qu’elles ont produit
de I'lFN-a lorsqu’elles étaient incubées avec le virus de I'influenza ou incubées avec des cellules

préalablement infectées par le VIH-1 (Lepelley et al., 2011).
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Obijectifs du travail de these :

Actuellement, le nombre de personnes infectées par le VIH est supérieur a 30 millions. La
transmission hétérosexuelle du VIH par les muqueuses est devenue le mode de contamination
majeur (environ 80 %). Différentes sous-populations de cellules dendritiques (DC) localisées au
niveau des muqueuses sont les cibles du VIH-1, et ces DC peuvent transmettre le virus aux
lymphocytes T CD4. Récemment, le recrutement de cellules dendritiques plasmacytoides (pDC)
a été observé dans les muqueuses vaginales, au site de I'infection. Ces pDC peuvent jouer un réle
prédominant dans la pathogenese de 'infection, a la fois dans la transmission/dissémination du

virus et dans l'activation du systéme immunitaire.

Un vaccin contre le VIH serait souhaitable, en induisant une réponse immunitaire reposant sur la
réponse a médiation cellulaire et la réponse humorale. En particulier, I'induction d’anticorps
spécifiques du VIH pourrait permettre de protéger les individus de l'infection. Il est nécessaire
de comprendre les mécanismes par lesquels ces anticorps protegent les cellules de I'infection

par le VIH.

Le but de ma these a été de caractériser I'activité inhibitrice d’anticorps spécifiques du VIH-1
lorsque les pDC primaires ou la lignée de pDC GEN2.2 sont les cibles d’isolats primaires du VIH-
1. A la différence des autres DC, j’ai mis en évidence un mécanisme d’inhibition de I'infection de
pDC indépendant du RFcylla présent a leur surface. En paralléle, j’ai analysé la production de
différentes cytokines et chimiokines par les pDC primaires. Enfin, j’ai étudié le transfert en cis et
en trans du VIH-1 des pDC primaires vers les lymphocytes T CD4 et analysé 'activité inhibitrice
d’'un anticorps neutralisant sur ce transfert. La production d’IFN-a a été mesurée dans ces

conditions.

Les travaux de these portant sur I'inhibition de l'infection des pDC par le VIH-1 sont exposés
sous forme d’'un manuscrit en cours de rédaction (Manuscrit 1). La seconde partie traitant du
transfert et son inhibition est présentée sous forme de rapport (Manuscrit 2). Enfin, les
chapitres suivants sont constitués des manuscrits publiés, ou en révision auxquels j'ai contribué

au sein du laboratoire (Publication 1, Publication 2, Manuscrit 3).
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L’'infection des cellules dendritiques plasmacytoides par le VIH-1 est inhibée par
les anticorps neutralisants mais pas par les anticorps non-neutralisants

inhibiteurs.

Plasmacytoid dendritic cells infection by HIV-1 is inhibited by neutralizing antibodies

but not by non-neutralizing antibodies.

Alexandre Lederle, Vincent Holl, Bin Su, Sylvie Schmidt, Thomas Decoville, Géraldine Laumond

and Christiane Moog.
Publication en cours de rédaction.

L’inhibition de l'infection des cellules dendritiques (MDDC : cellules dendritiques dérivées de
monocytes, LC: cellules de Langerhans, ou iDC: cellules dendritiques interstitielles) ou des
macrophages par le VIH-1 avec des anticorps spécifiques du VIH a précédemment été démontré
au laboratoire. Nous avons étudié l'activité inhibitrice de ces anticorps sur des cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC) de lignée (GEN2.2) ou sur des pDC primaire purifiées a

partir de sang de donneurs sains.

Nous avons démontré que les anticorps neutralisants spécifiques du VIH inhibent I'infection des
pDC, mais que les anticorps non-neutralisants inhibiteurs en sont incapables sur ces cellules. En
effet, le RFcylla présent a la surface de ces cellules ne participe pas a I'inhibition médiée par les
anticorps a la différence des RFcy présents sur MDDC, LC, iDC ou macrophages. Par ailleurs,
lorsque l'infection des pDC primaire est inhibée par les anticorps neutralisants, les pDC restent

capables de produire les cytokines et chimiokines IFN-a, MIP-1a, MIP-13, IL-6, et TNF-c.

Ces résultats suggerent que les anticorps neutralisants pourraient a la fois permettre de
protéger les pDC de linfection, et, par la production de cytokines, initier une réponse

immunitaire forte contre le virus.

Note : les légendes des figures ont été placées en-dessous de celles-ci.
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Abstract

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are able to replicate HIV-1, and the decrease of pDC
number in blood is correlated with HIV-1 viremia in patients. We evaluated the activity of
anti-HIV neutralizing antibodies (NAb) and non-neutralizing inhibitory antibodies (NNIADb)
on the infection of primary pDC and GEN2.2 cell line by HIV-1 primary isolates. NAb, but
not NNIADb, were able to inhibit HIV-1 replication in both primary pDC and GEN2.2 cells,
and this activity was independent of FcyRII expressed on these cells. In parallel, cytokines
and chemokines released by primary pDC in presence of HIV-1 and NAb was assessed. We
found that the production of IFN-a, MIP-1a, MIP-1p, IL-6, and TNF-a was induced following
HIV infection and that this production was maintained in the presence of HIV inhibitory Ab.
In the context of antibodies induction by vaccination, the inhibition of HIV-1 replication
associated with the maintenance of pro-inflammatory cytokines released by primary pDC may

help to eliminate the virus and impede the early HIV dissemination.
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Introduction

Human Immunodeficiency Virus (HIV)-1 is responsible of the Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS) epidemics. Antiretroviral therapy is available to treat infected people but
there is still a strong need for a sterilizing vaccine. One vaccination strategy relies on inducing
antibodies that would inhibit the infection of HIV-1 target cells at the very beginning of the
virus transmission.

Today, several antibodies have been characterized for their ability to efficiently inhibit CD4 T
lymphocytes infection by a broad range of HIV-1 primary isolates in vitro, as b12, 2G12, 447-
52D, 2F5, 4E10, and more recently PG9, PG16, and VRCOI1. These antibodies inhibit HIV
infection in vitro in conventional neutralization assay on peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) or on TZM-bl cells [1,2,3]. Numerous in vivo studies however suggest that
additional mechanisms to neutralization may help to protect from HIV acquisition. A study
showed that Fcy portion of NAb participate in macaques protection from a SHIV vaginal
challenge, as the passive transfer of IgGl bl2 mutant LALA (unable to bind FcyR) was
significantly less efficient in protecting animals from mucosal infection then the wild-type
IgG1 b12 [4]. Recently, the same group showed that Fc-mediated protection is not increased
by enhancing Fc-mediated ADCC activity, suggesting that additional Fc-mediated function of
antibodies may participate in protection [5]. Our group reported an additional mechanism
dependent of the FcyR expressed on APC [6,7,8,9]. Among HIV-1 target cells, monocyte-
derived dendritic cells (MoDC), Langerhans cells, interstitial DC and macrophages were
efficiently protected from HIV-1 infection by NAb. Furthermore, additional anti-HIV
antibodies, which did not exhibit classical neutralizing activity, inhibited the HIV-1 infection
of these APC by the FcyR-dependent mechanism only [7,9]. Such antibodies are referred to as

non-neutralizing inhibitory antibodies (NNIAD).
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pDC are infected by HIV-1 [10,11] and some studies showed an inverse correlation between
the level of blood pDC number and HIV-1 viremia [12,13]. Compared to mDC, human
plasmacytoid dendritic cells (pDC) only express FcyRIla and not the other FcyR [14]. They
are well known to produce chemokines and cytokines, in particular large amounts of type I
interferon (IFN) in response to viral nucleic acids [15,16] or in the presence of HIV [17].

In this study, we assessed the capacity of antibodies (NAb and NNIAD) to inhibit HIV-1
replication in pDC, and analyzed the participation of FcyRlIla in this inhibition. As the number
of pDC purified from a blood donor is limited (pDC represent less than 0.5 % of PBMC),
anti-HIV antibodies inhibitory activity was assessed on the pDC cell line GEN2.2 [18]. In
addition, the production of IFN-a, MIP-1a, MIP-1, IL-6, and TNF-a by pDC was analyzed

following protection from HIV-1 infection by Ab.
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Materials and methods

Cell culture.

Cells were cultured at 37 °C, 5% CO,, in RPMI 1640 + GlutaMAX™ (GIBCO), medium
supplemented 100 IU of penicillin and 100 mg/mL of streptomycin (GIBCO).

Primary pDC preparation.

Briefly, primary pDC were isolated from human peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
from healthy HIV-1-seronegative blood donors (EFS, Strasbourg, France) by magnetic
purification using an AutoMacs (Miltenyi Biotec, Cologne, Germany). Magnetic purification
of pDC was performed using BDCA-4 MicroBeads kit, BDCA-2 MicroBeads kit or
Plasmacytoid Dendritic Cell isolation kit (Miltenyi Biotec). Primary pDC were cultured
overnight at 10° cells/mL in medium supplemented with 10 % fetal calf serum (FCS) and 1
ng/mL of interleukin-3 (IL-3) (R&D Systems, Minneapolis, USA) before being used.

MoDC preparation.

Similarly to primary pDC, monocytes were purified from PBMC by magnetic purification
using CD14 MicroBeads kit (Miltenyi Biotec). Purified monocytes were differentiated in
MoDC at 2.10° cells/mL in medium supplemented with 5 % FCS, 10 ng/mL of granulocyte-
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF ; R&D systems) plus 20 ng/mL IL-4 (R&D
Systems), as previously described [7,8,19].

GEN2.2 cell line culture.

GEN2.2 cell line is derived from a leukemic tumor and keep a phenotype very close to
primary pDC. GEN2.2 cells were cultured at 10° cells/mL in medium on a layer of irradiated
(60 Gy) murine MSS5 fibroblasts as feeder. Prior to experiments, GEN2.2 cells were harvested
from this co-culture and cultured alone at 10° cells/mL overnight.

Virus preparation.
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For each primary isolate, amplification was performed on PBMC from seronegative donors to
obtain virus stocks, as previously described [8]. Virus stocks were collected at the peak of
virus production and were concentrated 70-fold using a 100-kDa cutoff polyethersulfone filter
(Centricon 70 Plus Biomax filter; Millipore, Molsheim, France). HIV-1g,. (subtype B, RS
strain) primary isolate was provided by S. Gartner, M. Popovic, and R. Gallo from the
National Institutes of Health (NIH). HIV-1r1y; (subtype C, RS strain) primary isolate was
obtained from S. Engelbrecht.

HIV-1-specific antibodies.

Anti-HIV-1 human mAbs to gp-120 IgG1 b12 and LALA was kindly provided by D. Burton.
Human mAb 447-52D (anti-gp120), and 246-D (anti-gp41) were provided by S. Zolla-Pazner
(NYU, New York, USA). Human mAbs 4E10, 2F5, 4B3, 3D6 (anti-gp41), and 2G12 (anti-
gp120) was provided by D. Katinger (Polymun Scientific GmbH, Vienna, Austria). Human
mAb VRCO1(anti-gp120) was provided by J. R. Mascola.

HIV-1 inhibitory assays.

25u L of HIV primary isolate was incubated with 25uL of antibodies during 1 hour before the
addition of 25u L of either primary pDC (10.10° cells/mL) or GEN2.2 cells (4.10° cells/mL) or
MoDC (15.10° cells/mL) respectively. HIV primary isolate was used at 1.25 pg/mL, 0.25
ng/mL or 2 pg/mL of p24 antigen with primary pDC, GEN2.2 cells or MoDC respectively, in
order to obtain about 3 % of infected cells. When indicated, HIV reverse transcriptase
inhibitor Azidothymidine (AZT, Sigma) was added at 5 uM in the cell culture to inhibit the
virus replication, allowing to measure the residual p24 detected in the absence of de novo
virus synthesis. After 48 hours, staining of different cell surface markers and intracellular HIV
p24 protein was performed to characterize the cells (primary pDC and GEN2.2 as CD123"

events, and MoDC as CD209" events) and to determine the percentage of infected cells by
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flow cytometry analysis. The concentration of antibodies required to inhibit 90% of the cells
infection (IC90) was determined.

To analyze the role of FcyR in HIV-1 inhibition, primary pDC were incubated with 10 pg/mL
of anti-FcyRII pure antibody (3D3, BD Pharmingen) 30 minutes prior to addition to the HIV-
1/Ab immune complexes.

Immunophenotyping and flow cytometry analysis.

Briefly, cells were labeled with Live/Dead Fixable Blue Dead Cell Stain kit (Invitrogen Life
Science, Applied Biosystems Inc. California, USA) for 10 minutes at room temperature.
Mouse monoclonal fluorescent antibodies against human CD123-Pe-Cy5 (9F5, BD
Pharmingen, San Jose, USA), anti-human CD32-FITC (3D3, BD Pharmingen), anti-human
DC-SIGN-PerCP-Cy5.5 (DCN46, BD Pharmingen) and anti-human CD83-APC (HBIS,
Miltenyi Biotec) were added during 10 minutes at 4°C. Cells were fixed and permeabilized
using the Cytofix and Perm/Wash solutions (BD Biosciences). Then intracellular p24 antigen
was stained using anti-HIV Core protein p24 RD-1 or FITC (KC57, Beckman Coulter,
Roissy, France). Multi-color samples were acquired on a LSRII SORP cytometer (BD
Biosciences) calibrated using Cytometer Setup & Tracking beads (BD Biosciences) to ensure
consistency of fluorescence intensity measurement throughout all experiments. Compensation
was performed with CompBeads kit (BD Biosciences). Doublet cells were excluded using
Forward Scatter Width and Forward Scatter Area and dead cells were excluded using
Live/Dead staining. The final analysis and graphical output were performed using
FACSDiva™ software version 6.1.2 (BD Biosciences).

Cytokine Analysis.

Supernatants were collected at different time points during inhibitory assays for cytokines
production analysis. IFN-a production was measured using Verikine Human Interferon Alpha

MultiSubtype ELISA kit (PBL InterferonSource, New Jersey, USA). MIP-1a, MIP-1p, IL-6
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and TNF-a production were measured by Cytometric Bead Array (CBA, BD Biosciences)
using appropriate Flex sets and Human Soluble Protein Master Buffer kit (BD Biosciences),
acquired on a LSRII SORP cytometer (BD Biosciences), and analyzed using FCAP Array
software version 1.0.1 (Soft Flow, Hungary).

Antibody binding assay.

Primary pDC were incubated with or without 10 pg/mL of anti-FcyRII (CD32) pure antibody
(3D3, BD) during 30 minutes, then cells were labeled with anti-CD32 FITC (3D3, BD) during
10 minutes at 4 °C. After fixation with Cytofix solution, samples were acquired on a LSRII
SORP cytometer (BD Biosciences) calibrated using Cytometer Setup & Tracking beads (BD
Biosciences) and analyzed using FACSDiva™ software version 6.1.2.

GEN2.2 cells were incubated with 20 pg/mL of different anti-HIV-1 specific antibody for 30
minutes at room temperature, washed four times with PBS containing 5 % FCS, and
incubated with goat F(ab”), fragment anti-human IgG (Fcy)-PE (Beckman Coulter) during 30
minutes at room temperature. After three washes, cells were fixed with Cytofix solution.
Samples were acquired on MACSQuant Analyzer (Miltenyi Biotec) calibrated with
MACSQuant Calibration Beads (Miltenyi Biotec) and analyzed using MACSQuantify
software version 2.4 (Miltenyi Biotec).

Statistical analysis.

Comparisons between groups were analyzed by one-way ANOVA (Kruskal-Wallis test).
Values of p<0.05 were considered to be statistically significant. All statistical calculations
were performed using GraphPad Prism 5.04 software (GraphPad, San Diego, California,

USA).
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Results

GEN2.2 pDC cell line as a model to study anti-HIV-1 antibody inhibitory activity.

First, we measured the level of expression of FcyRII on GEN2.2 cell line and on primary pDC
after different isolation protocol (BDCA-2 positive selection, BDCA-4 positive selection or
depletion). We observed that 65.5 % of GEN2.2 cells were FcyRII" (figure 1A). We were able
to detect FcyRII" on primary pDC after each protocol of purification (data not shown), but we
observed a higher intensity signal after BDCA-4 positive selection with 41.2 % of FcyRII"
primary pDC (figure 1A). Thus primary pDC isolated by BDCA-4 positive selection were
selected for further inhibitory experiments.

Infection of GEN2.2 pDC cell line by HIV-1 was measured by flow cytometry using the size
and the structure (figure 1B, left dot plot), selecting the living population (figure 1B, right dot
plot), then measuring the percentage of p24" cells among the CD123" population (figure 1C,
top left dot plot, mock condition). After 48h of infection with HIV-1g,1, we could detect 3.0
% of GEN2.2 pDC positive for p24, compared to the 0.1 % of AZT control (figure 1C, left,
middle and bottom dot plots, respectively), and 3.5 % and 0.1 % of p24" primary pDC in the
presence of HIV-1g,. and AZT respectively (figure 1C, right, middle and bottom dot plots,
respectively). Our experimental conditions allowed the detection of similar percentage of
infected GEN2.2 cells and primary pDC by flow cytometry analysis of p24 staining. We were
also able to detect a similar percentage of the infection of MoDC, as previously described [8].
Thus we were able to further study the inhibitory activity of anti-HIV-1 specific antibodies on
the infection of these cells and the role of FcyRII in this inhibition.

Similar neutralizing antibodies inhibition of HIV-1 infection on GEN2.2 cells and
primary pDC.

The inhibitory activity of a panel of anti-HIV-1 antibodies was analyzed on GEN2.2 cell line

and primary pDC infection by HIV-1. Different concentrations of antibodies were used and
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after 48 hours, the percentage of infection was analyzed by flow cytometry with the same
gating strategy as previously described (figure 1B and 1C). First, the viability of primary pDC
was similar for all the experimental conditions: approximately 70 % of primary pDC were
still alive after 48 hours incubation with or without HIV-1 and with or without anti-HIV-1
antibodies (figure S1A). Primary pDC expression of CD83 (maturation marker) was not
statistically different between the various experimental conditions (figure S1B). These results
showed that during neutralization assay, neither HIV-1 nor antibodies influenced the viability
or the maturation of the primary pDC.

Infection of GEN2.2 cells by HIV-1g,. was successfully inhibited by all the six NAb with a
stronger activity for anti-gp120 antibodies VRCO1, 2G12 and b12 compared to anti-gp120
antibody 447-52D and anti-gp41 antibodies 4E10 and 2F5 (figure 2A). On the other hand,
when GEN2.2 cells were infected with HIV-11vy;, only NAb 2G12, 2F5 and 4E10 were able to
inhibit their infection, unlike NAb VRCO1, b12 and 447-52D (figure 2B). Inhibitory activity
of NAb was next analyzed on primary pDC infected with HIV-1g,.. The concentration of
antibody required to inhibit 90% of the infection (ICy), represented in table 1, indicated that
all six NAb were able to inhibit HIV-1g, infection of primary pDC: anti-gp120 antibody
VRCO1 exhibited the strongest activity with an ICyy of 7 pg/mL, and anti-gp41 antibody 4E10
was the weakest with an ICyy of 100 pg/mL (table 1). ICyy observed on GEN2.2 cells and
primary pDC were of the same order of magnitude (figure 2 and table 1) demonstrating that
the GEN2.2 cell line constitutes a good model for the study of the inhibitory activity of anti-
HIV Ab on pDC. Interestingly, these ICyy were about 10-fold higher than 1Cqy measured when
MoDC were HIV-1 target cells. Exception was observed for anti-gp120 NAb 2G12 and b12
on HIV-1g,, and for anti-gp41 NAb 2F5 on HIV-11y; where similar ICyy was observed for

GEN2.2 cells and MoDC.
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Then, we analyzed the inhibitory activity of NNIAb that were previously described to inhibit
HIV-1 replication only in FcyR-bearing cells (MoDC, Langerhans cells, iDC, macrophages)
[7,9]. NNIADb 246-D and 4B3, both binding to the principal immunodominant domain (PID)
of the gp41, were unable to inhibit the infection of the GEN2.2 cells by HIV-1g, or HIV-11y;
(dotted line, figure 2A and 2B respectively, and table 1), or the infection of primary pDC by
HIV-1g,. although these NNIADb efficiently inhibited HIV-1 replication in MoDC (table 1).
The anti-gp41 Ab 3D6, although recognizing similar conserved sequence of the PID, did not
display any inhibitory activity on HIV-1 replication in the different cell populations. This
antibody was, thus, used as a control and called non-neutralizing non-inhibitory antibody
(NNNIAD). Altogether, these results showed that infection of GEN2.2 cells and primary pDC
by HIV-1 is inhibited by neutralizing antibodies, but not by non-neutralizing inhibitory
antibodies suggesting an FcyR-independent mechanism of HIV-1 inhibition by antibodies on
pDC.

FcyRII does not participate in HIV-1 inhibition by antibody on pDC

The decreased activity of NAb observed on pDC compared to MoDC and the lack of efficacy
of NNIADb to inhibit GEN2.2 cells and primary pDC infection raise the question of FcyRlIla
involvement in the inhibition of pDC infection by HIV-1. To address this question, we
analyzed the neutralizing activity of NAb b12 and a mutant version of b12 called LALA on
both GEN2.2 cells and primary pDC. This mutant Ab LALA is almost unable to bind to
FcyRs [4]. Inhibition of HIV-1 replication by LALA and b12 was similar when either GEN2.2
cell line or primary pDC were used as target cells of HIV-1g,. (figure 3A left and right
respectively), indicating that HIV-1 inhibition was independent of Fcy-FcyR interaction on
these cells. Next, the binding capacity of anti-HIV-1 specific antibodies on FcyRII expressed
by GEN2.2 cells was assessed by flow cytometry. We found that NAb VRCO1, NNIAb 4B3

and NNNIAb 3D6 were able to bind to GEN2.2 cells (about 23 % of the cells showed positive
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staining), whereas Ab LALA bound poorly to these cells (1.3 % of the cells) (figure S2).
Thus, anti-HIV-1 specific Ab were able to bind FcyRII via the Fc part of the Ab on GEN2.2
cells, but this binding did not lead to the inhibition of HIV-1 infection of these cells.
Furthermore, competitions experiments were performed with anti-FcyRII antibody on primary
pDC. The capacity of 10 pg/mL of anti-FcyRII to fully block further Ab binding was
controlled and no fluorescent signal could be measured after the labeling of the cells with a
fluorescent anti-FcyRII antibody (figure 3B). When primary pDC were incubated with 10
ng/mL of anti-FcyRII prior to incubation with HIV-1g,, and NAb VRCOI, the percentage of
infection in the primary pDC was not different from the percentage of infection in the
untreated pDC control (figure 3C). Altogether, these data showed that FcyRlIla, at the surface
of pDC, does not participate in the HIV-1 inhibition by NAb.

Cytokines production by primary pDC is partially maintained when HIV-1 replication
is inhibited by NAbs.

The production of IFN-a by pDC was measured in the supernatants when pDC were protected
from HIV-1 infection by NAb. IFN-a production could not be detected in the supernatants of
GEN2.2 cells, whatever conditions used (data not shown). However, IFN-a production was
detected in the supernatants of primary pDC following HIV-1 infection (HIV), whereas low
level or no production of IFN-a was measured in the absence of HIV (Mock) (figure 4 all
charts), or in the presence of NAb alone (data not shown). While IFN-a production was
strongly inhibited in the presence of anti-gp120 NAb b12 at concentration over 10 pg/mL,
this production was restored at lower concentration of b12 (figure 4, top charts). The mutant
version of b12 antibody, LALA, showed identical inhibition on IFN-a production (figure 4,
top charts), indicating that FcyRII was not involved in this reduction of IFN-a production.
Interestingly, anti-gp120 NAb VRCO1 that was more potent than bl2 to inhibit HIV-1

replication in primary pDC did not inhibit the IFN-a production by these cells (figure 4,
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bottom charts). Similarly, anti-gp41 NAb 4E10 was able to inhibit HIV-1 replication in
primary pDC while the IFN-a production was similar to the HIV-1 replication control (figure
4, middle charts). Kinetics experiment showed a similar profile of IFN-a induction indicating
that the presence of NAbs did not delay the initiation of the IFN-a secretion (figure S3).
These data showed that infection of primary pDC by HIV-1 is independent of IFN-a
production, and that reduction of IFN-a production occurs for some NAb in an Fc-
independent mechanism.

Additional cytokines and chemokines (MIP-1a, MIP-1B, IL-6, and TNF-a), known to be
produced by primary pDC, were measured in the supernatants of infected pDC in the presence
or absence of NAb (figure 5). First, when HIV-1 replication was inhibited by NAb VRCOI,
b12 or 4E10, we found no difference in the production of IL-6 by primary pDC (figure 5,
third column charts). Concentrations of NAb b12 and VRCO01, that were able to inhibit HIV-1
replication in primary pDC, did not modulate the production of MIP-1a, MIP-1p, or TNF-a
(figure 5, middle line charts and bottom line charts respectively). Noteworthy, in the presence
of NAb 4EI10, the production of MIP-la, MIP-1B, and TNF-a was increased in the
supernatants (figure 5, top line charts). When 4E10 was incubated alone at 100 pg/mL with
primary pDC, no induction of the production of these three molecules was observed (data not
shown), showing that increased production of MIP-1a, MIP-1p, and TNF-a by primary pDC
requested both NAb 4E10 and HIV-1. Similarly to IFN-a, we found a similar profile of
cytokines/chemokines production in kinetics experiment (figure S4). Altogether, these data
showed that primary pDC maintained their ability to produce pro-inflammatory cytokines

MIP-1a, MIP-1B, IL-6, and TNF-a when HIV-1 replication was inhibited by NAb.
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Discussion

Here, we analyzed the Ab inhibition on HIV-1 infection of pDC. These APC have the
particularity to express only FcyRIla and no other FcyRs [14], therefore allowing us to
investigate the role of this receptor in the inhibition of HIV-1 replication. The GEN2.2 cell
line was used in parallel to primary pDC to confirm the inhibitory activity of anti-HIV-1
specific Ab on pDC infection. The concentration of HIV-1 used to infect primary GEN2.2
cells was 5-fold lower compared to the concentration used to infect primary pDC, but the
inhibitory activity of NAb were very similar to the ICyy measured on primary pDC.
Interestingly, inhibitory activities of NAb on pDC infection were lower than the inhibitory
activities detected on MoDC. Likewise, ICyy of NAb showed a stronger potency of the
antibodies to inhibit the MoDC infection when compared to the ICyy measured on PBMC, and
this difference was dependent on Fcy-FcyR interaction [7,8]. In addition, we could not detect
an anti-HIV-1 activity of anti-PID Ab 246-D and 4B3 when GEN2.2 cell line or primary pDC
were HIV-1 target cells whereas these anti-PID Ab exhibited an Fc-mediated inhibitory
activity on MoDC [7]. These so-called Non-Neutralizing Inhibitory Antibodies (NNIAb) were
unable to protect PBMC from infection (Non-Neutralizing) but were able to inhibit the
infection of MoDC (Inhibitory) via the participation of FcyRII expressed at the surface of the
cells [7]. It has been published that MoDC express both FcyRIIa and FcyRIIb [20] whereas 30
to 50% of blood pDC only express FcyRIIa [14] therefore suggesting that FcyRIIa did not
participate in Fc-mediated inhibitory activity in pDC. In a previous study, induction of the
expression of the different FcyR in TZM-bl cell line (used for standardized assessment of
HIV-1 neutralization) has shown that FcyRIIb participate in HIV-1 inhibition by anti-gp41 Ab
whereas FcyRIla had little to no effect [21]. Accordingly with these results, we failed to

observe an Fc-mediated inhibition of HIV-1 replication in pDC expressing only FcyRIIa.
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As pDC were shown to actively participate in early innate production of cytokines and
chemokines, we analyzed the production of IFN-a, IL-6, MIP-1a/B and TNF-a in presence of
anti-HIV-1 specific Ab. We found that pDC produce IFN-a, IL-6, MIP-10/p and TNF-a in the
presence of HIV-1, even when the productive infection was inhibited by NAb. A previous
study showed that anti-gp120 NAb b12 was able to fully block IFN-a production by pDC in
response to HIV-1y, and that NAb 17b could also partially block this production [17]. Here,
we were still able to measure a production of IFN-a in response to HIV-1g,. with NAb b12,
although this production decreased with higher concentration of the antibody (over 10
ng/mL). In addition, the anti-gp120 NAb VRCO1 had no effect on IFN-a production of
primary pDC in response to HIV-1g,;, indicating that IFN-a production was not dependent on
the gp120-CD4 interaction in this condition. The differences with previous study may be
explained by the variations in experimental conditions. We used the HIV-1g,. strain at high
concentration and obtained pDC productive infection whereas HIV-1 replication in pDC was
not assessed in the previous study. Primary pDC were cultured at high concentration possibly
enhancing their IFN-a production, as previously suggested [22]. Interestingly, Beignon et al.
showed the maturation (expression of CD83) of the pDC incubated with HIV-1yN, whereas
we did not observed any difference in the level of CD83 expression following HIV-1g,.
infection of primary pDC. The difference in the maturation state of primary pDC may also
explain the difference in IFN-a production. In parallel to IFN-a production, we observed an
increased production of chemokines MIP-1a/p in the supernatant of pDC incubated with HIV-
1. Interestingly the chemokines production was increased in the presence of NAb 4E10.
Previously, an increased production of MIP-1a/p has been observed in a study where anti-
cardiolipins antibodies were added to PBMC [23]. Moreover a study showed that NAb 4E10
was polyspecific and was able to bind to both cardiolipins and HIV gp4l protein [24].

Although we did not measured a production of any cytokines or chemokines when pDC were
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cultivated alone with NAb 4E10, this antibody could have stimulated and increased the
production of MIP-10/p or TNF-a by primary pDC in response to HIV-1.

In conclusion, we showed that infection of pDC by HIV-1 is inhibited by NAb in an FcyRlIla-
independent mechanism, and that pDC protected from HIV-1 continue to produce cytokines
in response to HIV-1.

Different studies have suggested the detrimental role of IFN-a production by pDC in disease
progression. In asymptomatic untreated HIV-infected patients, pDC produced higher amounts
of IFN-a compared to uninfected individuals [25]. Moreover, IFN-a production by pDC is
maintained during the chronic phase in the pathogenic model of SIV infection (rhesus
macaque), whereas this production was downregulated during the transition from acute to
chronic phase in the nonpathogenic model of SIV infection (African green monkeys and sooty
mangabeys) [26]. These studies suggest that IFN-a production by pDC in the chronic phase
may contribute to the disease progression. We showed that anti-HIV-1 Ab were not able to
decrease the IFN-o production induced by HIV-1. These results are in accordance with the
sustained IFN-a production and the persistence of HIV-1 and anti-HIV-1 Ab in asymptomatic
individuals. However, in the context of a vaccine development, induction of anti-HIV-1
neutralizing antibodies that simultaneously protect HIV-1 target cells and allow innate
immune cells to maintain an immune response with IFN-a production would be highly

beneficial.
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Table 1. Inhibitory activity of neutralizing Ab (NAb) and non-neutralizing inhibitory Ab
(NNIAb) when GEN2.2 cells, primary pDC or MoDC were used as target cells of HIV-
1gar, or HIV-1y1v;. ICy: concentration (ug/mL) of antibody necessary to inhibit 90% of the
number of infected cells ; -, no inhibitory activity detected over 100 pg/mL of Ab; nd, not
done. NNNIADb, non neutralizing non inhibitory anti-HIV antibody. " Data published by Holl

et al. (J Virol, 2006).
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Figure 1. GEN2.2 cell line and primary pDC express FcyRII and are productively
infected by HIV-1. A, The percentage of FcyRII-positive cells was determined for GEN2.2
cell line (A, left) and for primary pDC (A, right), isotype control is in grey and FcyRII
staining is the black line. B, Dot plots representation of GEN2.2 cells analysis by flow
cytometry. Events were sorted using forward and side scatter (B, left), doublets events were
excluded and analysis was performed on alive cells using Live/Dead exclusion (B, right). C,
Productive infection was detected by intracellular immunolabeling of the p24 HIV antigen in
CD123-positive GEN2.2 cells (left) or CD123-positive primary pDC (right). Dot plots show
non-infected control (top), HIV-1g,. replication (middle), and negative control of HIV-1g,.

replication with reverse transcriptase inhibitor AZT (5 uM) (bottom).
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Figure 2. Antibody-mediated inhibition of GEN2.2 cell line infection by HIV-1. The
percentage of infection of GEN2.2 cells in the presence of different concentrations of
antibody (ng/mL) compared to control without antibody is represented. GEN2.2 cells were
incubated with HIV-1g,. (A) or HIV-11y; (B). Data are representative of three independent

experiments and are expressed as means + standard deviation (SD) of infected cells compared

to the control.
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Figure 3. Role of FcyRII in the inhibition of primary pDC or GEN2.2 cells infection by
HIV-1g,.. Data represent the percentage of infected cells by HIV-1g, in the presence of
different concentration of antibody b12 or LALA (ng/mL) compared to the control condition
without antibody, when GEN2.2 PDC cell line (A, left) or primary pDC (A, right) were the
target cells. Data are representative of three independent experiments on GEN2.2 cells and of
three independent experiments performed with three different healthy donors on primary
pDC. B, Detection of FcyRII on primary pDC after 30 minutes incubation with anti-FcyRII
antibody (10 pg/mL) (black line, arrowhead), or in control condition (black line, arrow) ;
isotype control in grey. C, Primary pDC were incubated with or without anti-FcyRII antibody

(10 pg/mL) during 30 minutes and were then added to HIV-1p,. pre-incubated in the presence
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or absence of different concentration of NAb VRCO1

; percentage of infected cells was

determined by the intracellular staining of viral antigen p24. Data are the means + SD of two

independent experiments performed with two different healthy donors.
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Figure 4. Production of IFN-a by primary pDC during neutralization assay. pDC were
infected in the presence or absence of different Ab. Supernatants were collected after 48 hours
and the concentration of IFN-a was measured by ELISA. IFN-a production (black bars, left
axis) is represented when pDC were incubated alone (Mock) or with HIV-1g,; alone (HIV) or
with HIV-1g, in the presence of NAb antibody bl2 and LALA (top histograms), 4E10
(middle histograms), and VRCO1 (bottom histograms). In parallel, the percentage of infected
pDC compared to the control is shown (triangle, right axis). For each row, data are

representative of three independent experiments performed on three different healthy donors.
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Figure 5. Production of MIP1-a, MIP1-B, IL-6 and TNFa by primary pDC during
neutralization assay. Supernatants of primary pDC were collected after 48 hours of infection
and screened by CBA Flex to measure the MIP1-a, MIP1-B, IL-6 and TNFa production of the
primary pDC. The concentration of MIP1-a, MIP1-B, IL-6 and TNFa are represented when

primary PDC were incubated alone (Mock) or with HIV-1g, alone (HIV) or with HIV-1g,; in
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the presence of two concentrations of neutralizing antibody 4E10, b12 or VRCOI. For each

row, data are representative of three independent experiments performed on three different

healthy donors.



Manuscrit 1

Supplementary Figures

Supplementary Figure 1
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Figure S1. Viability and maturation of primary pDC during neutralization assay. A)

Primary pDC were stained with Live/Dead to ensure viability of the cells at the end of the

neutralization assay. Mean of the percentage of CD123-positive alive cells is represented for
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non-infected control (Mock), HIV-1g, replication (HIV), negative control of HIV-1g,.
replication with reverse transcriptase inhibitor AZT (5 uM), and different concentration of
anti-HIV antibodies. One-way ANOVA showed no significant difference between all these
conditions. B) Maturation of primary pDC was searched by CD83 labeling at the end of the
neutralization assay. Mean of the CD83 MFI (mean of fluorescence intensity) is represented
for the same conditions as A). One-way ANOVA showed no significant difference between
all these conditions. All these results are representative of independent experiments performed

on at least three different healthy donors.

Supplementary Figure 2
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Figure S2. Anti-HIV-1 antibody binding on GEN2.2 cell line. GEN2.2 cell line was
incubated with 20 pg/mL of NAb VRCO1 (top left) or LALA (bottom right), or NNIAb 4B3

(top right), or NNNIAb 3D6 (bottom right). Cells were washed and incubated with Fab’2
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antibody against human Fc fragment of IgG. Histograms represent the percentage of anti-HIV
antibody binding on GEN2.2 cells (black line) and control without anti-HIV antibody (filled

in grey). Data are representative of three independent experiments.
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Supplementary Figure 3
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Figure S3. Kinetics of IFNa production by primary pDC during neutralization assay.
Supernatants were collected at 6, 12, 24 and 48 hours after the beginning of the neutralization

assay and screened by ELISA to measure the IFNo production of the primary pDC. The
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concentration of IFNa is represented when primary PDC were incubated alone (Mock) or
with HIV-1g,. alone (HIV) or with HIV-1p,. in the presence of two concentrations of
neutralizing antibody b12 and LALA (A), 4E10 (B), or VRCO1 (C). Data are representative of

independent experiments performed on three different healthy donors.
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Figure S4. Kinetics of MIP1-a, MIP1-B, IL-6 and TNFa production by primary pDC

during neutralization assay. Supernatants were collected at 6, 12, 24 and 48 hours after the
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beginning of the neutralization assay and screened by CBA Flex to measure the MIP1-q,
MIP1-B, IL-6 and TNFa production of the primary pDC. The concentration of MIP1-a (A),
MIPI1-B (B), IL-6 (C) and TNFa (D) are represented when primary PDC were incubated alone
(Mock) or with HIV-1g, alone (HIV) or with HIV-1p,. in the presence of two concentrations
of neutralizing antibody 4E10 or VRCO1. Data are representative of independent experiments

performed on three different healthy donors.
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Inhibition du transfert du VIH-1 des cellules dendritiques plasmacytoides aux

lymphocytes T CD4

Résultats préliminaires présentés en francais

Nous avons mis en évidence 'inhibition, par les anticorps neutralisants, de I'infection des pDC
par le VIH-1 dans les tests de neutralisation. Cependant, la majorité des infections par le VIH-1
surviennent suite a une transmission par voie sexuelle. Au niveau des muqueuses, les cellules
dendritiques (DC) sont les premiéres cibles du virus et participent a la dissémination du VIH-1
dans 'organisme. Les DC ont été décrites pour leur capacité a capturer le virus et peuvent
également propager l'infection via un transfert de cellule a cellule du VIH-1. La suite de mes
travaux entreprend d’étudier 'activité inhibitrice d’anticorps sur le transfert du VIH-1 des pDC

aux lymphocytes T CD4.

Dans cette étude j'ai montré que le VIH-1 est transféré des pDC aux lymphocytes T CD4 en trans
et en cis. En présence de lymphocytes T CD4, le pourcentage de pDC infectées a été augmenté
suite a la production de novo de virus. L’anticorps neutralisant VRCO1 a inhibé le transfert du
VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4, malgré la production de particules virales par les deux
populations cellulaires. L'infection des pDC par l'inoculum de VIH-1 a été en partie inhibée par
I'anticorps neutralisant VRCO1. L’analyse de la viabilité des cellules, de I'état d’activation des
cellules et de la production d’IFN-a dans le surnageant a permis de démontrer que ces
parameétres n’ont pas influencé l'inhibition du transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T

CD4 par I'anticorps VRCO1.

Ces travaux démontrent que les anticorps neutralisants sont capables d’inhiber le transfert en

trans et en cis du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4.
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Matériels et Méthodes
Isolement des pDC et des lymphocytes T CD4 a partir de sang

Les PBMC (« Peripheral Blood Mononuclear Cells ») sont isolées a partir de concentré cellulaire
sanguin (buffy coat) provenant de donneurs séronégatifs (EFS, Strasbourg). Le concentré
cellulaire est dilué au % dans du PBS Ca2*/Mg?* (Phosphate Buffer Saline, Dulbecco) additionné
de citrate (9 mM de tri-sodium citrate dihydrate, 1,55 mM d'acide citrique monohydrate), et est
déposé sur du Ficoll (Eurobio). Aprés centrifugation pendant 25 min a 1200 g, les PBMC

présente a l'interface Ficoll-PBS sont prélevées et lavées trois fois dans du PBS a 4 °C.

Etant donné l'expression du CD4 par les pDC, ces cellules sont isolées par sélection positive
contre BDCA-4 (BDCA-4 isolation kit, Miltenyi Biotec) avant les lymphocytes T CD4. Ensuite,
I'isolement des lymphocytes T CD4 est réalisé par sélection positive contre le CD4 (CD4

Microbeads, Miltenyi Biotec). Ces purifications sont réalisées sur un AutoMACS (Miltenyi Biotec).
Culture cellulaire

Sauf mention contraire, les cellules sont cultivées a 37 °C, 5 % CO;, dans du milieu de culture
composé de RPMI 1640 + GlutaMAX™ (GIBCO), 10% SVF décomplémenté (Serum de Veau Feetal,
Eurobio), 100 UI de pénicilline et 100 mg/mL de streptomycine (GIBCO).

Apreés isolement, les pDC sont cultivées a 1.106 cellules/mL dans du milieu supplémenté de 1
ng/mL d'IL-3 (R&D Systems, Minneapolis, USA) pendant 24 heures avant de procéder aux

expériences.

Apres isolement, les lymphocytes T CD4 sont stimulés pendant 30 min avec 1 mg/mL de PHA
(phytohémagglutinine A, Sigma) a 10.10¢ cellules/mL dans du milieu. Puis, les cellules sont
diluées a 2.106 cellules/mL dans du milieu supplémenté d’IL-2 (10 ng/mL) pendant 24 heures

avant de procéder aux expériences.

Préparation des stocks de VIH-1

Les isolats primaires de VIH sont amplifiés in vitro par culture sur un pool de PBMC de trois
donneurs séronégatifs différents, préalablement stimulées a la phytohémagglutinine A (PHA,
Sigma) (Holl 2006). Les surnageants viraux sont prélevés au pic de production du virus et
concentrés par filtration centrifuge (4 °C, 1 heure, 2600 g) en utilisant des filtres de
polyethersulfone de 100 kDa (Centricon 70 Plus Biomax filter, Millipore, Molsheim, France). La
souche primaire VIH-1ga.. (Sous-type B, tropisme R5) est fournie par S. Gatner, M. Popovic, et R.

Gallo du National Institute of Health (NIH, AIDS Research and Reference Reagent Program).

Anticorps spécifique dirigé contre le VIH-1



Manuscrit 2

L'anticorps monoclonal humain VRC01 dirigé contre la gp120 du VIH-1 a été fourni par J. R.

Mascola du Vaccine Research Center (VRC).

Expérience de transfert du VIH-1

Les pDC sont lavées et incubées a 6.10¢ cellules/mL avec la souche primaire de VIH-1ga. a une
concentration en p24 de 1 pg/mL. Apres 2 heures, les pDC sont lavées extensivement pour
retirer toutes les particules virales libres. Les cellules sont resuspendues a 6.10¢ cellules/mL et
25 pL de pDC pré-incubées avec le VIH-1 sont cultivées avec 25 pL. de lymphocytes T CD4
stimulés a la PHA (a 24.106 cellules/mL) et 25 uL d’anticorps monoclonal VRCO1 a différentes
concentrations. Pour certaines conditions expérimentales, 'inhibiteur de la transcriptase inverse
Azidothymidine (AZT) (Sigma) est ajouté a la culture (5 pM) en méme temps que les
lymphocytes T CD4, afin de prévenir la réplication du VIH-1 et de mesurer la p24 résiduelle en
absence de synthése de novo de virions. De méme, dans certaines conditions expérimentales,
I'inhibiteur de la protéase virale Indinavir (IDV) (AIDS Research and Reference Reagent Program,
NIH) est ajouté a la culture (1 uM) en méme temps que les lymphocytes T CD4. L'IDV inhibe la
production de particule virale mature infectieuse, permettant ainsi de mesurer l'infection virale
sur un unique cycle de réplication. Apres 72 heures, les protéines de surface et la protéine p24
du VIH-1 intracellulaire sont marquées afin de caractériser les deux populations cellulaires et de

déterminer le pourcentage de cellules infectées par cytométrie en flux.

Immunophénotypage et analyse par cytométrie en flux

Les cellules sont incubées avec le kit Live/Dead Fixable Blue Dead Cell Stain (Invitrogen Life
Science, Applied Biosystems Inc. California, Etats-Unis) pendant 10 minutes a température
ambiante. Ensuite, les anticorps monoclonaux fluorescents murins dirigés contre les
déterminants cellulaires humains CD3-VioBlue (BW264 /56, Miltenyi Biotec), CD86-PE (FUN-1,
BD Pharmingen), CD123-PeCy5 (9F5, BD Pharmingen), CD69-PeCy7 (FN50, BD Pharmingen),
CD83-APC (HB15, Miltenyi Biotec) sont incubés avec les cellules pendant 10 minutes a 4 °C.
Apres fixation au Cytofix (BD Biosciences) et perméabilisation au Perm/Wash (BD Biosciences),
I'antigéne viral intracellulaire p24 est marqué avec I'anticorps monoclonal murin anti-HIV Core
protein p24-FITC (KC57, Beckman Coulter, Roissy, France). L'acquisition des échantillons est
réalisée sur un cytometre LSRII SORP (BD Biosciences) calibré par billes CST (Cytometer Setup &
Tracking, BD Biosciences) pour assurer la qualité et la cohérence des mesures entre les
différentes expériences. Les compensations sont réalisées en utilisant le kit CompBeads (BD
Biosciences). Les doublets cellulaires sont exclus via les parameétres de taille Forward Scatter
Width et Forward Scatter Area, et les cellules mortes sont exclues par le marquage Live/Dead.

L'analyse des résultats est effectuée avec le logiciel FACSDiVa version 6.1.2 (BD Biosciences).
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Analyse de la production cytokinique

Au terme des expériences de transfert, le surnageant cellulaire est collecté pour analyser la
production cytokinique. La production d’'IFN-a est mesurée par ELISA Verikine Human

Interferon Alpha MultiSubtype (PBL InterferonSource, New Jersey, Etats-Unis).

Analyse statistique

Les comparaisons entre groupes ont été analysées par ANOVA a un facteur (test de Kruskall-
Wallis) et par test t (test de Wilcoxon). Les valeurs de p<0.05 ont été considérées comme
statistiquement significative. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel

GraphPad Prism 5.04 (GraphPad, San Diego, Californie, USA).
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Résultats
Infection productive des pDC et des lymphocytes T CD4 lors du transfert

Le test de transfert a été mis au point sur la base des tests de transfert développé au laboratoire
(Publication 1 et Manuscrit 3). Les pDC sont incubées deux heures avec le VIH-1, puis sont lavées
extensivement pour éliminer tous le virus libre. Ces pDC chargées en VIH-1 (nommées dans le
reste du chapitre « VIH-1-pDC ») sont ajoutés aux lymphocytes T CD4 activés a la PHA. Apres 72
heures, les cellules sont analysées par cytométrie en flux selon une stratégie d’analyse décrite
dans la figure 1. Apres exclusion des doublets et sélection des événements par la taille (FSC) et la
granularité (SSC) (figure 1A, en haut a droite), les pDC sont séparées des lymphocytes T CD4
selon le niveau d’expression du CD123 : les pDC sont CD123+, et les lymphocytes T CD4 sont
CD123- (figurelA, au mileu a droite). La sélection des lymphocytes T CD4 est affinée par 'analyse
de I'expression du CD3 : les lymphocytes T CD4 sont les événements CD3+/CD123- (figure 1A, au
milieu a gauche). La viabilité des deux populations cellulaires est ensuite mesurée a 'aide du
marquage au Live/Dead (figure 1A, en bas). Apres 72h, le transfert du VIH-1 des pDC aux
lymphocytes T CD4 est détecté (3.5 % des lymphocytes T CD4 sont p24+) (figure 1B, au milieu a
gauche), parallélement a 'infection des pDC (12.6 % des pDC sont p24+) (figure 1B, au milieu a
droite). Ces résultats correspondent a la production de novo de VIH-1 puisque, en présence de
I'inhibiteur de la transcriptase inverse AZT, le pourcentage d’infection des lymphocytes T CD4 et
des pDC est de 0.1 % et 0.2 %, respectivement (figure 1B, en bas a gauche et a droite). L'analyse
cytométrique de la co-culture de cellules en absence de VIH-1 est représentée a titre de controle
(figure 1B en haut). Ces résultats montrent que l'analyse par cytométrie en flux permet de
discriminer les deux populations cellulaires et de mesurer le pourcentage d’infection par le VIH-

1 dans chacune de ces populations.
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Figure 1 : Détection de la p24 virale dans les pDC et les lymphocytes T CD4 activés a la PHA.

A) Aprés exclusion des doublets et sélection des événements par la taille (FSC) et la structure (SSC)

(en haut a droite), les deux populations cellulaires sont discriminées par I'expression du CD123 et du
CD3 : les pDC sont CD123" (au milieu a droite) et les lymphocytes T CD4 sont CD1237/CD3" (au
milieu). La viabilité de chaque population cellulaire est mesurée par Live/Dead (en bas). B) Le

pourcentage de lymphocytes T CD4 (a droite) et de pDC (a gauche) infectées est mesuré par

détection de la p24. Les contrdles négatifs en absence de virus (en haut) et en présence d’inhibiteur

de la transcriptase inverse AZT (en bas) sont réalisés en paralléle de I'infection (au milieu).
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Transfert en trans et en cis du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4

Afin d’analyser le transfert en trans, les VIH-1-pDC sont incubées avec les lymphocytes T CD4
activés a la PHA en présence d’Indinavir (IDV). L’IDV est un inhibiteur de protéase permettant
de bloquer la maturation de la particule virale. Ainsi aucune particule virale néo-synthétisée ne
pourra infecter productivement une cellule. La production de novo de virus n’est donc pas
mesurée par marquage intracellulaire de la p24 et seule la p24 issue de la réplication de
I'inoculum, c’est-a-dire les virions incubés pendant 2 heures avec les pDC, est détectée. Dans ces
conditions, un lymphocyte T CD4 positif pour la p24 ne peut avoir été infecté que par un virus ne
s’étant pas répliqué dans la pDC. Le schéma ci-dessous représente la réplication du virus dans en

absence et en présence d’'IDV.

A Transferten cis

Lymphocytes T CD4
VIH-1-pDC

B Transferten cis | Transferten trans

I
Lyinphocyies T C04 / NDI‘{\I’A VIR
ViH-1-pDC I

-*,' Ineculumide VIH 2 p24 intracellulaire

l VIH de novamature E:> Transfertentrans j Transfertends
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Schéma : Analyse du transfert en trans et en cis du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CDA4.

A, L'inoculum viral (en rouge) présent a la surface des pDC (en jaune) peut infecter productivement
les pDC (a gauche) qui a leur tour produisent de novo des particules virales (en bleues) infectant les
lymphocytes T CD4 ou les pDC non infectées (Transfert en cis, a gauche). L'inoculum viral présent a la
surface des pDC peut étre transférer aux lymphocytes T CD4 sans s’étre préalablement répliqué dans
les pDC (Transfert en trans, a droite). L'inoculum viral se répliquant dans les lymphocytes T CD4
ameéne a la production de novo de virus qui a leur tour peuvent infecter (en cis) d’autres lymphocytes
T CD4 ou pDC non infecté(e)s. B, En présence d’indinavir, la production de novo de virion mature est
inhibée, et seule I'infection productive des pDC (a gauche) ou le transfert en trans aux lymphocytes T
CD4 (a droite) peuvent se produire. Dans ces conditions, la détection de la p24 intracellulaire rend

uniquement compte de la réplication issue de I'inoculum viral.
Dynamique de réplication du VIH-1 dans les pDC

La réplication du VIH-1 dans les pDC a été analysée en absence et en présence des lymphocytes T
CD4. Pour déterminer si le VIH-1 se réplique au cours d’'un cycle unique, I'inhibiteur de la
protéase virale Indinavir (IDV) a été ajouté a la culture apres les deux d’incubation des pDC avec
le VIH-1. En absence de lymphocytes T CD4, le pourcentage d’infection des VIH-1-pDC est
similaire en présence ou en absence d’IDV, démontrant que le VIH-1 se réplique dans les pDC au
cours d'un cycle unique de réplication (figure 2). En présence de lymphocytes T CD4, le
pourcentage d’'infection des VIH-1-pDC augmente 1.4 fois par rapport au pourcentage d’infection
des VIH-1-pDC en absence des lymphocytes T CD4 (figure 2). En présence de lymphocytes T CD4
et d’IDV, le pourcentage d’infection des VIH-1-pDC est similaire a celui mesuré lorsque les VIH-1-
pDC sont incubées seules en présence d'IDV (figure 2). Ces résultats suggerent que
I'augmentation du pourcentage d’infection des VIH-1-pDC en présence des lymphocytes T CD4
n’est pas du a I'inoculum viral de départ, mais proviendrait d'un second cycle de réplication du

VIH-1 dans la co-culture infectant les pDC.
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Figure 2 : Réplication du VIH-1 dans les pDC.
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Le pourcentage d’infection des pDC par rapport au contréle (culture des VIH-1-pDC avec les
lymphocytes T CD4) est représenté pour les VIH-1-pDC incubées seules ou incubées avec les
lymphocytes T CD4, en présence ou en absence de I'inhibiteur de protéase Indinavir (IDV). Ces
résultats sont exprimés comme une moyenne * écart-type et sont issus d’expériences indépendantes
menées sur un minimum de trois donneurs sains. Les comparaisons par paires ont été analysée par

test t (test de Wilcoxon), et les p<0.05 ont été considérées significative.
Dynamique de réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4

En présence de VIH-1-pDC, la réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4 activés a la PHA a
été analysée en présence et en absence d’IDV. En présence d’IDV, le pourcentage d’infection des
lymphocytes T CD4 diminue environ de moitié par rapport au pourcentage d’infection en
absence de l'inhibiteur de protéase (figure 3). Ces résultats montrent que l'infection des
lymphocytes T CD4 provient pour moitié du transfert en trans du VIH-1 des pDC et pour moitié
du transfert en cis de particules virales produites soit par les lymphocytes T CD4 soit par les pDC.
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Figure 3 : Réplication du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4 stimulés a la PHA.

Le pourcentage d’infection des lymphocytes T CD4 par rapport au contréle (culture des lymphocytes
T CD4 avec les VIH-1-pDC) est représenté pour les lymphocytes T CD4 incubés avec les VIH-1-pDC, en
présence ou en absence de I'inhibiteur de protéase Indinavir (IDV). Ces résultats sont exprimés
comme une moyenne + écart-type et sont issus d’expériences indépendantes menées sur un

minimum de trois donneurs sains.

L'ensemble de ces résultats montrent que ces conditions expérimentales nous permettent

d’analyser I'inhibition du transfert en trans et en cis du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4

par les anticorps.
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Inhibition du transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4
Inhibition du transfert du VIH-1 en cis et en trans

Linhibition du transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4 a été étudiée en ajoutant 'AcN
VRCO1 apres les deux heures d’incubation des pDC avec le VIH-1, au méme moment que les
lymphocytes T CD4. En présence de 20 et 2 pg/mL de VRCO1 dans la co-culture, le pourcentage
d’infection des VIH-1-pDC n’a diminué que de 20 %, démontrant une tres faible efficacité de
VRCO1 a inhiber I'infection des pDC deux heures aprés l'incubation avec le VIH-1 (figure 4A). En
revanche, l'infection des lymphocytes T CD4 dans les conditions de transfert est inhibée
d’environ 50 % en présence de 2 ug/mL de VRCO1, et cette inhibition est d’environ 90 % en
présence de 20 pg/mL de VRCO1 (figure 4B). Ces résultats démontrent que 'AcN VRCO1 est
capable d’inhiber le transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4.

p<0.05
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Figure 4 : Inhibition du transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CDA4.

Le pourcentage d’infection des pDC et des lymphocytes T CD4 par rapport au contrOle est représenté
respectivement pour les VIH-1-pDC (A) et les lymphocytes T CD4 (B) en condition de transfert, en
présence ou en absence de I’AcN VRCO1 a 20 et 2 pg/mL. Ces résultats sont exprimés comme une

moyenne * écart-type et sont issus d’expériences indépendantes menées sur six donneurs sains. Les

comparaisons par paires ont été analysée par test t (test de Wilcoxon), et les p<0.05 ont été

considérées significative.

Les résultats précédents ont permis de montrer que le VIH-1 se réplique sur plus d'un cycle dans
les cellules de la co-culture. Afin de déterminer a quelle étape du cycle de réplication viral agit
I'’AcN VRCO1, les VIH-1-pDC ont été incubées avec les lymphocytes T CD4 en présence de 20
ug/mL de VRCO1 et d’'IDV. Ainsi I'inhibition de l'infection observée en présence d'IDV et de
VRCO1 correspond a l'inhibition du premier cycle de réplication du virus (inoculum viral), c'est-

a-dire le transfert en trans du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4. Le pourcentage d’infection
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des VIH-1-pDC en présence de 20 pg/mL de VRCO1 et d'IDV est plus faible que le traitement a
I'IDV seul ou avec VRCO1 seul (figure 5A). De maniére intéressante, la diminution du
pourcentage d’infection des VIH-1-pDC provoquée par 'AcN VRCO1 est d’environ 25 % en
présence ou en absence d’IDV: le pourcentage d’infection des VIH-1-pDC diminue de 100 a
environ 77 % en absence d'IDV, et de 74 a 46 % en présence d’IDV. Ces résultats suggerent
qu’'une partie du virus présent a la surface des pDC ne s’est pas fixé a son récepteur CD4,
permettant a VRCO1 d’agir méme aprés deux heures. Par ailleurs, VRCO1 a inhibé le transfert du
VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4 de maniere similaire en présence et en absence d’IDV,
démontrant que VRCO1 est capable d’inhiber a la fois le transfert en trans et en cis du VIH-1

(figure 5B).
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Figure 5 : Inhibition du transfert en trans du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4.

Le pourcentage d’infection des pDC et des lymphocytes T CD4 par rapport au contrOle est représenté
respectivement pour les VIH-1-pDC (A) et les lymphocytes T CD4 (B) en condition de transfert, en
présence ou en absence de I’AcN VRCO1 a 20 pg/mL et en présence ou en absence d’IDV. Ces
résultats sont exprimés comme une moyenne + écart-type d’expériences indépendantes menées sur
au moins trois donneurs sains. Les comparaisons par paires ont été analysée par test t (test de

Wilcoxon), et les p<0.05 ont été considérées significative.

Ces résultats montrent que les anticorps neutralisants sont capables d’inhiber le transfert en

trans et en cis du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4.

Viabilité et phénotype cellulaire dans le transfert du VIH-1

Dans les conditions de transfert, '’AcN VRCO1 a été ajouté au méme moment que les lymphocytes
T CD4 activés a la PHA avec les VIH-1-pDC. Dans un premier temps, la viabilité et le phénotype

des cellules a été analysé dans la co-culture. Le pourcentage de pDC vivantes dans la co-culture
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n’a pas varié entre les différentes conditions expérimentales, pouvant aller de 50 % a 100 % de
cellules vivantes, excepté lorsque le VIH-1 n’a pas été incubé avec les pDC (30 a 100 %) (figure
6A). En revanche, le pourcentage de lymphocytes T CD4 vivants est resté tres élevé (environ 95
%) dans toutes les conditions experimentales, méme en absence de VIH-1 (figure 6B). Ces
résultats suggeérent que le VIH-1 et/ou I'’AcN VRCO1 n’induisent pas spécifiquement la mortalité

cellulaire des pDC ou des lymphocytes T CD4.
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Figure 6 : Viabilité des pDC aux lymphocytes T CD4.

Le pourcentage de pDC vivantes (A) et des lymphocytes T CD4 vivants (B) aprés 72 heures est
représenté pour différentes conditions de coculture. Ces résultats sont exprimés comme une
moyenne * erreur standard d’expériences indépendantes menées sur au moins trois donneurs sains.
Les comparaisons de groupes ont été analysée par ANOVA a un facteur (test de Kruskall-Wallis), et

les p<0.05 ont été considérées significative.

Dans les mémes conditions expérimentales, le phénotype des pDC et des lymphocytes T CD4 a
été analysé. Dans les différentes conditions expérimentales, l'expression du marqueur de

maturation CD83 a été faible et n’a pas varié en présence ou en absence de lymphocytes T CD4,
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et en présence ou en absence de I'’AcN VRCO1 (figure 7A). De méme, le pourcentage de pDC
exprimant le CD69 (marqueur d’activation) est similaire (figure 7B). En revanche, le pourcentage
d’expression de la molécule de co-stimulation CD86 a la surface des pDC est augmenté en
présence des lymphocytes T CD4 en absence ou en présence de VRCO1, comparé aux VIH-1-pDC
seules, passant de 10 a 40 % environ (figure 7C). En absence de VIH-1, le pourcentage de pDC
CD86* en co-culture avec les lymphocytes T CD4 est également faible (environ 10 %) (données

non représentées).
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Figure 7 : Phénotype des pDC au cours du transfert du VIH-1.

A) L'expression du marqueur de maturation CD83 a la surface des pDC apres 72 heures est
représenté pour différentes conditions de coculture par la moyenne d’intensité de fluorescence
(MFI) mesurée. Le pourcentage de pDC exprimant le marqueur d’activation CD69 (B) ou le CD86 (C)
apres 72 heures est représenté pour différentes conditions de coculture. Ces résultats sont exprimés
comme une moyenne = erreur standard d’expériences indépendantes menées sur cing (A et B) ou
quatre (C) donneurs sains. Les comparaisons de groupes ont été analysée par ANOVA a un facteur

(test de Kruskall-Wallis), et les p<0.05 ont été considérées significative.

Par ailleurs, I'expression du marqueur d’activation CD69 a la surface des lymphocytes T CD4
n’est pas différente lorsque les lymphocytes T CD4 sont incubés avec les VIH-1-pDC en présence
ou en absence de VRCO1 (environ 32 %) (figure 8). Néanmoins lorsque les lymphocytes T CD4
sont incubés seuls, le pourcentage de cellules exprimant le CD69 est d’environ 12 %, et
I'incubation des lymphocytes T CD4 avec du VIH-1 libre entraine I'expression de ce marqueur sur

environ 25 % des cellules (figure 8), suggérant que I'activation des lymphocytes T CD4 dans les

conditions de transfert serait due en partie au VIH-1 et en partie au pDC.
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Figure 8 : Phénotype des lymphocytes T CD4 au cours du transfert du VIH-1.

Le pourcentage de lymphocytes T CD4 exprimant le marqueur d’activation CD69 aprés 72 heures est
représenté pour différentes conditions de coculture. Ces résultats sont exprimés comme une
moyenne * erreur standard d’expériences indépendantes menées sur cing donneurs sains. Les
comparaisons de groupes ont été analysée par ANOVA a un facteur (test de Kruskall-Wallis), et les

p<0.05 ont été considérées significative.

Ces résultats montrent une activation des pDC (expression du CD86 et du CD69) et des
lymphocytes T CD4 (expression du CD69) dans les conditions de transfert du VIH-1. La

maturation des pDC est partielle puisque I'expression du CD83 n’est pas augmentée apres les 72

heures de culture dans les expériences de transfert.
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Le maintien de la viabilité et du phénotype cellulaire dans la co-culture de VIH-1-pDC et de
lymphocytes T CD4 en absence et en présence de VRCO1 démontre que I'inhibition du transfert
en trans et en cis du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4 par 'AcN VRCO1 est indépendante de

la mortalité ou de I’état d’activation des cellules de la co-culture.

Production d’interféron-a dans le transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4

Les pDC sont capables de produire de fortes quantités d’IFN- o aux propriétés antivirales. La
présence de cette cytokine dans la co-culture de VIH-1-pDC et de lymphocytes T CD4 a été
mesuré dans le surnageant des expériences de transfert, a la fin des 72 heures. Aucune
production d’IFN-a n’a pu étre détectée dans le surnageant de lymphocytes T CD4 seuls, incubés
ou non avec du VIH-1 libre. De méme, la co-culture de pDC non-infectées avec les lymphocytes T
CD4 n’a pas induit de production d’IFN-a (données non-représentées). En revanche, une
production d’IFN-a a été détecté dans le surnageant des pDC incubées 2 heures avec le VIH-1
puis lavées (figure 9). De plus, dans les surnageants de VIH-1-pDC incubées avec les lymphocytes
T CD4, 1a production d’[FN-a mesurée était plus importante par rapport aux VIH-1-pDC cultivées
seules, et ce pour trois donneurs sains distincts (figure 9). La présence de VRCO1 dans ces
expériences de transfert ne modifie pas la production d'IFN-a par rapport a celle mesurée dans
la co-culture en absence de VRCO1 (figure 9).
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Figure 9 : Production d’IFN-a dans le transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CDA4.

La production d’IFN-a a été mesurée par ELISA dans les surnageants de co-culture aprés 72 heures.
La concentration en IFN-a (ng/mL) est représentée pour les VIH-1-pDC incubées seules ou avec les
lymphocytes T CD4 en présence ou en absence de I’AcN VRCO1 a 2 et 20 pug/mL, et ce pour trois
donneurs sains (graphiques de gauche, milieu et droite).

Bien que le transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4 soit inhibé par VRCO1, la
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production d’'IFN-a n’est pas modifiée par la présence de I'’Ac, démontrant que I'inhibition du
transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes CD4 est indépendante de la production d’'IFN-a

dans la co-culture.
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Discussion et Perspective

Les cellules dendritiques (DC) ont été décrites pour leur capacité a capturer le VIH-1 et a le
transférer aux cellules cibles du virus (Piguet et al,, 2007; Cavrois et al,, 2007). Ce modele de
propagation de cellule-a-cellule du VIH-1 est considéré comme tres efficace, permettant la
dissémination du virus dans I'organisme (Hladik and McElrath, 2008 ; Pope and Haase, 2003). En
absence de pathogene, les pDC sont peu nombreuses au niveau des muqueuses, mais une étude
sur le modeéle pathogene du SIV a montré qu’en présence du virus un grand nombre de pDC est
recruté au niveau de la muqueuse (Li et al.,, 2009). De plus, deux études ont démontré que les
pDC pouvaient transférer le VIH-1 aux lymphocytes T CD4 (Lore et al., 2005 ; Fong et al., 2002).
Dans ces conditions, il apparait essentiel de déterminer si les anticorps neutralisants sont

capables d’inhiber le transfert du VIH-1 aux lymphocytes T CD4.

Nous avons mis au point un protocole de transfert du VIH-1 permettant d’analyser la réplication
du VIH-1 dans les pDC et les lymphocytes T CD4. Le traitement avec I'inhibiteur de protéase
Indinavir (IDV) a permis de démontrer que ce transfert se produit en trans et en cis. Linfection
des lymphocytes T CD4 et des pDC dans les conditions de transfert a été le résultat de plus d’'un
cycle de réplication du virus. Aussi, nous avons démontré que la réplication du VIH-1 dans les
pDC était augmentée en présence de lymphocytes T CD4 comparé aux pDC incubées seules avec
le VIH-1. Cette augmentation de la réplication du VIH-1 en présence de lymphocytes T CD4 a
également été observée dans les MoDC et dans les LC et intDC (Publication 1). Laugmentation de
la réplication du VIH-1 dans les MoDC s’est révélée étre dépendante du contact direct entre ces
cellules et les lymphocytes T CD4. Aussi, I'importance des contacts entre les VIH-1-pDC et les
lymphocytes T CD4 dans I'augmentation de la réplication du VIH-1 pourra étre évaluée par des
expériences en trans-well permettant d’isoler les deux populations cellulaires tout en laissant

passer le virus ou les cytokines.

Les travaux menés sur le transfert du VIH-1 des MoDC aux lymphocytes T CD4 ont permis de
montrer qu’en présence de lymphocytes T CD4 non stimulés, donc incapables de répliquer le
VIH-1, la réplication du VIH-1 est augmentée dans les MoDC (Publication 1). De plus, la
réplication du VIH-1 dans les MoDC en co-culture avec les lymphocytes T CD4 stimulés a la PHA
est principalement issue de l'inoculum viral et ne représente presque qu'un seul cycle de
réplication (Manuscrit 3). Néanmoins, le traitement avec I'IDV a permis de démontrer que
I'augmentation de la réplication du VIH-1 dans les pDC n’était pas due a une stimulation de
I'infection par I'inoculum viral, mais qu’un second cycle de réplication du VIH-1 était responsable
de cette augmentation. Les origines de cette augmentation de la réplication du VIH-1 pourraient
étre multiples. En effet, le VIH-1 nouvellement produit qui infecte les pDC pourrait étre issu des

pDC elles-mémes ou des lymphocytes T CD4. Ainsi, I'étude des mécanismes mis en jeu dans la



Manuscrit 2

stimulation de la réplication du VIH-1 dans les pDC pourraient étre approfondi en déterminant
plus précisément si 'augmentation du nombre de pDC infectées est le résultat du virus produit
par ces cellules ou par du virus produit par les lymphocytes T CD4. De méme, I'importance du
ratio entre lymphocytes T CD4 et VIH-1-pDC, ainsi que la concentration de cellules totales dans
la coculture pourront étre évaluées puisque I'augmentation de la réplication pourrait étre due a

une fréquence plus élevée de contact entre cellules favorisant ainsi leur infection.

Nous avons montré que I’AcN VRCO1 est capable d’inhiber le transfert en trans et en cis du VIH-1
des pDC aux lymphocytes T CD4. Cette inhibition de la réplication du VIH-1 dans les conditions
de transfert s’est révélée étre indépendante de la viabilité des cellules, de leur état d’activation
ou de maturation, et de la production d’IFN-a. De plus, I'inhibition de ce transfert est dépendante
de la concentration en AcN puisqu’une concentration dix fois inférieure de VRC01 a été moins
efficace. Bien que certains groupes, le notre y-compris, aient observés une inhibition du transfert
du VIH-1 des MoDC aux lymphocytes T CD4 par les Ac spécifiques du VIH-1 (Cavrois et al.,, 2007;
Frankel et al, 1998; Yu et al, 2008)(Publication 1, Manuscrit 3), d’autres ont décrit une
résistance du transfert du VIH-1 a I'inhibition par les Ac (Chen et al., 2007; Ganesh et al,, 2004),
suggérant que des structures telles que les synapses virologiques protégeraient le VIH-1 de
I'inhibition par les Ac. Aussi, des expériences supplémentaires sont nécessaires pour définir avec
précision l'efficience de 'AcN VRCO1, et d’autres Ac spécifiques du VIH-1, dans I'inhibition du
transfert du VIH-1, par exemple en utilisant des concentrations plus élevées d’Ac qui pourraient
permettre de déterminer si une inhibition totale du transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes

T CD4 est possible ou si une partie de ce transfert est réfractaire a I'inhibition par les Ac.

Par ailleurs, l'infection des pDC par le VIH-1 aprées 2 heures d’incubation avec le virus a été en
partie inhibée par I'AcN VRCO1 et de facon similaire avec 2 ou 20 pg/mL (environ 20 a 25 %
d’inhibition par rapport au controle). Cette inhibition a également été retrouvée en présence
d’IDV indiquant que VRCO1 agirait sur l'infection issue de l'inoculum viral. Cependant, ces
résultats ne permettent pas de définir le mécanisme d’inhibition mis en jeu. En effet, cette
inhibition pourrait étre due a la seule présence de I'’Ac, ou au contraire, a un effet dépendant de la
fixation de cet Ac sur le VIH-1. En effet, dans le transfert du VIH-1 des MoDC aux lymphocytes T
CD4, I'inhibition de I'infection des MoDC a été corrélée avec la maturation (expression du CD83)
a la surface de ces cellules (Manuscrit 3). Bien que nous n’'observions pas de différence de
maturation des pDC en présence et en absence de VRCO1, des expériences complémentaires
utilisant un anticorps non spécifique du VIH-1 devraient permettre de déterminer si cette
inhibition est dépendante de la fixation de ’'Ac au VIH-1. A I'opposé, si les deux concentrations de
VRCO1 ont eu le méme effet inhibiteur sur les VIH-1-pDC, un effet dépendant de la concentration

de I'Ac ne peut étre exclut, et des expériences utilisant des concentrations plus faible d’Ac
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devraient étre réalisée pour rechercher une réversion de cette inhibition. De maniére générale, la
caractérisation du mécanisme d’inhibition de I'infection des pDC pré-incubées avec le VIH-1 par
les Ac pourra étre recherchée en absence et en présence de lymphocytes T afin de déterminer si

ces cellules participent a cette inhibition.

Toutefois, sans avoir encore déterminé le mécanisme d’inhibition de I'infection des VIH-1-pDC
par les Ac, nous constatons une inhibition similaire de cette infection par deux concentrations
différentes de VRCO1 alors que l'inhibition du transfert du VIH-1 aux lymphocytes T CD4 a été
dépendante de la concentration de VRCO1 utilisée. En partant de ’hypothése que I'inhibition de
I'infection des VIH-1-pDC est dépendante de la fixation de VRCO1 au VIH-1, ces résultats
suggerent que le virus transféré des VIH-1-pDC aux lymphocytes T CD4 n’est, en majeure partie,
pas issu du virus accessible et sensible a I'inhibition présent sur les pDC. Ainsi, le virus a I'origine
du transfert pourrait étre du virus internalisé au cours des 2 heures d’'incubation puis réexposé a

la surface des pDC et transféré aux lymphocytes T CD4.

Nous avons analysé la production d'IFN-a dans la co-culture. La cytokine n’a pas été détecté dans
les conditions sans VIH, ni dans les conditions ou les lymphocytes T CD4 ont été incubés seuls
avec le VIH-1 libre. Nous avons observé une production accrue d’IFN-a lorsque les VIH-1-pDC
étaient en co-culture avec les lymphocytes T CD4 comparé aux VIH-1-pDC seules. Des
expériences complémentaires sont nécessaires pour déterminer l'origine de cette augmentation
de la production d’IFN-a. En effet, lors de 'inhibition du transfert du VIH-1 aux lymphocytes T
CD4 par VRCO1, nous n'observons pas de différence dans la production de la cytokine comparé
au transfert en absence d’Ac, indiquant que la production de novo de particules virales par les
lymphocytes T CD4 n’a pas d’effet sur cette production. Des phénoménes d’activation des pDC en
présence de lymphocytes T CD4 stimulés a la PHA pourraient renforcer la production d’IFN-a
par ces cellules, c’est pourquoi la production d'IFN-a dans la co-culture pourrait étre analysée en
présence de lymphocytes T CD4 non-stimulés a la PHA ou en utilisant le systeme trans-well afin
de déterminer si le contact ou I'état d’activation des lymphocytes jouent un role dans cette

augmentation.

Par ailleurs, nous n’avons pas recherché 'activité de 'lFN-a dans la co-culture. En effet, nous
observons l'infection des lymphocytes T CD4 au cours de plus d’'un cycle de réplication du VIH-1,
mais la production d'IFN-a détectée pourrait tout de méme limiter en partie la réplication du
VIH-1. Des expériences visant a bloquer les récepteurs de I'I[FN-a a la surface des cellules
permettraient d’évaluer la participation de cette cytokine dans l'infection des cellules de la co-
culture. De plus, d’autres cytokines et chimiokines pourraient étre recherchées dans ces
surnageants, notamment MIP-1a et MIP-1f3 qui sont capables a la fois de recruter les cellules par

chimiotactisme et d’inhiber l'infection des cellules par le VIH-1 en se fixant a son co-récepteur
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(Piacentini et al., 2009). Dans ces conditions, bloquer le récepteur de ces chimiokines (CCR5) ne
serait pas efficace puisque cela empécherait le virus d’infecter ces cellules cibles. Dans ce cas,
utiliser des anticorps dirigés contre les chimiokines elles-mémes constituerait une solution plus
pertinente pour évaluer le role de ces molécules. Une alternative a cette solution serait d’utiliser
du VIH-1 de tropisme X4 qui n’utilise pas le CCR5 pour infecter les cellules et par conséquent

permet de s’affranchir de I'effet inhibiteur de ces chimiokines.

En résumé, nous avons montré que le transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4 est un
transfert en trans sensible a I'inhibition par I'anticorps VRCO1 spécifique du VIH-1. Ce travail

nécessite, selon nous, de procéder a des expériences supplémentaires :

- Analyser l'inhibition du transfert du VIH-1 aux lymphocytes T CD4 avec VRCO1 et

d’autres anticorps spécifiques ou non du VIH-1 et a des concentrations variées.

- Analyser l'inhibition de l'infection des pDC par le VIH-1 par I'ajout post-exposition
d’anticorps spécifique ou non du VIH-1 et a des concentrations variées. Cette étude
viserait également a déterminer le temps d’incubation maximal apres lequel les

anticorps n’auraient plus d’effet.

- Analyser l'effet des cytokines et chimiokines produites sur I'infection des cellules lors du
transfert du VIH-1, ainsi que les mécanismes a l'origine de l'augmentation de la

production d’IFN-a (et éventuellement des autres molécules) dans la co-culture.
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Stimulation de la réplication du VIH-1 dans les cellules dendritiques immatures

en contact avec des lymphocytes primaires T-CD4 ou B.

Stimulation of HIV-1 replication in immature dendritic cells in contact with primary

CD4-T or B lymphocytes.

Vincent Holl, Xu Ke, Maryse Peressin, Alexandre Lederle, Maryse Delaporte, Thomas Decoville, Sylvie

Schmidt, Anne-Marie Aubertin and Christiane Moog.
Journal of Virology, 2010.

Les cellules dendritiques présentes a la muqueuse comptent parmi les premieres cibles du VIH-1
et participent a la transmission du virus. Apres avoir démontré l'efficacité des anticorps
neutralisants sur l'infection des MDDC dans les tests de neutralisations, cette étude propose de
s’'intéresser a l'activité inhibitrice de tels anticorps sur le transfert du VIH-1 des MDDC aux

lymphocytes T CD4.

Dans les conditions de transfert, le pourcentage de MDDC infectées a augmenté en présence de
lymphocytes T CD4 ou B primaires, et non lors de co-culture avec des lignées permissives au
VIH. Cette augmentation s’est révélée étre dépendante des contacts entre cellules dendritiques
et lymphocytes T CD4 primaires. Le transfert du VIH-1 des MDDC aux lymphocytes T CD4 a été
inhibé par 'anticorps neutralisant b12, en dépit de 'augmentation du pourcentage d’infection
des MDDC. Néanmoins, cet anticorps neutralisant n’est pas parvenu a inhiber l'infection des

MDDC.

Cette étude suggere que le transfert du VIH-1 des MDDC aux lymphocytes T CD4 peut étre
efficacement inhibé par les anticorps neutralisants, méme si le VIH-1 exploite ces contacts entre

cellules afin de faciliter sa réplication et sa transmission.
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Sexual transmission is the major route of HIV-1 infection worldwide. Dendritic cells (DCs) from the mucosal
layers are considered to be the initial targets of HIV-1 and probably play a crucial role in HIV-1 transmission.
We investigated the role of cell-to-cell contact between HIV-1-exposed immature DCs and various lymphocyte
subsets in the stimulation of HIV-1 replication. We found that HIV-1 replication and production in DCs were
substantially enhanced by the coculture of DCs with primary CD4 T or nonpermissive B lymphocytes but not
with primary activated CD8 T lymphocytes or human transformed CD4 T lymphocytes. Most of the new virions
released by cocultures of HIV-1-exposed immature DCs and primary B lymphocytes expressed the DC-specific
marker CD1a and were infectious for both immature DCs and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs).
Cocultured DCs thus produced large numbers of infectious viral particles under these experimental conditions.
The soluble factors present in the supernatants of the cocultures were not sufficient to enhance HIV-1
replication in DCs, for which cell-to-cell contact was required. The neutralizing monoclonal antibody IgG1b12
and polyclonal anti-HIV-1 sera efficiently blocked HIV-1 transfer to CD4 T lymphocytes but did not prevent the
increase in viral replication in DCs. Neutralizing antibodies thus proved to be more efficient at blocking HIV-1
transfer than previously thought. Our findings show that HIV-1 exploits DC-lymphocyte cross talk to upregu-
late replication within the DC reservoir. We provide evidence for a novel mechanism that may facilitate HIV-1
replication and transmission. This mechanism may favor HIV-1 pathogenesis, immune evasion, and

persistence.

Most infectious agents of sexually transmitted diseases, in-
cluding HIV-1, initiate infection via the mucosal epithelial
surfaces of the genital tract. Immature dendritic cells (DCs) in
the underlying mucosa are among the first antigen-presenting
cells (APCs) encountered by HIV-1 after sexual transmission
(7, 19, 22, 28, 53, 60, 61). These specialized APCs efficiently
capture viruses through their specific uptake receptors for the
processing and presentation of viral antigens to T or B lym-
phocytes (4). They establish stable or transient cell-to-cell
contacts with various naive or memory T or B lymphocytes to
generate and orchestrate adaptive virus-specific immune re-
sponses. HIV-1 replication in DCs, both in vivo and in vitro, has
been firmly demonstrated, although HIV-1 infection of DCs in
vitro is less efficient than the infection of primary CD4 T lym-
phocytes. The mechanisms responsible for the limited replica-
tion of HIV-1 in DCs have not been elucidated, but it has been
suggested that intracellular restriction factors present in these
cells, such as members of the APOBEC family or other, as yet
unknown restriction factors, may interfere with the early steps
of HIV-1 infection (15, 41, 54). The low availability of active
transcription factors, such as NF-«kB, in immature DCs is also
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known to limit HIV-1 replication. HIV-1 replication in DCs is
poor, but many studies have reported the efficient transmission
of infectious HIV-1 particles in #rans from DCs to nearby
permissive CD4 T lymphocytes, via several different pathways
(7, 8, 18, 33, 36, 52, 57, 59, 60, 62). HIV-1 transfer from DCs
to CD4 target cells probably increases the efficiency of HIV-1
trans-infection of CD4 T lymphocytes. It has been suggested
that naive or memory CD4 T lymphocytes interacting with
HIV-1-infected DCs form an immunological synapse (IS) me-
diating a T-cell activation program, leading to transmission of
the virus from DCs to activated CD4 T lymphocytes, in which
it replicates. This process of HIV-1 transmission has been
proposed as an effective mode of cell-to-cell propagation of the
initial infection and of latent infection generation in HIV-
specific memory CD4 T lymphocytes. It has also been sug-
gested that the mode of HIV-1 transfer from DCs to CD4 T
target cells through an infectious synapse is resistant to anti-
body neutralization. However, conflicting data concerning the
role of neutralizing antibodies in the HIV-1 trans-infection of
CD4 T target cells have been reported (7-9, 13, 14).

An understanding of the way in which HIV-1 interacts with
and replicates in the various types of primary target cells in the
mucosal layers is essential for the design of therapeutic agents
for preventing the early steps of HIV-1 infection at these sites
of entry. Several studies have focused on the amplification of
HIV-1 replication in primary CD4 T lymphocytes or human
CD4 T-cell lines in the presence of mature DCs, but to our
knowledge, the ability of HIV-1 to replicate in immature DCs
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during cell-to-cell interactions with primary T- or B-lympho-
cyte subsets has yet to be investigated. The development of a
future HIV-1 vaccine candidate inducing protective mucosal
immunity will depend on elucidation of the early events of
HIV-1 replication in infected immature DCs interacting with
various lymphocyte subsets. It will also be important to deter-
mine whether HIV-1-neutralizing antibodies can inhibit HIV-1
transfer from immature DCs to primary activated CD4 T lym-
phocytes.

We provide several lines of evidence that HIV-1 replica-
tion is efficiently stimulated in DCs during cross talk with
primary CD4 T or B lymphocytes. We found that this en-
hancement of HIV-1 replication in DCs required early and
specific cell-to-cell interaction between infected DCs and
primary lymphocytes. We also showed that neutralizing
polyclonal and monoclonal IgGs robustly inhibited produc-
tive HIV-1 trans-infection of primary CD4 T lymphocytes
cocultured with infected DCs.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement. Large volumes of sera from HIV-1-infected individuals and
healthy HIV-1-seronegative donors were obtained by apheresis with the approval
of the appropriate institutional review board (the Comité Consultatif pour la
Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale [CCPPRB]).

Cell preparation. Immature monocyte-derived DCs (MoDCs) were generated
by inducing the differentiation of human monocytes as described previously (21).
Briefly, monocytes were isolated from human peripheral blood leukocytes from
healthy HIV-1-seronegative donors by the selection of CD14-positive cells by
isolation on magnetic beads (AutoMacs; Miltenyi Biotec, Cologne, Germany)
and cultured for 6 days in RPMI 1640 with 5% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS) in the presence of 20 ng/ml interleukin-4 (IL-4) and 10 ng/ml
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF; both from R&D
Systems, Minneapolis, MN). After the monocytes had been collected, residual
CD19 B lymphocytes and CD4 and CD8 T lymphocytes were successively puri-
fied (up to 98% purity) by positive selection. Langerhans cells (LCs) were
isolated from purified human cord blood CD34 progenitor cells by one-step
immunomagnetic positive selection with materials from Miltenyi Biotec after
Ficoll-Hypaque sedimentation. Purified CD34 cells were cultured in RPMI 1640
supplemented with 10% FBS, penicillin (100 wg/ml), streptomycin (100 pg/ml),
50 ng/ml Flt3 ligand, 50 ng/ml GM-CSF, 25 ng/ml stem cell factor (SCF), and 10
ng/ml thrombopoietin (TPO; all from R&D Systems) for 7 days at 37°C under an
atmosphere containing 5% CO, to allow multiplication. The differentiation of
these cells into LCs and interstitial DCs (intDCs) was then triggered by incuba-
tion with a mixture of 50 ng/ml GM-CSF, 6 ng/ml transforming growth factor g1
(TGF-B1), and 2 ng/ml tumor necrosis factor alpha (TNF-a) for a further 7 days.
Autologous CD4 T lymphocytes from human cord blood samples were purified
by positive selection after the collection of CD34 stem cells. For some experi-
ments, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) or purified lymphocytes
were frozen in liquid nitrogen until use (they were thawed for 18 h before
addition to infected DCs). Human CD4 T-lymphocyte cell lines (Jurkat, MT4,
CEMSS, and MT2 high CCRS5) were cultured in RPMI 1640 containing 10%
FBS with penicillin (100 wg/ml) and streptomycin (100 pg/ml).

Virus preparation. R5 HIV-1 primary isolates were produced in human blood
leukocytes as described previously (6). Virus stocks were collected at peak virus
production and were concentrated by a factor of 80 with a 100-kDa-cutoff
polyethersulfone filter (Centricon 80 Plus Biomax filter; Millipore, Molsheim,
France). HIV-1g,0g was provided by H. Fleury, and the HIV-1g,, isolates (sub-
type B RS strains) were provided by S. Gartner, M. Popovic, and R. Gallo from
the National Institutes of Health. HIV-1-ys, and HIV-11,_; were obtained from
the National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) and S.
Engelbrecht, respectively. Before their addition to cultures of immature DCs,
concentrated viruses were purified by gel filtration with a Sephadex exclusion
column used to remove fetal calf serum (FCS) proteins and free gp120 as
described previously (6, 35). HIV-1 pseudo-virus-like particles (p¢cDNA3.1D/V5-
His-TOPO-envggy4,, backbone vector pSG3AEnv, and a vpr-green fluorescent
protein [GFP] plasmid) were prepared as described previously (32).

Coculture of HIV-1-infected DCs with lymphocytes. MoDCs were infected and
cocultured with various types of primary lymphocytes under conditions similar to
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those described previously for HIV-1 transfer experiments (8, 18, 36, 59, 62).
Briefly, immature MoDCs were infected with primary RS HIV-1 isolates (500
ng/ml viral p24 antigen) by being incubated with the virus for 2 h. MoDCs were
then washed thoroughly to remove unbound virus and resuspended at a density
of 8 X 10° cells per ml in RPMI 1640 containing 5% FCS and supplemented with
GM-CSF and IL-4. Aliquots (25 ul) of HIV-1-exposed immature MoDCs were
added to 25 pl of a cell suspension containing 8 X 10° autologous or allogeneic
phytohemagglutinin (PHA)-activated or nonactivated T or B lymphocytes,
thawed 1 day before the infection of MoDCs with HIV-1, or 4 X 10° human CD4
T-cell lines in a flat-bottomed 96-well plate. In parallel, HIV-1-exposed MoDCs
were cultured alone. Unless otherwise stated, we assessed productive infection
after 48 h of culture by using flow cytometry to detect intracellular viral p24
antigen (21, 56). Virus release into the supernatant was assessed in the p24 viral
antigen enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with an Innotest assay kit
(Innogenetics, Ghent, Belgium).

Microscopy. Immature MoDCs were exposed to HIV-1 pSG3Envgg 4, vpr-
GFP pseudoparticles (32) for 2 h and then washed and stained with Alexa Fluor
647-conjugated anti-human DC-SIGN monoclonal antibody (BD Biosciences
[BD]). Labeled cells were washed, fixed with BD Cytofix solution, and trans-
ferred out of the biosafety level 3 (BSL3) laboratory. After cytospin centrifuga-
tion at 200 rpm for 5 min, MoDCs were covered with Aqua-Poly/Mount solution
(Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Germany) and incubated under cov-
erslips overnight at room temperature in the dark. Stained MoDCs were viewed
with an Axio Observer Z1 microscope (Carl Zeiss Vision International GmbH,
Oberkochen, Germany), and images were analyzed with Imaris software (Bit-
plane, Saint Paul, MN) after deconvolution with AutoDeblur software (Auto-
Quant X; Media Cybernetics, Bethesda, MD).

Fluorescence-activated cell sorter analysis. Mouse monoclonal antibodies
against human CD11b, DC-SIGN, CD1a, and CD3 were purchased from BD
Biosciences (San Diego, CA); mouse anti-HIV-1 p24 monoclonal antibody
(clone KC57) and monoclonal antibody against human CD207 (langerin)
were obtained from Coulter Beckman (Fullerton, CA). Cells were labeled
with antibodies directed against human cell surface molecules, washed, fixed,
and permeabilized in Cytofix and Perm/Wash kit solutions (used according to
the manufacturer’s instructions). Cells were then stained for intracellular
viral p24, washed again, and analyzed by flow cytometry. Multicolor data were
acquired with a cytometer (LSRII SORP; BD Biosciences, San Jose, CA), as
recommended elsewhere (39). Cytometer setup and tracking (CST) calibra-
tion particles (BD) were used to ensure the consistency of fluorescence
intensity measurements throughout all experiments. Compensation was
achieved with a flow cytometry CompBeads kit (BD). Gating on forward and
side light scatter was used to exclude dead cells and debris from the analysis.
Forward width and forward area were used to exclude doublet cells. The final
analysis was performed and the graphical output was generated with FACS-
Diva software (BD).

Real-time RT-PCR. Total RNA from cells subjected to various treatments
was extracted with Trizol reagent used according to the instructions of the
manufacturer (Invitrogen), and the RNA samples were treated with DNase I
(Qiagen). TagMan quantitative real-time reverse transcription (RT)-PCR
analysis was performed with reagents from Applied Biosystems used accord-
ing to the manufacturer’s instructions in an iCycler iQ real-time PCR detec-
tion system (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Primers, the TagMan probe long
terminal repeat (LTR), and the external standard were used as described
previously (46).

Transwell cell culture insert experiments. Millicell-24 cell culture assembly
insert plates with a pore size of 0.4 um (Millipore, Bedford, MA) were used to
prevent cell-to-cell contact. The outer wells contained HIV-1-exposed MoDCs,
and the inner wells contained primary lymphocyte subsets. In a control plate,
CD4 T lymphocytes were cultured in the inner wells together with uninfected or
HIV-1g,; -infected MoDCs whereas the outer wells contained medium alone. In
all cases, the final volume of medium was 250 wl, and triplicates were set up for
each condition. Cells were harvested on days 2 and 5 (data not shown) for surface
CD3, DC-SIGN, and intracellular p24 antigen staining analyses, followed by flow
cytometry.

Characterization of the virus particles released. Virus-containing culture su-
pernatants were centrifuged to remove cellular debris before analysis for the
presence of host cell-derived surface molecules incorporated into the envelope
during budding. This analysis involved the capture of viral particles with mag-
netic microbeads coupled to specific antibodies directed against markers of
different cell types (59). Briefly, cleared cell-free supernatants were incubated
with magnetic beads coated with mouse anti-human CDla or CD3 antibodies
(Miltenyi Biotec) at a 1:2 bead-to-supernatant volume ratio for 15 min at 4°C.
Magnetic bead-bound fractions were separated from the supernatant by selective
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retention on equilibrated WMACS magnetic columns (Miltenyi Biotec). Columns
were washed four times with MACS running buffer (1X phosphate-buffered
saline, 0.5% bovine serum albumin [BSA], and 2 mM EDTA), and the retained
fractions were eluted with MACS rinse buffer (MACS running buffer without
BSA). We determined the number of HIV-1 particles in each fraction bearing a
given cell antigen by p24 ELISA. Supernatants from cell cultures maintained in
the presence of azidothymidine (AZT), an inhibitor of HIV-1 replication, were
used to determine p24 background levels (i.e., those from residual input virus
particles or free or HIV-1-associated exosomes released from MoDCs). We
evaluated the infectivity of viral particles produced under various MoDC-lym-
phocyte coculture conditions by measurement of the 50% tissue culture infective
dose (TCIDs).

Virus infectivity. The capacities of viruses to infect PBMCs or immature
MoDCs and to produce new viral particles were determined as reported previ-
ously (6). Cells were infected with serial dilutions of cell-free virus supernatant
from HIV-1-exposed immature MoDCs cultured for 5 days alone or together
with activated CD4 T lymphocytes or nonactivated B lymphocytes. After 4 days
of infection, cells were washed twice and cultured for an additional 7 days in
fresh culture medium. Virus-producing cultures were identified by subjecting
culture supernatants to p24 ELISA. The TCIDs, was calculated by the Reed-
Muench method.

Neutralizing monoclonal antibodies. The monoclonal neutralizing antibody
IgG1b12, directed against the CD4 binding site of gp120, was a gift from Dennis
Burton (Scripps, La Jolla, CA). Polyclonal neutralizing and non-HIV-1 IgG
antibodies were purified from the sera of asymptomatic HIV-1-positive individ-
uals and seronegative healthy blood donors, respectively (6, 21).

Inhibition of HIV transfer from immature DCs to T lymphocytes. HIV-1
trans-infection of CD4 T lymphocytes was inhibited with antibodies as described
previously (24). Briefly, immature MoDCs were loaded with HIV-1 for 2 h and
then washed. Neutralizing antibodies were then added to the cells, together with
autologous primary activated CD4 T lymphocytes. After 48 h, the inhibitory
effect of neutralizing antibodies was determined by comparing the percentages of
the two cell types positively stained for intracellular p24 antigen in the presence
and absence of neutralizing antibodies.

Statistical analysis. A nonparametric two-tailed Mann-Whitney U test was
used to assess differences among groups. Values of P of <0.05 were considered
to be statistically significant for the two-tailed Mann-Whitney U test, and values
of P of <0.017 were considered to be statistically significant for the two-tailed
Mann-Whitney U test with Bonferroni’s correction. Statistical calculations were
performed using R software (Department of Statistics and Mathematics, R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

RESULTS

HIV-1 replication and production in immature MoDCs,
LCs, and intDCs are strongly enhanced in the presence of
primary human CD4 T lymphocytes. DCs infected in vivo at
mucosal sites may be a source of viral particles for other re-
sponding CD4 target cells, but little is known about their
HIV-1 replication capacity during cross talk with various lym-
phocyte populations. We studied the effect of DC-lymphocyte
interactions on HIV-1 replication in DCs by incubating imma-
ture MoDCs or CD34-derived LCs and intDCs with R5 HIV-1
primary isolates for 2 h before adding purified primary blood
lymphocytes or human transformed CD4 T lymphocytes.

We used flow cytometry to detect intracellular p24 viral
antigen—a reliable early indicator of productive infection
(56)—and cell-specific markers for the phenotypic character-
ization of infected cells. Immature DC-SIGN-positive (DC-
SIGN™) MoDCs exposed to HIV-1 for 2 h efficiently captured
viral particles, as shown by fluorescence microscopy (Fig. 1A),
but only a few MoDCs were able to replicate HIV-1 (0.02% of
DC-SIGN™ MoDCs were p24 positive) (Fig. 1B, first column).
However, in the presence of autologous PHA-activated CD4 T
lymphocytes, the HIV-1 infection of immature MoDCs was
markedly enhanced, as shown by intracellular p24 antigen lev-
els (2.61% of DC-SIGN " MoDCs were p24 positive) (Fig. 1B,
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second column). Indeed, viral p24 antigen was detectable in
MoDCs by 24 h (Fig. 1C). At 48 h, the percentage of infected
MoDCs in the coculture was markedly higher than the per-
centage of infected MoDCs among HIV-1-exposed MoDCs
cultured alone (Fig. 1C). The percentage of infected MoDCs
in the coculture continued to increase from the 48-h time point
to day 3 (Fig. 1C) and day 5 (data not shown). HIV-1 replica-
tion in PHA-activated CD4 T lymphocytes in the coculture was
also observed (Fig. 1B, bottom row, and D), confirming previ-
ous observations that infected DCs can efficiently transmit
infectious viral particles (8, 18, 33, 36, 52, 57). As a control,
AZT, a reverse transcriptase inhibitor, was added 2 h after the
infection of MoDCs, at the same time that CD4 T lymphocytes
were added. AZT prevented HIV-1 replication in both MoDCs
and CD4 T lymphocytes, indicating that the viral p24 antigen
detected in the absence of AZT resulted from de novo synthe-
sis (Fig. 1B). The relationship between virus input and the
percentage of p24-positive DC-SIGN™ MoDCs was also inves-
tigated. In experiments with serial dilutions of virus inoculum,
a dose-dependent response curve was obtained when the
amount of virus loaded and the percentage of infected MoDCs
after 2 days of coculture with CD4 T lymphocytes were plotted
(Fig. 1E). Thus, a plateau was not reached with this virus input
(500 ng/ml viral p24 antigen used in our experiments). The
number of virions released, assessed by determining extracel-
lular p24 antigen levels, was greater in the MoDC-T-lymphocyte
coculture than in cultures of HIV-1-exposed MoDCs alone (Fig.
1F). Furthermore, the quantification of viral mRNA in the
cells demonstrated viral transcription levels to be higher in
cocultured cells, regardless of the activation status of the pri-
mary CD4 T lymphocytes (Fig. 1G). The increase in viral p24
production in MoDCs did not require HIV-1 multiplication in
CD4 T lymphocytes, as this effect was also observed in the
presence of nonactivated CD4 T lymphocytes unable to sup-
port viral replication (Fig. 1B and C). The increase in viral
replication in intracellular p24-positive DC-SIGN" MoDCs
was actually greater in the presence of nonactivated CD4 T
lymphocytes than in the presence of activated ones. The expo-
sure of immature MoDCs to a panel of different RS HIV-1
clade B primary isolates led to similar increases in HIV-1
replication in MoDCs (Fig. 1H). The percentages of CD34-
derived LCs and intDCs infected with clade B R5 HIV-1,,.
isolates (Fig. 1I) and clade C R5 HIV-1.,, ., isolates (data not
shown) were also higher in the presence of autologous primary
CD4 T lymphocytes than in the absence of such cells. This
phenomenon, therefore, occurs with various R5 isolates and
DC subsets and is not restricted to DC-SIGN™ MoDCs. In
contrast, we detected no stimulation of HIV-1 production in
monocyte-derived macrophages cocultured with autologous
nonactivated primary CD4 T lymphocytes (data not shown),
demonstrating that the stimulatory process is specific to DCs.
Our findings indicate that coculture of DCs and CD4 T lym-
phocytes promotes efficient HIV-1 replication in immature
DCs, even if the primary CD4 T lymphocytes are not infected.

Stimulation of HIV-1 replication in MoDC:s is also detected
in the presence of primary B lymphocytes but not in the pres-
ence of PHA-activated CD8 T lymphocytes or human trans-
formed CD4 T cells. CD4 T lymphocytes were not the only
leukocyte population able to increase the proportion of
MoDCs producing viral p24 antigen. A similar effect was ob-
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FIG. 1. Increase in HIV-1 p24 antigen production in immature MoDCs in the presence of cocultured primary CD4 T lymphocytes. (A) Im-
munofluorescence analysis of the binding of HIV-1 pSG3Envgg,4, vpr-GFP pseudoparticles (green) to immature MoDCs 2 h postinfection.
Membranes were stained with anti-human DC-SIGN IgG (red). Bars, 3 pm (left) and 10 um (right). (B) Dot plots of intracellular p24-positive
DC-SIGN* MoDCs (green) and CD3" CD4 T lymphocytes (purple) after 48 h of culture. The teal arrowhead indicates the percentage of infected
CD4 T lymphocytes in the CD3-positive gate. PerCP Cy5.5; peridinin-chlorophyll cyanine 5.5; FITC, fluorescein isothiocyanate. (C and D)
Immature MoDCs were exposed to HIV-15,; for 2 h before the addition of uninfected autologous PHA-activated or nonactivated CD4 T
lymphocytes. Percentages of MoDCs (C) and CD4 T lymphocytes (D) producing intracellular p24 antigen were determined by flow cytometry. Data
are the means * standard deviations (SD) of triplicate results. (E) Dose-dependent response curve obtained by plotting the amount of input virus
loaded into immature DCs against the percentage of p24-positive DC-SIGN" MoDCs detected after 48 h of coculture with autologous CD4 T
lymphocytes. Data are the means * SD of triplicate results. Data from one representative experiment of four are shown. (F) Cell-free supernatants
were collected after various amounts of time, and extracellular viral p24 antigen levels were determined by ELISA. Data are the means * SD of
triplicate results. (G) Quantification of viral mRNA in cocultures of HIV-1-exposed MoDCs and activated or nonactivated CD4 T lymphocytes
(n = 3) by RT-PCR. (H) Immature MoDCs were infected with various R5 HIV-1 primary isolates and cultured with or without activated CD4 T
lymphocytes for 48 h (n = 3). (I) Box plot analyses of intracellular viral p24 antigen in cocultures (n = 5) of HIV-exposed LCs or intDCs and
uninfected autologous nonactivated CD4 T lymphocytes after 3 days. Data are the means * standard errors of the means (SEM) of results from
n independent experiments. A two-tailed Mann-Whitney U test with Bonferroni’s correction was used to assess differences between groups. A value
of P of <0.025 was considered significant. *, P < 0.025 versus the control group.

served following the addition of peripheral blood lymphocytes
(PBLs) depleted of CD4 target cells (Fig. 2A). Indeed, the
presence of purified primary B lymphocytes in the coculture
strongly stimulated HIV-1 replication in MoDCs. In contrast,
the addition of PHA-activated CD8 T lymphocytes to infected
MoDCs had no significant effect on the percentage of p24-

positive DC-SIGN* MoDCs (Fig. 2A). In parallel, we deter-
mined the levels of viral mRNA in these various cocultures by
real-time RT-PCR. The number of HIV-1 mRNA copies in the
coculture of HIV-1-exposed MoDCs and primary B lympho-
cytes was 70 times higher than that in the culture of infected
MoDCs alone. In contrast, the quantity of HIV mRNA in the
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FIG. 2. Stimulation of HIV-1 replication in infected MoDCs cocul-
tured with primary B lymphocytes but not with human CD4 T-cell lines.
(A) Box plot analysis of the percentage of p24-positive DC-SIGN™ CD3~
MoDC:s following the coculture of HIV-1-exposed MoDCs and autolo-
gous CD4 T lymphocyte-depleted PBLs (n = 4), nonactivated B lympho-
cytes (n = 5), PHA-activated CD8 T lymphocytes (n = 7), PHA-activated
CD4 T lymphocytes (n = 10), or various human CD4 T-cell lines (n = 4)
for 48 h. (B) Box plot analysis of the percentage of infected DC-SIGN™
CD3™ MoDCs in the presence of allogeneic T- or B-lymphocyte popula-
tions (n = 3) after 48 h of coculture. Data are the means = SEM of results
from n independent experiments.

coculture with activated CD8 T lymphocytes was not signifi-
cantly different from that in the culture of infected MoDCs
alone. The lack of increase in the number of HIV-1-infected
MoDCs and in viral mRNA in the coculture with PHA-acti-
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vated CD8 T lymphocytes may be due to the apoptosis of
HIV-infected MoDCs induced by these activated T lympho-
cytes. Indeed, we observed an increase, by a factor of five, in
the number of hypodiploid DNA particles in MoDCs (data not
shown). Transformed human CD4 T lymphocytes, which are
commonly used as HIV-1 target cells in studies of HIV-1
transfer, had no significant effect on the rate of MoDC infec-
tion (Fig. 2A). In contrast, coculture with allogeneic primary
CD4 T or B lymphocytes at a DC/lymphocyte ratio of 1:4
resulted in an increase in HIV-1 replication in MoDCs. Thus,
autologous or allogeneic primary lymphocytes stimulate HIV-1
replication in MoDCs (Fig. 2B).

The infectious virions released in coculture are produced by
infected MoDCs. We investigated the cellular origin of the
virions released into the supernatant of the coculture. We
checked for host cell-derived molecules (37, 59), such as CD1a
and CD3, which are incorporated at the surfaces of virus par-
ticles budding from MoDCs and CD4 T lymphocytes, respec-
tively. The input virus produced in PBLs expressed mostly the
CD3 marker (Fig. 3A), whereas a significant proportion of
virus particles released in the DC-CD4 T-lymphocyte coculture
carried the DC-specific markers CD1a (Fig. 3B) and CD11b
(data not shown). In addition, the virions produced in the
MoDC-B-lymphocyte coculture were mostly CDla positive
(i.e., produced by DCs). The number of CD1la-positive virus
particles increased with the time of infection (Fig. 3B). More-
over, the resulting virus suspensions were infectious, as they
productively infected MoDCs and PBMCs (Fig. 3C). No virus
particles were detected in the supernatants of cocultures con-
taining AZT (Fig. 3B) or cocultures of HIV-1-exposed MoDCs
and PHA-activated CD8 T lymphocytes (data not shown).
Thus, MoDCs efficiently produced infectious HIV-1 particles

B

3

T=n

TCIDS0mL (x40

IE+at

PEMCa

FIG. 3. The infectious HIV-1 particles released into the supernatant of the coculture are produced principally by infected MoDCs. (A and B) Virus
particles positive for CD1a or CD3 were subjected to immunomagnetic separation and quantification by p24 ELISA (n = 4). Levels of these host cell
surface markers detected on the envelopes of virions from input virus (A) or cell-free supernatants from cocultures (B) are shown. (B) Amounts of CD1a
(top)- or CD3 (bottom)-positive virus particles collected after 2 and 5 days of culture (n = 4). The values plotted on all graphs are the means + SEM
of results from » independent experiments. (C) Infectivities (TCIDss) of the cell-free virus supernatants for PBMCs and immature MoDCs. Two-tailed
Mann-Whitney U tests with Bonferroni’s correction were used to assess differences between groups. A value of P of <0.017 was considered statistically

significant. *, P < 0.017 versus controls.
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FIG. 4. Early cell-to-cell contact is required for the increase in HIV-1 replication in infected DCs. (A and B) CD4 T lymphocytes were added
at various time points after the infection of immature MoDCs. The percentage of DC-SIGN™ DCs (A) or CD3* CD4 T lymphocytes (B) expressing
p24 was determined after 48 h. (C) Supernatants (SN) from HIV-1-exposed MoDCs, cultured alone [SN (1)] or cocultured with CD4 T
lymphocytes [SN (2)] or B lymphocytes [SN (3)], were collected at 6 h and added to infected immature MoDCs. (Bottom) After 48 h, intracellular
p24 levels were determined. (Top) In parallel, we used flow cytometry to measure intracellular p24 production at 48 h in cells from which
supernatants (1, 2, and 3) had been removed (orange bars) or not removed (white bars). (D) HIV-1-exposed MoDCs and uninfected lymphocytes
were left in contact or separated with a Transwell insert, and intracellular p24 levels were determined after 48 h. (E) PHA-activated CD4 T or B
lymphocytes were pulsed with 20 pg/ml mouse monoclonal IgG2a directed against human CD3 (clone OKT3 [azide free]; Miltenyi Biotec) before
being added to HIV-1-exposed immature MoDCs. We added 20 pg/ml mouse monoclonal IgG1 directed against CD40 (clone B-B20 [azide free];
Abcam), ICAM-3 (clone B-R1 [azide free]; Abcam), ICAM-1 (clone 1H4 [azide free]; Abcam), CD20 (clone MEM-97 [azide free]; Abcam),
DC-SIGN (clone DCN46; BD Pharmingen), CD32 (clone 3D3; BD Pharmingen), or a mouse monoclonal IgG1 isotype (clone NCM1; Abcam) to
the coculture at the same time as CD4 T lymphocytes. After 48 h of coculture, intracellular p24 levels were determined by flow cytometry. (F) In
parallel, MoDC-CD4 T-cell conjugates were evaluated by determining the percentage of DC-SIGN™ CD3" cells by flow cytometry. The values
plotted on all graphs are means + SD of triplicate results from a single representative experiment. A value of P of <0.05 was considered significant.
*, P < 0.05 versus the corresponding control group.
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when cocultured with primary CD4 T lymphocytes or nonper-
missive B lymphocytes.

Early cell-to-cell contacts between infected DCs and pri-
mary lymphocytes are required for the stimulation of HIV-1
production in MoDCs. We then added primary lymphocytes to
HIV-1-exposed MoDCs at various time points. Kinetic analysis
showed that the stimulation of HIV-1 replication in MoDCs
was less efficient if the addition of PHA-activated CD4 T
lymphocytes to HIV-1-exposed MoDCs was delayed. The per-
centage of p24-positive MoDCs detected after 2 days (Fig. 4A)
or 3 days (data not shown) decreased as a function of time

between HIV-1 exposure and the addition of CD4 T lympho-
cytes, suggesting that the addition of lymphocytes may stimu-
late an early step of HIV-1 replication in MoDCs. Moreover,
when MoDCs were infected for a longer period of time before
the addition of primary CD4 T lymphocytes, the percentage of
p24-positive CD4 T lymphocytes also decreased (Fig. 4B).
Thus, the HIV-1 #rans-infection of CD4 T lymphocytes was
efficient only for a limited period of time after the loading of
MoDCs with virus; after this period, HIV-1 transfer in cis may
occur, as suggested in previous studies (13, 18, 57). Moreover,
kinetic analysis after the addition of AZT suggested that the
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reverse transcription of viral RNA was more rapid after the ad-
dition of lymphocytes (data not shown), consistent with the higher
viral mRNA levels in the presence of lymphocytes as detected by
RT-PCR (Fig. 1G).

We investigated whether the release of infectious viral par-
ticles (e.g., those associated with exosomes) or soluble factors
was involved in the stimulation of HIV-1 replication in cocul-
tured MoDCs by removing the supernatants from MoDCs
infected in the presence of CD4 T or B lymphocytes after 6 h
of coculture and adding them to HIV-1-exposed immature
MoDCs. The addition of these supernatants to HIV-1-exposed
MoDCs did not result in the stimulation of HIV-1 replication
(Fig. 4C, bottom). Moreover, HIV-1 replication in MoDCs in
the coculture from which the supernatant was removed was not
significantly affected (Fig. 4C, top).

In contrast, when cell-to-cell contact was prevented by a cell
culture membrane insert, coculture with CD4 T or B lympho-
cytes no longer affected MoDCs (Fig. 4D). The increase in
HIV-1 replication in cocultured MoDCs was also substantially
decreased when PHA-activated CD4 T lymphocytes, but not B
lymphocytes, were first pulsed or continuously incubated with
20 pg/ml monoclonal anti-human CD3 antibody (Fig. 4E).
Moreover, the addition of 20 wg/ml monoclonal antibody di-
rected against human CD40 receptor or ICAM-1 to HIV-1-
exposed immature MoDCs at the same time as PHA-activated
CD4 T lymphocytes (Fig. 4E) or nonactivated B and CD4 T
lymphocytes (data not shown) significantly inhibited the stim-
ulation of HIV replication in MoDCs. In the presence of anti-
human CD40 antibody, the decrease in HIV replication in
MoDCs was associated with the induction of DC maturation
markers (more than 85% of DC-SIGN* MoDCs were CD83
positive). This DC maturation may contribute to the decrease
in R5 HIV-1 replication in infected MoDCs (as mature
MoDCs do not support R5 HIV-1 replication [41]). In con-
trast, in the presence of anti-human CD3 or ICAM-1 antibody,
no DC maturation was recorded (data not shown). In parallel, the
percentage of cells positive for both DC-SIGN and CD3 was
determined by flow cytometry. Blocking ICAM-1-LFA-1 interac-
tion between MoDCs and activated CD4 T lymphocytes markedly
decreased the percentage of DC-SIGN™ CD3™ cells, whereas
inhibiting the CD40-CD40L interaction had no significant effect
on this percentage (Fig. 4F). The purified mouse monoclonal IgG
directed against CD3 masked the CD3 binding site, hindering the
detection of cell conjugates by flow cytometry. We were therefore
unable to draw any firm conclusions on the inhibition of DC-
SIGN™ CD3™ cell conjugate formation by anti-human CD3 an-
tibody under these conditions.

The addition of monoclonal antibody directed against DC-
SIGN, CD32, CD20, or ICAM-3 did not significantly affect the
percentage of DC-SIGN™" CD3™" cells or the proportion of in-
fected MoDCs in cocultures with activated CD4 T lymphocytes
(Fig. 4E and F and data not shown). In addition, no doubly
positive cells were detected by flow cytometry when HIV-exposed
MoDCs were cocultured with nonactivated B or CD4 T lympho-
cytes (data not shown), although anti-ICAM-1 and anti-CD40
antibodies inhibit HIV stimulation in MoDCs. Thus, overall, our
data demonstrate that efficient HIV-1 replication in MoDCs is
dependent on cellular interactions between MoDCs and lympho-
cytes in primary cultures but not on viral particles or soluble
factors released during early cell-to-cell contact.

J. VIROL.

Neutralizing IgGs inhibit HIV-1 trans-infection. The greater
efficiency of HIV-1 production in immature MoDCs cocul-
tured with primary lymphocytes highlights the need to recon-
sider the potential inhibitory effects of antibodies on R5 HIV-1
transfer from DCs to CD4 T lymphocytes. Indeed, in previous
studies based on a similar in vitro experimental design, the
neutralizing activities of antibodies were recorded by analyzing
virus p24 particles released into the supernatant but the in-
crease in HIV-1 particle release from DCs was not taken into
account. In this study, we determined the percentage of in-
fected cells by flow cytometry and found that adding 25 pg/ml
of neutralizing monoclonal IgG1b12 antibody (recognizing a
conserved epitope overlapping the CD4 binding site of HIV-1
gp120) at the same time as PHA-activated CD4 T lymphocytes
to HIV-1-exposed immature MoDCs abolished the HIV-1 in-
fection of the CD4 T lymphocytes (Fig. SA), despite the ab-
sence of a strong inhibitory effect on HIV-1 replication in
MoDCs (Fig. 5B). As a consequence, only a limited decrease in
p24 levels in the supernatant in the presence of neutralizing
IgG1b12 antibodies occurred (Fig. 5C). Thus, IgG1b12, when
added 2 h after the infection of immature DCs, efficiently
blocked productive HIV-1 transfer from infected MoDCs to
activated CD4 T lymphocytes, although this effect was not
apparent from determinations of soluble p24 Gag levels in the
supernatant. Similarly, CD4 T lymphocyte trans-infection was
inhibited by a neutralizing polyclonal antibody preparation
purified from the serum of an HIV-1 patient (polyclonal IgG
no. 44) (Fig. 5D). These data clearly demonstrate that HIV-1
transfer from MoDCs to CD4 T lymphocytes in frans was not
resistant to HIV-1 neutralization. Our findings therefore pro-
vide strong evidence that neutralizing monoclonal and poly-
clonal antibodies can prevent early HIV-1 cell-to-cell transfer
to a much greater extent than was previously recognized.

DISCUSSION

The importance of virus trafficking in DCs for transmission
has been clearly demonstrated for HIV-1 and for other viruses,
including human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) and
Ebola virus (1, 24, 25). In the case of HIV-1 infection, it was
initially suggested that DCs could not support efficient HIV-1
replication due to intracellular restriction factors and their
capacity to capture and degrade viral pathogens for antigen
presentation (26, 34, 36). However, the potential modulation
of HIV-1 replication in DCs during their cross talk with various
lymphocyte subsets was not taken into account when this con-
clusion was reached.

By directly measuring productive HIV-1 infection in each
cell subset present in the cocultures of MoDCs and lympho-
cytes, we obtained evidence for an unexpected increase in
HIV-1 replication in MoDCs. The addition of primary autol-
ogous or allogeneic CD4 T lymphocytes to HIV-1-exposed
immature MoDCs effectively stimulated HIV-1 replication in
the MoDCs. The increase in HIV-1 replication in MoDCs was
also observed in the presence of nonactivated CD4 T lympho-
cytes and nonpermissive primary B lymphocytes, indicating
that this phenomenon was not dependent on HIV-1 replication
in lymphocytes. The virions produced in these cocultures re-
sulted from efficient viral replication in MoDCs and were able
to infect both PBMCs and immature MoDCs. Saidi et al.
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recently reported that cross talk between activated NK cells
and MoDCs induces the accumulation of HIV-1 DNA in
MoDCs and significantly increases HIV-1 production in im-
mature MoDCs (48). These data indicate that HIV-1 repli-
cation in immature MoDCs may be induced by interaction
with different leukocyte populations. Interestingly, we de-
tected no enhancement of HIV-1 replication in MoDCs
cocultured with various human transformed CD4 T-lympho-
cyte cells, although infected MoDCs efficiently transfer in-
fectious RS or X4 HIV-1 particles to these CD4 T cells (data
not shown) (2, 62), further indicating that HIV-1 transfer to
CD4 T target cells and stimulation in DCs are not necessary
associated. Moreover, we observed a similar increase in
HIV-1 replication when LCs and intDCs were cocultured
with primary CD4 T lymphocytes, whereas no such increase
was observed when the cells were cocultured with human
transformed CD4 T cells (unpublished results). As imma-

ture LCs and intDCs are considered to be among the first
targets of HIV-1 in vivo after sexual transmission, this in-
crease in HIV-1 replication may be of physiological rele-
vance. De Witte et al. found epithelial LCs to be refractory
to HIV infection and transmission and proposed a mecha-
nism of HIV capture and degradation involving langerin
(10). Their results contrast with our observation of efficient
HIV replication and transfer in LCs and intDCs. This discrep-
ancy may be attributed to differences in the experimental cul-
ture conditions used: the concentrations of input virus and the
origins of the LCs used (LCs isolated from skin versus LCs
differentiated from cord blood CD34 stem cells). Nonetheless,
we and others have shown that LCs are infected in vitro and
can transmit HIV particles to CD4 T cells (11, 27-29). In
addition, LCs and memory T lymphocytes emigrating from
human skin explants have been found to facilitate productive
HIV-1 infection (43), consistent with our results.
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In our kinetic experiments, in which primary CD4 T or B
lymphocytes were added at different time points, the detection
of an increased viral mRNA level after lymphocyte addition is
consistent with the stimulation of an early step of HIV-1 RNA
reverse transcription in MoDCs. Using cell culture inserts, we
showed that cell-to-cell contact was required. DC-lymphocyte
interactions are known to lead to the formation of an IS. This
IS involves the local reorganization of an array of receptors
(e.g., CD3, CD4, CDS8, talin, ICAM-1, DC-SIGN, and CD40/
CD40L) that may vary with the lymphocyte phenotype and the
presence or absence of antigens (5, 45, 51). Such interactions
are important for immunological cross talk between DCs and
T or B lymphocytes (30, 31, 45, 51). We investigated whether
these interactions triggered early stages of HIV-1 replication in
immature MoDCs. The abolition of IS formation (T-cell re-
ceptor-CD3 or ICAM-1-LFA-1 cell interactions) mediated by
antibodies directed against CD3 or ICAM-1 prevented the
stimulation of HIV-1 replication in MoDCs cocultured with
primary CD4 T lymphocytes. In contrast, the addition of
monoclonal antibody against ICAM-3 to infected MoDCs
cocultured with CD4 T lymphocytes had no effect on HIV
replication in DCs. Others have shown that blocking ICAM-
1-LFA-1 interactions on primary CD4 T lymphocytes signifi-
cantly decreases HIV-1 transmission from immature DCs to
lymphocytes but that blocking ICAM-2 and ICAM-3 does not
inhibit DC-mediated HIV-1 transfer (49, 58). Furthermore,
the insertion of ICAM-1 into HIV-1 particles enhances the
infection of CD4 T lymphocytes expressing LFA-1 (12, 55).
The importance of such interactions for HIV-1 transmission
has been highlighted by the results of in vitro HIV transfer
experiments using primary lymphocytes from leukocyte adhe-
sion deficiency type 1 (LAD-1) patients harboring LFA-1 de-
fects (17). The absence of LFA-1 results in the impairment of
HIV-1 replication, cell-to-cell viral transfer, and the formation
of virological synapses (47). In addition to its role in cell-to-cell
adhesion during antigen presentation or cross talk, ICAM-1
may be involved in signal transduction across cell membranes,
like gene transcription, as suggested previously (23), or in the
modulation of restriction factor activity.

The agonist monoclonal antibody against the human CD40
receptor inhibited HIV-1 replication in MoDCs in the pres-
ence of CD4 T or B lymphocytes. This antibody is known to
mimic CD40-CD40L engagement, which upregulates the mat-
uration markers CD86 and CD83 and increases APOBEC3G
(apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, catalytic polypep-
tide-like 3G) expression (40). The resulting increase in the
amount of APOBEC3G in the cell is correlated with an in-
crease in resistance to HIV-1 infection (38). Thus, CD40 en-
gagement on infected MoDCs triggers the production of
APOBEC3G, which is involved in decreasing HIV-1 replica-
tion and infectivity (41, 50). Similarly, in our experiments, the
addition of human anti-CD40 monoclonal antibody to HIV-1-
exposed immature MoDCs induced MoDC maturation, poten-
tially accounting for the inhibition of HIV-1 stimulation in
MoDGCs. Conversely, the productive infection of DCs with
HIV-1 may be stimulated by unknown retrograde signals de-
livered to DCs by primary lymphocytes, which may downregu-
late or inhibit intracellular HIV-1 restriction factors, such as
APOBEC3G (41, 54) or the unknown factor counteracted by
Vpx (15). Other factors may also modity the life cycle of HIV-1

J. VIROL.

in DCs. The upregulation of transcription factors, such as
NF-kB, in infected DCs may also account for efficient HIV
replication in cocultured DCs, as shown following the forma-
tion of syncytia between infected DCs and memory CD4 T
lymphocytes (16). Moreover, these heterologous syncytia con-
tain high levels of active Rel and Sp1 factors, likely to induce
strong stimulation of the HIV-1 promoter, leading to high
levels of virion production (16). In contrast to findings for cells
in the presence of PHA-activated CD4 T lymphocytes, no
syncytium formation or DC-SIGN™ CD3™" or CD20* cells in
the presence of nonactivated CD4 T or B lymphocytes were
observed by microscopy or flow cytometry 2 days after infec-
tion (data not shown), although HIV-1 replication was en-
hanced in MoDCs. This discrepancy between HIV-1 replica-
tion and cell conjugate formation demonstrates that HIV-1
stimulation in DCs may be mediated by different mechanisms
involving an exchange of information during syncytium forma-
tion that cannot in itself account for the stimulation of HIV-1
replication. As the HIV-1 particles taken up by DCs are rapidly
degraded in endolysosomal compartments (7, 62), the addition
of primary lymphocytes may affect the fate of these incoming
viruses, allowing them to evade the degradation process. Al-
ternatively, a more efficient route of viral entry in the nonly-
sosomal compartment or higher integration efficiency may con-
tribute to the increase in HIV-1 replication in DCs. In vivo, the
enhancement of HIV-1 replication in immature DCs sur-
rounded by lymphocytes may create a favorable environment
for HIV-1 transmission, dissemination, and persistence. It may
also be highly detrimental to the immune system, as HIV-1
replication in DCs may hijack immune functions of these cells,
thus disrupting the early innate immune response and the
initiation of adaptive immunity to HIV-1 (3, 42). Thus, an
understanding of the precise mechanism responsible for the
stimulation of HIV-1 replication would facilitate the develop-
ment of inhibitors of HIV-1 replication in DCs.

As the HIV-1 trans-infection of CD4 T target cells plays an
important role in the propagation of infection, we also evalu-
ated virus transmission to primary CD4 T lymphocytes in co-
culture. Productive HIV-1 frans-infection of activated CD4 T
lymphocytes was detected in the coculture on day 1 after in-
fection. The percentage of infected CD4 T lymphocytes de-
creased with increasing duration of the period of infection of
immature MoDCs. Consistent with this pattern, the number of
new viral particles released into the supernatant of the cocul-
ture also decreased as a function of the duration of DC infec-
tion (data not shown). Pope et al. also showed that viral p24
antigen release into the supernatant decreased with increasing
duration of the period of incubation of T lymphocytes with
infected DCs (44). Cavrois et al. recently investigated this
aspect further, using a virion-based HIV-1 fusion assay. They
confirmed that levels of R5 or X4 HIV-1 transmission de-
creased sharply when virions were presented by immature or
mature MoDCs incubated with HIV-1 for up to 120 min at
37°C before the addition of CD4 T cells (8).

We have shown previously that neutralizing monoclonal an-
tibodies strongly inhibit the HIV-1 infection of immature
MoDCs (20, 21). In this study, we assessed the capacity of
neutralizing IgGs to inhibit HIV-1 transfer from immature
MoDCs to primary CD4 T lymphocytes. By analyzing the per-
centages of infected DCs and CD4 T lymphocytes, we showed
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that neutralizing IgGs strongly inhibited the infection of pri-
mary CD4 T lymphocytes, with no marked effect on HIV-1
replication in MoDCs. Moreover, HIV-1 particles continued to
be released into the supernatant in the presence of neutralizing
antibodies. Thus, the determination of viral p24 antigen levels
in the coculture medium underestimated the inhibition of
HIV-1 cell-to-cell transfer by antibodies. Thus, quantification
of the HIV-1 released into the supernatant is not a reliable
method for assessing the inhibition of HIV-1 transfer by antibod-
ies. Our findings may explain some of the discrepancies among
previous reports concerning the capacity of antibodies to inhibit
HIV-1 transfer (7, 9, 13, 14). The efficient inhibition of HIV-1
transfer by neutralizing antibodies described here opens up new
perspectives in the search for an effective HIV-1 vaccine. Indeed,
one of the primary goals of vaccination should be the induction of
HIV-1-specific antibodies at mucosal sites, to block DC infection
and viral transfer from DCs to CD4 T cells.
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Les anticorps neutralisants et non-neutralisants inhibiteurs inhibent efficacement
la réplication du VIH-1 dans les cellules dendritiques interstitielles et de

Langerhans.

Neutralizing and non-neutralizing inhibitory IgG efficiently inhibit HIV-1 replication in

Langerhans and interstitial dendritic cells.

Maryse Peressin, Vincent Holl, Sylvie Schmidt, Thomas Decoville, Danielle Mirinsky, Alexandre Lederle,

Maryse Delaporte, Xu Ke , Anne-Marie Aubertin and Christiane Moog.
Journal of Virology, 2011.

Les précédents travaux du laboratoire ont permis de montrer que l'infection des MDDC par le
VIH-1 pouvait étre inhibée efficacement par les anticorps neutralisants et non-neutralisants
inhibiteurs. Puisque la transmission par voie sexuelle est le mode de transmission le plus
fréquent du VIH-1, 'activité inhibitrice de tels anticorps a été recherché lorsque des cellules de

Langerhans (LC) ou les cellules dendritiques interstitielles (intDC) sont les cibles du VIH-1.

Les LC et les intDC ont été différenciée a partir de cellules CD34+ isolées du sang de cordon
ombilical, et présentent un phénotype similaire aux cellules retrouvées in vivo au niveau des
muqueuses. Les résultats de cette étude montrent que l'infection des LC et intDC par le VIH-1 est
inhibée par les anticorps neutralisants et non-neutralisants inhibiteurs in vitro. Comme pour les
MDDC, le mécanisme d’inhibition de I'infection de ces cellules repose sur deux propriétés des

anticorps : I'activité neutralisante et I'inhibition dépendante des RFc.

Ainsi, la similarité des cellules de ce modeéle avec les cellules présentes aux muqueuses, et
'efficacité de protection de ces cellules par les anticorps neutralisants et non-neutralisants
inhibiteurs suggere que de tels anticorps devraient étre induits par vaccination afin de protéger

ces cellules contre l'infection par le VIH-1 lors de la transmission du virus par voie sexuelle.
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HIV-1 Replication in Langerhans and Interstitial Dendritic Cells Is
Inhibited by Neutralizing and Fc-Mediated
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Langerhans cells (LCs) and interstitial dendritic cells (IDCs) may be among the first human immunode-
ficiency virus type 1 (HIV-1) targets after sexual transmission. We generated cells of these types by differen-
tiation of purified CD34™ cord blood cells. After in vitro infection with R5-tropic strains, we obtained similar
percentages of infected cells for both dendritic cell (DC) subsets. Moreover, LC infection was not increased by
blockage of langerin by antilangerin. These results indicate that, under our experimental conditions, there was
no evidence of any preference of HIV replication in LCs versus IDCs. The inhibitory activity of HIV-1-specific
IgAs and IgGs against HIV-1 replication in LCs and IDCs was analyzed. We found that neutralizing antibodies
inhibit HIV-1 infection of both DC subsets. Interestingly, HIV-1 was inhibited more efficiently by the IgGs than
the corresponding IgA, due to an Fcy receptor-dependent mechanism. Moreover, nonneutralizing inhibitory
IgGs were able to inhibit infection of both LCs and IDCs. These results underline the importance of HIV-1
inhibition by the binding of the Fc part of IgGs to Fcy receptors and suggest that the induction of neutralizing
and nonneutralizing inhibitory IgGs in addition to neutralizing IgAs at mucosal sites may contribute to

protection against sexual transmission of HIV-1.

Currently, sexual transmission is the major route of new
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection. One
of the promising new strategies for vaccination against HIV
sexual infection is the development of a mucosal vaccine to
induce strong local and systemic protective immunity. Such
immunity should prevent infection of the first HIV target cells
at mucosal sites, particularly Langerhans cells (LCs), intersti-
tial dendritic cells (IDCs), macrophages, and T lymphocytes
(32). Five monoclonal neutralizing antibodies (NAbs) have
been studied extensively (IgG1 b12, 2F5, 4E10, 447-52D, and
2G12), and additional candidate NAbs have recently been
discovered (37, 38). These NAbs inhibit a broad spectrum of
HIV-1 strains in vitro, as assessed using conventional neutral-
ization assays with peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) or HIV-1-permissive cell lines (TZM-bl) (3, 26, 37).
We have previously demonstrated that NAbs have an in vitro
inhibitory activity by using two types of antigen-presenting cells
(APCs): monocyte-derived macrophages (MDMs) and mono-
cyte-derived dendritic cells (MDDCs) (15, 17). The inhibitory
activity of neutralizing antibodies on these target cells was due
to two distinct mechanisms of inhibition: (i) classical neutral-
ization of the virus infectivity involving the Fab part of the
antibody (Ab) and (ii) an Fcy receptor (FcyR)-dependent
mechanism of inhibition. Moreover, other Abs, which did not

* Corresponding author. Mailing address: INSERM-UDS, Institute
of Virology, Faculté de Médecine, 3 rue Koeberlé, F-67000 Strasbourg,
France. Phone: 33 (0)3 68 86 37 42. Fax: 33 (0)3 68 85 37 24. E-mail:
maryse.peressin@unistra.fr.

T Supplemental material for this article may be found at http://jvi
.asm.org/.
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show classical neutralizing activity, were able to inhibit HIV-1
replication in these cells by the FcyR-dependent mechanism
only. These Abs are referred to as nonneutralizing inhibitory
Abs (NNIAbs) (16).

The protective role of neutralizing IgGs has been confirmed
in vivo using passive immunization of macaques against a vag-
inal simian-human immunodeficiency virus (SHIV) challenge
(1, 11). More recently, even lower concentrations of NAbs
showed protection in a modified challenge protocol involving
repeated low doses of simian immunodeficiency virus (SIV) or
SHIV (12, 28). Passive-transfer studies of NAbs implicate the
Fc part of IgGs in the protection against mucosal infection.
Indeed, the protection was significantly lower after passive
transfer of the IgG1 b12 mutant LALA (devoid of the capacity
to bind to FcyRs) than of the wild-type (WT) b12 strain (11).
These results suggest that the Fc region of neutralizing IgGs
plays a role in the protection against sexual transmission
of HIV.

It has been suggested that Fc-bearing LCs and IDCs in the
mucosa are among the first HIV targets following sexual trans-
mission. Although their exact contribution to HIV transmis-
sion is controversial, they have been found infected in the
mucosal layer (14, 31) and are able to replicate HIV in vitro (4,
14, 19, 24, 25). These FcyR-bearing immune cells display im-
portant immune functions. They are involved in the capture
and the degradation of HIV-1 IgG immune complexes and in
the induction of immune effector functions, such as antigen
presentation (2). Thus, inhibiting infection of LCs and IDCs
and preserving their immune function may make a valuable
contribution to protection against HIV-1 infection and dissem-
ination through the body. Using antibodies to protect these
cells from infection should therefore be investigated.



1078 PERESSIN ET AL.

There have been few studies of the inhibitory effect of an-
tibodies on antigen-presenting cells and, to our knowledge, no
studies of the inhibitory effects of antibody against infection of
LCs and IDCs. These particular dendritic cells (DCs) differ-
entially express HIV-1 alternative receptors compared to
MDDCs (for example, C-type lectin receptors [CLRs], such as
DC-SIGN or langerin). Moreover, the relative expression of
the various FcyRs differs from that in MDDCs. These differ-
ences may affect HIV binding to the cells, with consequences
for HIV replication and the inhibitory capacity of Abs.

We report an analysis of HIV replication in LCs and IDCs
and the neutralizing and Fc-mediated inhibitory activity of Abs
on the infection of these cells.

MATERIALS AND METHODS

Antibodies and cytokines. (i) MAbs used for LC and IDC staining. Monoclo-
nal antibodies (MAbs) HLA-DR-phycoerythrin (PE) (G46-6), CD1a-PC5
(BL6), CDl11b-allophycocyanin-Cy7 (ICRF44), CD16-PE (3G8), CD83-PE
(HB15e), CD206-PC5 (19.2), and DC-SIGN-allophycocyanin (DCN46) were
purchased from BD PharMingen (San Diego, CA). MAbs CD14-fluorescein
isothiocyanate (FITC) (RMOS52), CD64-PC5 (clone 22), CD207-PE (DCGMO04),
and p24-FITC (KC57) were purchased from Beckman-Coulter (Roissy, France).

(ii) HIV-1-specific Abs. Anti-HIV-1 human MAbs to gp-120 (IgG1 b12 and
2G12) and to gp-41 (2F5) were obtained from the NIBSC. Human MADb 447-52D
and corresponding Fab fragments 240D and 246D were provided by Suzan
Zolla-Pazner. Human MAbs 4E10 and IgA bl2 were provided by H. Katinger
(Polymun Scientific GmbH) and D. Burton, respectively. Nonneutralizing non-
inhibitory MAbs to gp-41 (5F3 and 3D6) were obtained from the NIH and D.
Katinger (Polymun Scientific GmbH), respectively.

(iii) Anti-human langerin Abs. Mouse monoclonal anti-human langerin (clone
DCGMO04) was purchased from Beckman-Coulter (Roissy, France). Mouse
monoclonal anti-human langerin (clone 343828) and goat polyclonal anti-human
langerin were purchased from R&D Systems.

(iv) Cytokines. All cytokines used for culture and differentiation of the cells
were purchased from R&D Systems.

Cell preparation. PBMCs were obtained by Ficoll-Hypaque sedimentation of
human peripheral blood leukocytes, followed by 3 days of phytohemagglutinin
(PHA) activation in RPMI medium-10% fetal calf serum (FCS) supplemented
with interleukin-2 (IL-2) (10 ng/ml).

Langerhans cells (LCs) and interstitial dendritic cells (IDCs) were obtained
by differentiation of purified human cord blood CD34™" stem cells by immu-
nomagnetic bead isolation (AutoMacs; Miltenyi Biotec) after Ficoll-Hypaque
sedimentation. Purified CD34" cells were cultured in RPMI medium-10%
FCS supplemented with 50 ng/ml of Flt3 ligand (FIt3-L), 50 ng/ml of granu-
locyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), 25 ng/ml of stem
cell factor (SCF), and 10 ng/ml of thrombopoietine (TPO) at 37°C and under
5% CO, for 7 days to allow multiplication. Then, the CD34" cells were
differentiated for five additional days in RPMI medium-10% FCS with 50
ng/ml of GM-CSF, 6 ng/ml of transforming growth factor 1 (TGF-B1), and
2 ng/ml of tumor necrosis factor alpha (TNF-a).

All blood or cord blood samples were collected from healthy, HIV-1-seroneg-
ative donors. Umbilical cord blood samples were obtained from consenting,
full-term pregnant women.

Virus preparation. HIV-1 primary isolates were produced in human blood
leukocytes as previously described (16). Virus stocks were collected at the peak
of virus production and were concentrated 80-fold using a 100-kDa cutoff poly-
ethersulfone filter (Centricon 80 Plus Biomax filter; Millipore, Molsheim,
France). HIV-1g,; and HIV-1gyg isolates (subtype B, R5 strains) were pro-
vided by S. Gartner, M. Popovic, and R. Gallo from the National Institutes of
Health and by H. Fleury, respectively. HIV-11y, (subtype C, RS strain) was
obtained from S. Engelbrecht. X4-tropic HIV-1y N was provided by F. Barin.

Infection and neutralization assays. Aliquots of 25 pl of cells (at 12 X 10°
cells/ml, in RPMI medium supplemented with 10% FCS without addition of
cytokines) were infected with 25 wl of HIV-1 primary isolate (concentration of 2
to 10 wg/ml p24) in a final volume of 75 wl. The concentration used was adjusted
to result in 2 to 5% of infected cells after 72 h. This percentage of infected
cells has been shown to be adequate for testing neutralizing antibody activity
(22, 23, 33).

The neutralization assay involved preincubation of 25 pl of various concen-
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trations of HIV-specific Abs with 25 pl of virus for 1 h at 37°C, before addition
of 25 pl of cells.

After 72 h, the percentage of infected cells was determined by intracellular
p24 staining in parallel with membrane staining to allow the discrimination of
DC subsets. Flow cytometry analysis was performed, and the neutralizing
ICy, (the concentration of Ab which resulted in a 90% reduction in the
number of infected cells) was determined. Neutralization was assessed if the
percentage of infected cells was >2%. This percentage of infected cells has
been shown to be appropriate for the analysis of neutralization by flow
cytometry (16, 17, 30).

Flow cytometry analysis. Acquisition of multicolor samples was performed
with a cytometer (LSRII Sorp; BD). Cytometer setup and tracking (CST) cali-
bration particles (BD) were used to ensure consistency of fluorescence intensity
measurements throughout all experiments. A flow cytometry CompBeads kit
(BD) was used for compensation. Forward angle and side scatter light gating
were used to exclude dead cells and debris from the analysis. Forward width and
forward area were used to exclude doublet cells. FACSDiva software (BD) was
used for the final analysis and graphical output.

RESULTS

Phenotypes of LCs and IDCs derived from CD34% cord
blood cells. To analyze the inhibitory activity of antibodies
against HIV infection of LCs and IDCs, we generated these
cells from CD34™ stem cells in vitro. As the recovery of CD34™"
cells from cord blood is low, we first amplified them for 7 days
before the 5-day differentiation step to generate LCs and IDCs
(see Materials and Methods). Under these conditions, we ob-
tained LCs and IDCs in coculture. Each cell population in the
coculture was characterized by immunophenotyping (Fig. 1);
LCs and IDCs were distinguished according to their specific
cell surface expression markers, langerin (CD207) and CD11b,
respectively (6, 34).

The CD11b*/langerin-negative IDCs (Fig. 1, blue popula-
tion) expressed low levels of CD1a and CD14 (10 and 22%,
respectively). In contrast, 73% of CD11b ™ /langerin-positive
LCs (Fig. 1, pink population) expressed CD1a, but few were
positive for CD14. A third cell population, negative for both
CD11b and langerin markers, was also detected in the cocul-
ture (see Fig. SAla in the supplemental material, gray popu-
lation). We extensively analyzed these cells. They were also
negative for the CD14-specific monocyte marker, for CD4 and
CCRS, and for all other surface markers tested (FcyRs, FcaR,
the C-type lectins DC-SIGN and mannose receptor, CDla,
and HLA-DR).

Like APCs, LCs and IDC:s strongly expressed HLA-DR. The
mannose receptor was detected at the cell surface of most
IDCs but not LCs, and the expression of DC-SIGN was very
weak on IDCs and absent on LCs. To assess the ability of LCs
and IDCs to bind HIV-1 IgG immune complexes through
FcyRs, we studied the expression of the different types of this
receptor family. LCs and IDCs differentially expressed FcyRI
(4 and 18%, respectively) and FcyRII (24 and 54%, respec-
tively), but both expressed FcyRIII only weakly. The expres-
sion of FcaR (IgA receptor) was very weak on IDCs and not
detectable on LCs (not shown).

The receptor and coreceptor for R5-tropic HIV-1 strains,
CD4 and CCRS, respectively, were expressed at the surface of
both DC subsets, whereas no expression of CXCR4 (corecep-
tor for X4-tropic HIV-1 strains) could be detected (not
shown). LCs and IDCs did not express the maturation marker
CD83 and were therefore considered to be immature.

The LCs and IDCs in coculture obtained by in vitro differ-
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FIG. 1. Phenotypes of Langerhans cells (LCs; pink) and interstitial dendritic cells (IDCs; blue) obtained after differentiation of CD34" cord
blood cells. (A) LCs and IDCs were distinguished by their expression of langerin and CD11b, respectively. (B) The expression of various markers
was determined by flow cytometry (LSRII Sorp; BD) with gated populations of langerin-positive/CD11b~ LCs and langerin-negative/CD11b*
IDCs. Dot plots are representative of 4 different donors and 7 independent experiments.

entiation of cord blood stem cells thus showed a phenotype
very similar to the phenotype previously described for DCs
residing in mucosal sites (13, 35).

Attempts to purify LCs and IDCs. We tried to separate
IDCs from LCs and also to improve their purity in culture (see
Fig. SA2 in the supplemental material).

First, we modified the culture conditions and the cytokine

cocktail used. Without adding TGF-B to the culture, we ob-
tained pure IDCs, without LCs (see Fig. SA2c in the supple-
mental material). However, these IDCs showed a phenotype
similar to that of MDDCs; in particular, unlike other IDCs,
they expressed DC-SIGN. IDCs obtained in the presence of
TGF-B did not express DC-SIGN (probably due to the effect of
the cytokine, as reported by Relloso et al. [27]) and therefore
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show a phenotype closer to that of IDCs purified from the
derma.

Purification by cell sorting was also attempted (see Fig.
SAZ2b in the supplemental material). However, the size and the
morphology of the LCs obtained on days 10 to 12 were not
appropriate for magnetic cell sorting (the cells stuck to the
column and were recovered with deformities). Moreover,
staining of the cells on day 12 before cell sorting induced rapid
maturation of the cells, making them resistant to RS HIV
infection. Purification of LCs at earlier times was not feasible
because langerin was expressed only weakly before day 12.

As we could not improve the purity of LCs or IDCs, cocul-
tures were used for infection experiments.

Productive HIV-1 infection of LCs and IDCs. To analyze the
infection of LCs and IDCs by different HIV-1 strains, we used
flow cytometry to detect, in each population of DCs, intracel-
lular p24 viral antigen, which is a reliable early indicator of
productive infection (33). Flow cytometry was also used to
detect the cell-specific markers langerin and CD11b for the
phenotypic characterization of infected LCs and IDCs, respec-
tively. This method discriminated between infected LCs and
infected IDCs in the coculture, which is not possible by en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (dosage of p24 in
the supernatant). Intracellular p24 was analyzed at various
times after infection (Fig. 2C). After 24 and 48 h, the percent-
ages of LCs and IDCs infected were negligible. However, 72 h
postinfection, the percentages of LCs and IDCs infected were
2 to 5% for the three R5-tropic strains (HIV-1g,;, HIV-15x¢s,
and HIV-1,y,), but no productive infection was detected with
X4 HIV-1, oy (Fig. 2A). Although the percentage of infected
IDCs was slightly higher than that of LCs, the difference was
not significant for HIV replication in LCs and IDCs from
various donors (P > 0.34 by analysis of variance [ANOVA])
(Fig. 2B). The percentage of infected cells increased with time
(at days 4 and 5) (Fig. 2C) and correlated with virus released
into the medium, as assessed by p24 ELISA (not shown).

To determine whether the infection detected at 72 h corre-
sponded to a single cycle or several cycles of replication, cells
were treated with saquinavir (a protease inhibitor). Saquinavir
treatment decreased the numbers of infected LCs and IDCs by
25% and 30%, respectively (Fig. 2D). This indicates that virus
replication detected at 72 h corresponded mainly to a single
cycle of HIV replication in both DC types. To measure the
kinetics of the early reverse transcription step, we added
zidovudine (AZT) at various times after infection and mea-
sured the percentages of infected cells at 72 h. AZT had no
detectable inhibitory effect when added up to 24 h after the
virus. This indicates that the reverse transcription step of
HIV-1 replication needs about 24 h to be completed in these
cells (Fig. 2E). These findings also suggest that the early ki-
netics of replication were similar in LCs and IDCs.

No infection was detected in langerin-negative/CD11b~
cells, and these cells could therefore be considered nonpermis-
sive to HIV-1 infection (see Fig. SAlb in the supplemental
material). Analysis of the inhibitory activity of antibodies after
72 h was chosen, corresponding to a single cycle of infection
and minimizing the inhibitory activity due to cytokine produc-
tion or other factors.

Effect of antilangerin on HIV-1 infection of LCs. Langerin is
expressed exclusively on LCs and may participate in the deg-
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radation of viral particles, limiting HIV replication in these
cells (8). The role of langerin in HIV-1 infection was assessed
in our model by competition experiments using three antibod-
ies directed against human langerin CD207 (one polyclonal
and two monoclonal Abs). Anti-human langerin Ab (20 pwg/ml)
was preincubated with LCs and IDCs for 30 min before infec-
tion with a primary isolate of HIV-15,, . These Abs impeded
antilangerin-PE staining by targeting the same epitope or by
steric hindrance, demonstrating the efficacy of their binding
(Fig. 3A). We analyzed the productive HIV-1 infection in LCs
identified as CD11b~ CDla™ (Fig. 3B). The presence of anti-
langerin Abs (either monoclonal or polyclonal) did not in-
crease the percentages of LCs (or IDCs) infected after 3 days
(Fig. 3B). Indeed, in the presence of antilangerin antibodies,
the percentage of HIV-infected CD1a™ LCs was slightly but
not statistically significantly lower than that for controls. Under
these conditions, we found no evidence of langerin being in-
volved in LC infection. In addition, there was no significant
difference between the percentages of HIV-infected LCs and
IDCs (Fig. 2B), indicating that LCs were infected with an
efficiency similar to that for the IDCs also present in the
coculture.

Inhibition of HIV-1 replication in DCs by HIV-1-specific
Abs. The inhibitory activity of a panel of HIV-1-specific Abs on
HIV-1 replication in LCs and IDCs was evaluated. Anti-HIV-1
Abs were incubated with R5-tropic HIV-15,, or HIV-1,, for
1 h before the addition of LCs and IDCs. After 72 h, the
percentages of infected LCs and DCs were determined and the
inhibition of HIV-1 replication after Ab treatment was calcu-
lated. The ICy, of the Abs (i.e., the concentration of Ab which
resulted in a 90% reduction in the number of infected cells)
was determined for infection of LCs and IDCs with either
HIV-1g,, or HIV-11y, (Table 1). The five well-known NAbs
tested strongly inhibited HIV-15,; and HIV-1,,,, replication
in LCs and IDCs, and their inhibitory activities were stronger
than those measured on PBMCs (Table 1). Interestingly,
NNIAbs 240D and 246D, which do not exhibit neutralizing activ-
ity on PBMCs, reduced the number of HIV-1g,, -infected LCs
and IDCs by 90% (39). The nonneutralizing noninhibitory Abs
(NNNIAbs) 5F3 and 3D6, directed against gp41, which did not
exhibit any inhibitory activity in previous assays, also had no
inhibitory effects in our model system (17). Under these ex-
perimental conditions, no induction of the maturation marker
CD83 at the surface of the LCs or IDCs could be detected (not
shown).

Participation of FcyRs in the inhibition of HIV-1 replication
by HIV-1-specific IgGs. As FcyRs are expressed on LCs and
IDCs, we studied the role of the Fc part of Abs in binding to
their cognate FcyRs. We first analyzed the inhibitory activity of
the Fab part of the neutralizing monoclonal IgG 447-52D (Fig.
4A). The inhibitory activity of the Fab part of this NAb was
only 1/10 that of the whole NAb. However, when PHA-stim-
ulated PBMCs were used as target cells, the inhibition by the
Fab part of 447-52D was only slightly lower than that of the
whole IgG (Fig. 4A). This suggests not only that the much
greater inhibition of DC infection by whole IgG than by the
Fab fragment was due to a higher avidity of divalent than
monovalent antibodies but also that the Fc domain of the NAb
contributes substantially to the mechanism of inhibition of
HIV-1 replication in LCs and IDCs. To test this possibility
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FIG. 2. HIV-1 replication in LCs and IDCs. (A) Contour plot representation of the percentages of p24-positive langerin-positive/CD11b~ LCs,
langerin-negative/CD11b™" IDCs, and langerin-negative/CD11b ™~ cells. Intracellular p24 was detected 72 h after infection with R5-tropic HIV-1g,;,
HIV-11yy, or HIV-154s 01 X4-tropic HIV-1on. AZT (10 mM) was added to inhibit productive HIV-1 replication. (B) Box plot representation
of the percentages of HIV-1,, infection of LCs and IDCs from 7 different donors. (C) Kinetics of infection of LCs and IDCs. DCs were infected
with HIV-1g,,, and the infection was stopped at 24, 48, 72, 96, and 120 h postinfection. The percentages of infected LCs and IDCs were scored
at each time. (D) Percentages of LCs and IDCs infected by HIV-1,, in the presence or absence of saquinavir. Saquinavir (5 ng/ml) was added
directly after addition of the virus. Cells were incubated for 72 h, and the percentage of infected cells was determined by intracellular p24
measurement. (E) Kinetics of HIV-1y,, replication. AZT (10 mM) was added at different times postinfection, and the percentages of infected LCs
and IDCs were scored at 72 h. Error bars indicate standard deviations.
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FIG. 3. Blockade of langerin on LCs. (A) Immunophenotyping in
the presence of mouse anti-human langerin IgG (clone DCGM04) (20
pg/ml). CD1la and CD11b expression was not affected by the antilan-
gerin treatment. (B) Cells were treated or not treated with various
mouse or goat IgGs directed against langerin (20 pg/ml for 30 min)
and then infected with HIV-1g,,. Intracellular p24 was measured in
CDla* CD11b~ LCs after 72 h. Values are representative of 4 inde-
pendent experiments performed on cells from 3 different donors. Error
bars indicate standard deviations.

further, we prevented the binding of the NAb to the corre-
sponding FcyRs by preincubating LCs and IDCs with 10 pg/ml
each of anti-FcyRI, anti-FcyRII, and anti-FcyRIII before ad-
dition of HIV-1 IgG immune complexes. Blocking the binding
of the NAb to the FcyRs present on the cell surface of the DCs
reduced the inhibitory activity of the IgG 447-52D (Fig. 4B).
Although increased inhibitory activity was less clear for NAb
b12 than for 447-52D (Table 1), blocking the binding of b12 to
the FcyRs also induced a significant and reproducible decrease
of the inhibitory activity on LCs and IDCs (not shown). These
results clearly show that an FcyR-mediated inhibitory activity
contributes to the inhibition of HIV-1 infection of LCs and
IDCs.

In the mucosa, LCs and IDCs may encounter IgA in addition
to IgGs. We evaluated inhibition by antibody b12 of the IgA
type of LC and IDC infection; IgA b12 is a recombinant human
IgA2 that carries the heavy plus light (H+L) chain variable
domains of IgGl b12 (21). Monomeric IgA bl2 inhibited
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HIV-1 replication in DCs, but the inhibition was weaker than
that by the corresponding IgG1l b12 (Fig. 4C and Table 1).
Dimeric and polymeric IgA b12 had similar inhibitory activities
(data not shown). Moreover, the inhibitory activity of IgA b12
on LCs and IDCs was of the same order of magnitude as that
recorded when PBMCs were the HIV targets (Table 1) (21).
These results suggest that the Fc part of IgA does not partic-
ipate in inhibition of HIV and provide further support to the
notion of an FcyR-mediated mechanism of HIV inhibition by
1gGs.

DISCUSSION

We studied the capacity of HIV-1-specific Abs to inhibit
HIV-1 replication in LCs and IDCs. LCs and IDCs were ob-
tained by differentiation of cord blood CD34™" stem cells. Im-
munophenotyping of these cells showed that DCs generated
under these conditions expressed the surface markers detected
on DC subsets present in the mucosa. These in vitro-differen-
tiated cells therefore appear to be a good model for the anal-
ysis of HIV-1 infection of LCs and IDCs from the mucosa and
neutralization by antibodies.

We analyzed the first step of HIV replication in these cells,
which have contrasting patterns of expression of cell surface
markers, also different from that of DCs obtained after differ-
entiation of blood monocytes (17, 29, 35). We found that the
reverse transcription step and the kinetics of HIV replication
were similar in LCs and IDCs and were comparable to those
previously reported for MDDCs (10, 17). Treatment with sa-
quinavir demonstrated that HIV-infected cells detected after
72 h corresponded mostly to a single cycle of virus replication.
Thus, under conditions where HIV was incubated with both
LCs and IDCs, the first steps of virus entry and replication
were similar in both DC subtypes and there was no evidence of
any preference of HIV replication.

These similarities in HIV-1 replication in LCs and IDCs

TABLE 1. Inhibition of HIV-1g,; and HIV-1,y, by NAbs and
NNIAbs when LCs/IDCs were used as target cells

ICoy (LM)"
Monoclonal antibody HIV-1g,.0 HIV-11v,
LCs IDCs PBMCs LCs IDCs PBMCs
NAbs
447-52D 6 3 150 ND? ND NI¢
4E10 30 9 150 45 9 300
IgG1bl12 9 9 25 6 6 NI
2G12 30 27 150 36 27 NI
2F5 24 21 90 30 30 150
IgAbl2 75 90 165 ND ND ND
NNIAbs
240D 24 30 NI ND ND NI
246D 225 210 NI ND ND NI
NNNIAbs
S5F3 NI NI NI NI NI NI
3D6 NI NI NI NI NI NI

“1ICy, the concentration of Ab which resulted in a 90% reduction in the
number of infected cells. Values are means from 4 to 7 independent experiments.

» ND, not done.

¢ NI, no inhibitory activity detected at 300 pM Ab.
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FIG. 4. Inhibition by NAb of HIV-1g,, replication in LCs and
IDCs. Values correspond to the numbers of infected cells in the pres-
ence of various concentrations of Ab, calculated as percentages of the
totals without Ab. (A) Inhibition of HIV-1 replication by monoclonal
NAb 447-52D (whole IgG) and its corresponding Fab fragment on
LCs, IDCs, and PBMCs. (B) Inhibition of HIV-1 replication by mono-
clonal NAb 447-52D with or without a 30-min preincubation of the
cells with 10 pg/ml of each mouse monoclonal IgG directed against
human FcyRI, FeyRII, and FeyRIIL (C) Inhibition of HIV-1 replica-
tion by neutralizing IgG1 b12 versus monomeric IgA b12. Data are
representative of 3 to 5 independent experiments. Error bars indicate
standard deviations.
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were unexpected, as these cells express different C-type lectin
receptors (CLRs). LCs express langerin, reported to be in-
volved in the degradation of HIV-1 particles (8). de Witte et al.
showed that antilangerin Abs block HIV-1 degradation. There-
fore, we anticipated that IDCs would be preferentially infected
in our culture conditions, but the percentages of infection in
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LCs and IDCs were similar. To analyze the role of langerin, we
performed competition experiments with three antilangerin
antibodies. The antilangerin clone DCGMO04, also used by de
Witte’s group, did not modify HIV-1 replication in LCs, as
previously reported (8). However, the two other Abs tested
(the monoclonal antilangerin Ab from another clone and poly-
clonal antilangerin Ab) also failed to increase HIV-1 replica-
tion in LCs. The lack of effect of these antilangerin Abs on
HIV-1 replication may be because those described by de Witte
et al. as able to block HIV-1 degradation in LCs recognize a
very specific epitope, distinct from that recognized by our com-
mercial Abs. Another possibility is that the large amount of
virus required to detect infection of these cells may overwhelm
the inhibitory activity of langerin. This point is difficult to
assess because using lower concentrations of virus did not
allow detection of infected cells by flow cytometry after a single
cycle of infection (not shown). Moreover, the origins of the DC
populations used were different in these two studies (LCs de-
rived from CD34" progenitors were used in our model, and
skin-purified LCs were used by de Witte et al. [8]), and this
may have consequences for the langerin inhibitory activity.
Therefore, our results show (i) similar infection rates of LCs
and IDCs and (ii) the absence of increased infection after
langerin blockage. These results are not in accordance with the
anti-HIV function of langerin proposed by van der Vlist and
Geijtenbeek (36).

Note that the IDCs that are in coculture with LCs are dif-
ferent from MDDCs; in particular, expression of DC-SIGN
was very weak. DC-SIGN efficiently binds HIV particles; this
binding may favor close proximity between HIV and neighbor-
ing CD4 receptors and, in this way, trigger virus fusion (5). This
may not happen on our IDCs, which lack this CLR. Nonethe-
less, IDCs were successfully infected under our coculture con-
ditions.

The similarities in HIV-1 replication in LCs and IDCs al-
lowed us to study the inhibitory activities of Abs in the cultures
containing both DC subsets. We demonstrated for the first
time that NAbs efficiently inhibit HIV-1 infection of LCs and
IDCs. To determine the involvement of the Fc part of IgG in
HIV inhibition, we compared the activity of whole IgG 447-
52D to that of its corresponding Fab fragments by using PB-
MCs and LCs/IDCs. When CD4 T cells were the targets, the
inhibitory activity of Fab was about half that of whole IgG. As
CD4 T lymphocytes do not express FcyR (whereas DC subsets
do), this small difference in inhibitory activity of Fab can be
attributed to the monovalent structure of Fab, compared to
that of whole IgG. In contrast, when LCs and IDCs were used
as targets instead of PBMCs, the inhibitory activity of the Fab
was less than 1/10 that of the whole IgG, strongly implicating
the Fc fragment in the inhibitory activity of IgGs. Thus, the
lower inhibitory activity of Fab was due not only to fewer
epitopes but also to an FcyR-dependent mechanism of inhibi-
tion. Also, the NNIAbs 240D and 246D inhibited infection of
LCs and IDCs, confirming the existence of an FcyR-mediated
inhibitory mechanism in these cell subtypes.

We previously showed that FcyRI was mainly involved on
macrophages whereas FcyRII was mainly involved on MDDCs
(17). The relative expression levels of FcyRI, FcyRII, and
FcyRIII differ among LCs, IDCs, and MDDCs. Nevertheless,
we found that NAbs and NNIAbs had very comparable HIV-1
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inhibitory activities for these three types of DCs (17). The
relative contribution of each of the different FcyRs needs to be
assessed further. After binding to their cognate FcyRs, HIV-1
IgG immune complexes may undergo degradation. The acti-
vation pathways that lead to the degradation of opsonized viral
particles remain obscure. Immune complexes may be respon-
sible for the activation of phagocytosis followed by the degra-
dation of the pathogen in macrophages or monocytes (7, 18).
As phagocytosis is impaired when these cells are infected by
HIV-1, HIV-1-specific IgG should be induced early before
acute infection and at the site of virus entry to exploit the
FcyR-dependent inhibition mechanism maximally (20).

The mucosal immune response is characterized by the in-
duction of specific IgA. We studied the inhibitory activity of
this Ab class against infection of LCs and IDCs. Neutralization
with b12 Abs of the IgA type showed a potent inhibitory ac-
tivity against HIV-1 replication in LCs and IDCs, but this
activity was nevertheless lower than that for the corresponding
IgG1l. In our LCs and IDCs generated from cord blood, ex-
pression of FcaR at the surface was negligible. Our findings
are in accordance with a report by Geissmann et al. (9) that
shows the expression of FcaR only in a subpopulation of IDCs
in the derma and not in LCs in the epidermis. Note that we
also failed to detect any efficient FcaR-mediated inhibitory
activity on monocyte-derived macrophages (MDMs) (15),
which, unlike LCs, strongly express FcaR. FcyR-mediated inhib-
itory activity has been detected for human MDMs and MDDCs
and now also for LCs and IDCs (15, 17). We propose that this
mechanism may be common to all APCs bearing specific
FcyRs. As a consequence, FeyR-mediated inhibition may have
a physiological relevance for APCs present at the mucosal site
by contribution to HIV-1 inhibition after sexual transmission.
Overall, these results strongly suggest that induction, in the
mucosa, of IgG type Abs in addition to IgA may be highly
beneficial in protecting APCs from HIV infection, thereby
limiting HIV transmission to the neighboring cells, particularly
CD4 T lymphocytes.

The inhibitory activity of NNIAbs on APCs provides new
opportunities to induce Abs able to recognize “nonneutraliz-
ing” epitopes, in addition to NAbs. As the epitopes recognized
by the NNIAbs 246D and 240D are both well conserved and
very immunogenic, the design of immunogens able to induce
such Abs should be feasible. To date, most assays used to
measure Abs induced by vaccination involve PBMCs or T cell
lines. Consequently, the presence of nonneutralizing IgGs af-
ter vaccination may have been missed. We therefore propose
extending neutralization assays to other cell types, notably
macrophages and DCs, which would allow the identification of
these NNIAbs. In addition, optimization of the design of the
Fc part of IgGs for their FcyRs should be considered (30).

By using Fc mutated IgGs, Hessell et al. revealed the im-
portance of the Fc part of IgGs in protection against SHIV
infection in a macaque model of experimental challenge by the
vaginal route (11, 12). Our results support the importance of
FcyR-mediated inhibition of HIV-1 infection of numerous tar-
get cells present at mucosal sites. Further characterization of
the type of humoral immune response that should be induced
in the mucosa to protect from HIV sexual infection will po-
tentially be very valuable.

J. VIROL.
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Les travaux précédents ont permis de montrer une augmentation du pourcentage d’infection des
MoDC en présence de lymphocytes T CD4, ainsi que l'inhibition du transfert du VIH-1 des MoDC
aux lymphocytes T CD4 par I'’AcN b12. L’étude suivante propose de s’intéresser précisément au

mécanisme d’inhibition du transfert du VIH-1 des MoDC aux lymphocytes T CD4.

Dans ces conditions de transfert, des AcN dirigés contre des épitopes de la gp120 et la gp41 ont
inhibé le transfert en cis et en trans du VIH-1 des MoDC aux lymphocytes T CD4. Néanmoins les
AcNNI n’ont pas démontré d’activité inhibitrice sur l'infection des lymphocytes T CD4. De
maniére surprenante, bien qu’ils aient été ajoutés deux heures apres l'infection, les AcN et
certains AcNNI ont inhibé 'infection des MoDC. Cette inhibition de l'infection des MoDC est

corrélée avec la maturation des cellules.

Cette étude confirme que les AcN sont capables d’inhiber le transfert en cis et en trans du VIH-1
des MoDC aux lymphocytes T CD4. Les résultats suggérent que la fixation des AcN et des AcNNI
sur les RFcy présents a la surface des MoDC déclenchent la maturation des cellules entraiant

I'inhibition de la réplication du VIH-1.
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Abstract

Although dendritic cells (DCs) support poor HIV-1 replication, they have been shown to very
efficiently transfer infectious viral particles to neighboring permissive CD4 T lymphocytes. This
mode of cell-to-cell HIV-1 spread has been proposed to be a predominant mode of infection and
dissemination. Here we analyzed, in HIV-1 transfer conditions, the kinetics of fusion, replication
and the ability of HIV-1 specific antibodies to inhibit HIV-1 transfer from immature DCs to
autologous CD4 T lymphocytes. We found that neutralizing monoclonal antibodies, but not non-
neutralizing antibodies, were able to prevent HIV-1 transfer to CD4 T lymphocytes in #rans and
in cis. Moreover, a significant decrease of HIV-1 replication in DCs was observed, although
neutralizing antibodies were added two hours after HIV-1 infection. Interestingly, this HIV-1
inhibition in DCs was detected with some non-neutralizing antibodies and was correlated with
DCs maturation. We propose that the binding of HIV-1 specific antibodies to FcyRs participate
in the mechanism of HIV-1 inhibition in DCs by triggering their maturation. The efficient
inhibition of HIV-1 transfer strengthen the requirement of the induction, by vaccination, of
HIV-1 specific antibodies directly at mucosal portal of HIV-1 entry in order to prevent early

dissemination after sexual transmission.



Introduction

Sexual mucosal transmission is the main route of human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) infection
worldwide." HIV-1 infection occurs via genital mucosal tissues, but cellular mechanisms leading to
HIV-1 infection are not well defined. The mucosal tissues contain various types of immune cells, and
particularly dendritic cells (DCs) which have been shown to be among the first HIV-1 target cells.””
DCs are antigen-presenting cells lining the genital mucosa that activate antigen-specific cells to initiate
a potent immune response.” HIV-1 can subvert antigen processing in DCs resulting in viral uptake,
infection and transfer.

Several studies have shown that different types of DCs are infected by HIV-1 in vivo, in the
SIV-infected macaque model®’ or ex vivo in vaginal epithelial explants.® In vitro, immature DCs

10 1 addition,

replicate CCRS5-tropic virus although less efficiently than primary CD4 T lymphocytes.
interactions between DCs and HIV-1 have highlighted an important role for DCs in HIV-1
transmission. Efficient transfer of HIV-1 from DCs to CD4 T lymphocytes has been described since
1992.'" This cell-to-cell spread of HIV-1 may largely contribute to HIV-1 propagation and
dissemination through the body,'""” but the exact mechanisms leading to HIV-1 transfer are still under
investigation.'""” DCs bound native free viral particles, however viruses are rarely co-localized with
endolysosomal markers suggesting that endolysosomal trafficking is altered.”’

Two modes of HIV-1 transfer have been well described: trans-infection and cis-infection.***
Infectious viral particles within intracellular compartments in DCs can be rapidly redirected to
virological synapses formed at the contact between infected DCs and CD4 T lymphocytes.'*?2"32¢
This trans-infection might also be mediated by DC-derived exosomes released from immature
MoDCs.* Others have shown that HIV-1 bound to C-type lectins such as DC-SIGN on the cell surface
of immature DCs can be efficiently captured and transferred straightly to CD4 T lymphocytes during
cell-to-cell contact with the infected DCs."”'®***" This HIV-1 transfer referred to trans-infection
occurs in the absence of viral replication in DCs." This frans-infection of CD4 T lymphocytes was
demonstrated to be transient as HIV-1 transfer decayed within the first 24 hours,”® depending of the

time of CD4 T lymphocytes addition to infected DCs.” Subsequently, a second transfer phase was
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detected in immature DCs after 48 hours as an AZT-sensitive rise in proviral DNA.*® This second
long-term transfer referred to transfer in cis occurs after conventional HIV-1 fusion and de novo virus
production in immature DCs.”® Consequently, the mechanism of viral transfer from DCs to CD4 T
lymphocytes can be addressed as a function of time: early addition of CD4 T lymphocytes to HIV-1
exposed DCs may allow the analysis of HIV-1 transfer in trans, whereas addition of CD4 T
lymphocytes one day after DC infection will promote transfer in cis.

Previous studies suggested that the transfer of viral particles from MoDCs to CD4 T
lymphocytes was resistant to neutralizing antibodies (NAbs).”*’ Authors therefore proposed that
virological synapse between infected DCs and CD4 T lymphocytes may impede the binding of NAbs
to the transferred virus.” In contrary, others found that HIV-1 transfer was sensitive to NAbs."”**** We
previously showed that HIV-1 exposed immature MoDCs became high producers of new synthesized
viral particles when they were co-cultured with primary CD4 T lymphocytes.”® The HIV-1 produced
by DCs and released into the supernatant may interfere with the inhibition of HIV-1 transfer to T cells
by Abs: Abs being able to inhibit HIV-1 transfer to T cells but not HIV-1 production in DCs. This
would result in HIV-1 release in the supernatant despite efficient inhibition of HIV-1 transfer to CD4
T lymphocytes. Therefore, in order to discriminate virus produced by DCs from virus transferred to
CD4 T lymphocytes, we analyzed intracellular p24 of HIV-1 produced in DCs and in CD4 T
lymphocytes directly instead of HIV-1 released into the supernatant. We found that NAbs, when added
together with CD4 T lymphocytes on HIV-1 loaded DCs strongly inhibited HIV-1 trans-infection of
primary CD4 T lymphocytes, whereas non-neutralizing antibodies (NNAbs) had no inhibitory activity.
Surprisingly, neutralizing as well as some NNAbs were able to decrease the percentage of infected

MoDCs in the co-culture, and this decrease was correlated with the level of DCs maturation.



Material and Methods

Antibodies

Mouse monoclonal antibodies (Abs) against human CD3-VioBlue (BW264/56), CD83-APC (HB15)
were purchased from Miltenyi Biotec SAS (France). PerCP-Cy5.5 Mouse monoclonal Abs anti-
Human CD209 (DC-SIGN, DCN46) was purchased from BD Pharmigen™ (San Diego, CA). HIV-1
antigen p24 KC57-FITC (FH190-1-1) and Goat F(ab’), Fragment anti-Human IgG (Fcy)-PE were
purchased from Beckman-Coulter (Roissy, France). NAbs IgG,2G12 (directed against gp120), 2F5
and 4E10 (against gp41) were obtained from Polymun Scientific, Inc. (Vienna, Austria). Monoclonal
Abs directed against CD4 binding site, NAb IgG;b12 and NNAb IgG;b6 were kindly provided by D.
Burton and NAbs VRCO01, VRCO03 by J. R. Mascola. Inhibitory monoclonal 1gG,246-D and 4B3
(against gp41) were kindly provided by S. Zolla-Pazner and Polymun, respectively. NNAbs 1gG;1570-
D (NIH 1172, against CD4 binding site) and IgG;5F3 (NIH 6882, against gp41) were obtained through
the NIH. Monoclonal anti-Dengue Antibody (DEN-3) was obtained through BEI Resources, NIAID,

NIH.

Cell preparation

All human blood samples were collected from HIV-1 and HCV seronegative donors (EFS,
Strasbourg). MoDCs were obtained by differentiation of purified human blood CD14" monocytes
using immunomagnetic bead isolation after Ficoll-Hypaque sedimentation (AutoMACS; Miltenyi
Biotec). Autologous CD4 T lymphocytes were purified by positive selection after CD14 purification.
The purified CD14" monocytes were differentiated into MoDCs by addition of 10 ng/mL Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF; R&D systems, Minneapolis, MN) and 20 ng/mL
IL-4 (R&D systems) as previously described.”®*'** Primary purified CD4 T lymphocytes were
activated with Phytohemaglutinine-A (PHA) (1 pg per million of cells, 1 mg/mL) for 3 days. Cells

were frozen and thawed one day before use as described.”



Virus preparation

Primary HIV-1 isolates were amplified on human blood leukocytes as previously described.’ Virus
stocks were collected at the peak of virus production and concentrated 80-fold using a 100-kDa cutoff
polyethersulfone filter (Centricon 80 Plus Biomax Filter, Millipore, Molsheim, France). Primary R5
HIV-1g,. (subtype B) was provided by S. Gartner, M. Popovic and R. Gallo from the National
Institutes of Health (NIH). HIV-11y, (subtype C, RS strain) was obtained from S. Engelbrecht. HIV-
lono (subtype B, RS strain) was obtained from the National Institute for Biological Standards and

Control (NIBSC).

HIV-1 transfer experiments

The conditions used for MoDCs infection and co-culture with PHA-activated autologous CD4 T
lymphocytes were similar to those previously described.”® Briefly, immature MoDCs were infected
with primary RS HIV-1 at a concentration of 500 ng/mL viral p24 antigen. After two hours of
incubation, cells were extensively washed to remove unbound free viral particles. Cells were re-
suspended at 6x10° cells/mL and 25 pL of HIV-1-loaded MoDCs were incubated with 25 pL of PHA-
activated CD4 T lymphocytes (at concentration of 24x10° cells/mL) and 25 pL of human monoclonal
Abs at different concentrations in 96-wells plates. When indicated, 5 uM of Azidothymidine (AZT,
Sigma), a reverse transcriptase inhibitor, was added two hours after MoDCs infection, concomitantly
to CD4 T lymphocytes addition to prevent HIV-1 replication. Viral p24 antigen detected in AZT
treated wells were therefore indicative of residual p24 detected in the absence of de novo virus
synthesis. Unless otherwise stated, productive infection was quantified by flow cytometry by detection
of intracellular viral p24 antigen in both cell populations after 48 hours of culture. The inhibitory
concentration IC;, (concentration of antibody resulting in a 70% reduction of the percentage of
infected cells) was measured in parallel for HIV-1 transfer to CD4 T lymphocytes and for HIV-1

replication in MoDCs.



Kinetics measurement of HIV-1 fusion, replication and single cycle of HIV-1 infection in co-
cultured MoDCs and CD4 T lymphocytes

To study the kinetics of HIV-1 fusion and replication in MoDCs and primary autologous PHA-
activated CD4 T lymphocytes, HIV-1 fusion inhibitor Fuzeon (T20) (AIDS Research and Reference
Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH) or HIV-1 reverse transcriptase inhibitor
Azidothymidine (AZT) were added at 5 ng/mL and 5 pMrespectively at different time post-infection.
HIV-1 protease inhibitor Indinavir (IDV) (AIDS Research and Reference Reagent Program, Division
of AIDS, NIAID, NIH) added at 1 pM*> to MoDCs at the same time as CD4 T lymphocytes, allows

analysis of a single cycle of HIV-1 replication.

Antibody neutralizing activity on purified CD4 T lymphocytes

Antibody neutralization was assessed as previously described.’* Briefly, 25 pL of purified primary
HIV-13g,, isolate (concentration of 500 ng/mL viral p24 antigen to allow >2% infected cells) was pre-
incubated for 1 hour with 25 pL of human monoclonal Abs before the addition of 25 pL of PHA-
stimulated CD4 T lymphocytes at 15x10° cells/mL. After 48 hours, the percentage of infected CD4 T
lymphocytes was determined by detection of intracellular p24 viral antigen by flow cytometry. 1C5
neutralizing antibody titers were determined as the concentration of antibody which resulted in a 70%

reduction of infected cells.

Cell staining and flow cytometry assay

Briefly, cells were labeled with Live/Dead Fixable Dead Cell Stain fluorescence Kits (Invitrogen Life
Science, Applied Biosystems Inc. California, USA) for 10 minutes at room temperature. After
washing, Abs directed against human CD209 (DC-SIGN), CD83 and CD3 cell surface molecules were
added for 10 minutes at 4°C. Cells were fixed and permeabilized using the Cytofix and Perm/Wash kit
solutions (BD Biosciences), followed by intracellular p24 antigen staining. The percentage of infected
cells in each cell population was analyzed by flow cytometry. Acquisition of multi-color samples was
performed with a LSRII SORP cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA). Cytometer setup and
tracking (CST) calibration particles were used to ensure consistency of fluorescence intensity
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measurement throughout all experiments. Compensation was performed using a flow cytometry
CompBeads kit (BD). Forward angle and side scatter light gating were used to exclude cell debris
from the analysis. Forward width and forward area were used to exclude doublet cells, and dead cells
were excluded by using the Live/Dead Kit solution. The final analysis and graphical output were

performed using FACS Diva software version 6.1.2 (BD).

Antibody-binding detection assay

Cells were incubated with 100 ug/mL of different anti-HIV-1 specific Abs for 10 min at 4°C, washed
with PBS, and incubated for 10 min at 4°C with Goat F(ab’), Fragment anti-Human IgG (Fcy)-PE
(Beckman-Coulter). Cells were washed and fixed using Cytofix solution. Samples were acquired on
the LSRII SORP cytometer and analyzed using FACS Diva software. To determine whether the Fc
portions of human monoclonal Abs bind to the FcyRs on the surface of MoDCs, FcyRs were blocked
by incubation of MoDCs with a mixture of purified anti-FcyRI (CD64, clone 10.1), anti-FcyRII (CD32,
clone 3D3) and anti-FcyRIII (CD16, clone 3G8) Abs (BD Pharmingen' ™) at 10 pg/mL for 30 min at

4°C before addition of anti-HIV-1 specific Abs.

Enzyme-linked immunosorbent assay
HIV-1 p24 antigen released into the supernatant of co-cultured cell populations was measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Innogenetics/Ingen) following manufacturer’s

instruction.

Statistical analysis

Comparisons between groups were analyzed by one-way ANOVA (Kruskal-Wallis test), and pairwise
comparisons were made using ¢ tests (Mann Whitney test). Values of p<0.05 were considered to be
statistically significant. Correlations were analyzed using Pearson’s correlation coefficient, and
significance was set at p<0.05. All statistical calculations were performed using GraphPad Prism 5.04

software (GraphPad, San Diego, California, USA).



Results

Productive HIV-1 infection of MoDCs and CD4 T lymphocytes
We selected HIV-1 transfer conditions allowing the assessment of the early stage of HIV-1 transfer in
trans from MoDCs to CD4 T lymphocytes (Figure 1). For these transfer conditions, PHA-activated
CD4 T lymphocytes and anti-HIV-1 specific Abs were added after two hours on HIV-1-loaded
immature MoDCs. Moreover, in order to restrain multiple cycles of reverse transcription leading to
transfer in cis, we determined HIV-1 replication after 48 hours infection (Figure 1). At that time point,
efficient HIV-1 transfer from MoDCs to PHA-activated CD4 T lymphocytes was detected (4.64% of
CD3" T lymphocytes were p24 positive) (Figure 2A). In addition, immature MoDCs were found
infected, as 5.23% were p24 positive (Figure 2A). This infection corresponds to newly synthesized
virions, because in the presence of the reverse transcriptase inhibitor AZT, there were no detectable
p24 positive cells (Figure 2A). Noteworthy, in the absence of CD4 T cells, only few (0.61%) immature
DC-SIGN" MoDCs replicate HIV-1 after 48 hours (Figure 2A).

Efficient HIV-1 transfer from MoDCs to CD4 T lymphocytes was repeatedly observed (n=38).
Interestingly, the percentages of HIV-1 replication in CD4 T lymphocytes and MoDCs were correlated
(Figure 2B), suggesting a strong cooperation between MoDCs and CD4 T lymphocytes to promote

HIV-1 replication in both cell type.

Kinetics of HIV-1 fusion and replication in MoDCs and autologous PHA-activated CD4 T
lymphocytes

To analyze the kinetics of HIV-1 membrane fusion in co-culture conditions, a fusion inhibitor T20 was
added at different time points post-infection (Figure 3A). When T20 was added to HIV-1-loaded
MoDCs at the same time as CD4 T lymphocytes, about 20% of MoDCs were found positive for
intracellular p24 antigen after 48 hours. This result indicates that more than 80% of HIV-1 has not yet
fused with immature MoDCs after 2 hours incubation (Figure 3A) and could still be accessible to

various anti-HIV-1 specific Abs. Moreover, at this time point, T20 almost completely inhibited HIV-1



transfer to primary CD4 T lymphocytes, showing that fusion is required for HIV-1 transfer to CD4 T
lymphocytes as previously described (Figure 3A).*>*

The kinetics of HIV-1 reverse transcription was determined by adding the reverse transcriptase
inhibitor AZT at different time points post-infection. We found a similar profile of the reverse
transcription in MoDCs and CD4 T lymphocytes in co-culture (Figure 3B). Indeed, in these co-culture
conditions 40% of MoDCs were already infected compared to control when AZT was added 20 hours
post-infection. These results demonstrate that in MoDCs co-cultured with CD4 T lymphocytes, the
reverse transcription occurs more rapidly than in MoDCs alone. In fact, in the absence of CD4 T
lymphocytes, MoDCs required about 48 hours for the reverse transcription to occur and 72 hours to
detect the first round of viral replication (data not shown).”’' The accelerated reverse transcription

observed in MoDCs during co-culture with CD4 T lymphocytes may account for the increased

percentage of HIV-1 p24-positive MoDCs.

Single cycle of HIV-1 infection in MoDCs and CD4 T lymphocytes in the co-culture

To determine whether HIV-1 replication in MoDCs and CD4 T lymphocytes corresponds to a single
cycle of HIV-1 infection after 48 hours incubation, a protease inhibitor Indinavir (IDV) was added to
prevent the final assembly and maturation of newly synthesized virions and avoid any new cycle of
infection. In the presence of this protease inhibitor, 82 % of MoDCs were found infected (Figure 3C),
indicating that 48 hours of culture allows mainly a single cycle of HIV-1 replication in MoDCs and
that during this time frame new infection of DCs did not yet occur. Therefore, under these conditions,
HIV-1 transfer from DCs to CD4 T lymphocytes corresponds to the transfer in trans to CD4 T
lymphocytes and not to a transfer of virus produced in cis by MoDCs. On contrary, about half of the
lymphocyte population was detected positive for intracellular p24 antigen production in the presence
of IDV (Figure 3C), indicative of a new cycle of HIV-1 replication in the CD4 T lymphocytes.
Therefore, the HIV-1 replication detected in CD4 T lymphocytes corresponded to approximately half
of the HIV-1 transfer in frans from MoDCs and to half of the HIV-1 infection of new viruses certainly

produced by CD4 T lymphocytes. Noteworthy, 24 hours of co-culture was inadequate to record p24 of

10



HIV-1 infected MoDCs and CD4 T lymphocytes by flow cytometry (data not shown). Therefore, the

48 hours of incubation was chosen for the analysis of antibody inhibition of HIV-1 transfer in trans.

Antibody-mediated inhibition of HIV-1 transfer

The inhibitory activity of Abs in HIV-1 transfer from immature DCs to CD4 T lymphocytes was
analyzed using a panel of anti-HIV-1 specific Abs at different concentrations (Table 1 and Figure 4).
Their 1C; were calculated and reported in Table 1. We found that six NAbs (anti-gp120 2G12, b12,
VRCO1, VRCO3 and anti-gp41 2F5 and 4E10) efficiently prevented HIV-1 transfer from MoDCs to
PHA-activated CD4 T lymphocytes (Table 1 and Figure 4A, 4B). These NAbs had an IC;y comprises
between 5 and 50 pg/mL on HIV-1 transfer to CD4 T lymphocytes (Table 1), whereas the five
NNADbs, IgG; b6, SF3 and 1570-D as well as the NNAbs Fcy-mediated inhibitory Abs 246-D and 4B3,
were not able to inhibit HIV-1 transfer to CD4 T lymphocytes (Table 1 and Figure 4C, 4D). In order to
verify that NAbs inhibit HIV-1 transfer in trans to CD4 T cells, the protease inhibitor IDV was added
to the co-culture. Similar inhibitory efficiency was observed in the presence of IDV (supplemental
Figure S1C and S1D), demonstrating the capacity of NAbs to inhibit trans-infection. Moreover, this
inhibition was maintained after 5 days of culture indicating a subsequent inhibition of transfer in cis by
Abs (data not shown). This inhibition of HIV-1 transfer by Abs was observed following the infection
of MoDCs with subtype C HIV-1ry; and subtype B HIV-1lgyo in addition to HIV-1p,. (data not
shown).

Besides the inhibition of HIV-1 transfer, NAbs also inhibited MoDCs infection in this co-
culture condition despite the fact that HIV-1 was loaded to MoDCs 2 hours prior to the addition of
Abs (Table 1, Figure 4A, 4B and supplemental Figure S1A, S1B). Moreover, a slightly decreased
HIV-1 replication in MoDCs was detected in the presence of two NNAbs b6 and 246-D (Table 1 and
Figure 4C, 4D), although no inhibition of HIV-1 transfer to CD4 T lymphocytes was found.
Interestingly, for the NAbs directed against the gp120, the inhibition of HIV-1 transfer from MoDCs
to CD4 T lymphocytes was more efficient than the inhibition of HIV-1 replication in MoDCs (Table 1,
Figure 4A and supplemental Figure S1A, S1C). Inversely, for the anti-gp41 NAbs and two NNAbs b6
and 246-D, a more important inhibition of HIV-1 replication was observed in MoDCs compared to

11



HIV-1 transfer to CD4 T lymphocytes (Table 1, Figure 4B, 4C, 4D and supplemental Figure S1B,
S1D). These differences were observed repeatedly from 3 to 4 independent experiments suggesting
that functions of Abs depend on the epitope recognized. The inhibition of HIV-1 infected cells had a
similar profile as the curve of p24 released into the supernatant, demonstrating that NAbs also prevent
HIV-1 release into the supernatant (Figure 4A and 4B). The level of viral p24 antigen released into the
supernatant was also decreased by about 50 % in the presence of the NNAbs b6 and 246-D (Figure 4C
and 4D). Altogether, our results demonstrate that NAbs not only efficiently inhibit HIV-1 transfer

from MoDCs to CD4 T lymphocytes in trans and in cis , but also decrease the infection of MoDCs.

IgG-mediated inhibition of HIV-1 replication in MoDCs correlates with their maturation status

As susceptibility to HIV-1 R5 infection is reduced following DC maturation,”” we determined the
capacity of Abs to induce MoDCs maturation. We measured the expression of DCs maturation marker
CD83 on the surface of infected MoDC:s in the co-culture at different concentrations of Abs compared
to control (Table 1 and supplemental Figure S2). All NAbs induced MoDCs maturation except 2G12.
Anti-gp41 Abs 2F5 and 4E10 induced high percentage of mature MoDCs (53% and 45% respectively,
Table 1 and supplemental Figure S2). Moreover, the NNAbs 246-D, b6 and 5F3, but not 4B3 and
1570-D also induced MoDCs maturation (Table 1 and supplemental Figure S2). This increased DCs
maturation was inversely correlated with the relative percentage of infected MoDCs (Table 1 and
Figure 5). MoDCs infection did not induce MoDCs maturation in the absence of CD4 T lymphocytes,
and the antibody 4E10 alone had minimal effect on the maturation process (Figure 6). Efficient
MoDCs maturation was detected in the context of co-culture with CD4 T lymphocytes in the presence
of HIV-1 neutralizing antibody 4E10, independently of viral replication (p>0.05, t-test) (Figure 6).
MoDCs maturation was antibody-dependent, as no maturation was detected with either the NAb 2G12
nor the NNAbs 4B3 and 1570-D (Table 1). In addition, no MoDCs maturation was observed following
incubation with purified polyclonal IgG from HIV-infected or HIV-negative individuals or with

monoclonal anti-Dengue antibody (DEN-3) (data not shown).

Binding of antibodies to FcyRs on MoDCs
12



In previous studies, we have shown that Fcy Receptors (FcyRs) are strongly implicated in the
mechanism of HIV-1 inhibition in MoDCs by NAbs and NNAbs.*'** To investigate the mechanism of
MoDCs maturation by anti-HIV-1 specific Abs, we analyzed their capacity to bind FcyRs present at
the surface of MoDCs. We observed that NAbs 4E10 and 2F5 are efficiently bound at the surface of
MoDCs with about 75% of MoDCs positive at 100 pg/mL of Abs (Figure 7). The two NNAbs 246-D
and 4B3 were able to bind to MoDCs by 44% and 34%, respectively. To determine whether this
binding was mediated by the Fc portions of these IgGs, FcyRs were blocked by incubation of MoDC
with a mixture of Abs directed against FcyRI, FcyRII and FcyRIII before the addition of anti-HIV-1
specific Abs. The binding of the two NNAbs 246-D and 4B3 to MoDCs decreased significantly to 17%
and 10% respectively after blockade of FcyRs, but anti-FcyRs only slightly impacted the binding
capacities of NAbs 4E10 and 2F5 to MoDCs (Figure 7). These results indicate that the NNAbs 246-D
and 4B3 bind to the cells mainly via FcyRs, while NAbs 4E10 and 2F5 had capacity to bind to other
ligands on the surface of MoDCs independently of FcyRs. This binding may participate in MoDCs

maturation, and consequently decrease HIV-1 replication in MoDCs.

Comparison of HIV-1 antibodies inhibition between cell-to-cell transfer and conventional
neutralizing assays using free viral particles

The efficacy of antibody inhibition on HIV-1 transfer from MoDCs to CD4 T lymphocytes was
compared to antibody inhibition in a conventional neutralization assay using cell-free viral particles
infecting CD4 T lymphocytes (supplemental Figure S3). All NAbs exhibited similar inhibition levels
in these two assays; the 1C;, was not significantly different, except for b12. Noteworthy, since only
few MoDCs were infected in the absence of CD4 T lymphocytes after 48 hours (Figure 2A), the
inhibitory activity of Abs in MoDCs alone was not assessed. Overall, these results demonstrate that

HIV-1 transferred from MoDCs to CD4 T lymphocytes is efficiently inhibited by NAbs.
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Discussion

Immature DCs have been described to capture virus and efficiently transfer it to neighboring CD4
target cells through the formation of virological synapses (for review see Piguet V. and Steinman
R.M.,? Cavrois M. et al.,'"* and Sattentau QJ**). This mode of cell-to-cell spread of HIV-1 has been
proposed to be extremely efficient, allowing a rapid dissemination of the virus into the organism.*
Therefore, it is crucial to define whether anti-HIV-1 specific Abs block HIV-1 transfer, especially the
transfer in trans which is responsible for the initial transmission to CD4 T lymphocytes at mucosal
site.

We therefore developed an HIV-1 transfer assay that analyzed early HIV-1 replication in
immature MoDCs and CD4 T Ilymphocytes. Treatment with the protease inhibitor Indinavir
demonstrated that 48 hours incubation corresponded to a single cycle of HIV-1 infection in MoDCs.
Consequently, we used these conditions to assess the capacity of anti-HIV-1 specific Abs to inhibit
HIV-1 transfer in trans to CD4 T lymphocytes. We demonstrated that NAbs were able to efficiently
inhibit HIV-1 transfer in #rans to CD4 T lymphocytes, and consequently, cell-to-cell spread of HIV is
not protected from antibody inhibitory capacity. In fact, fluorescence microscopy and electron
tomography have shown that the inhibitors can access preformed virological synapses, interfere with
HIV-1 cell-to-cell infection and consequently HIV-1 bound at the surface of DCs remain accessible to
neutralizing monoclonal Abs.*® Moreover, the inhibitory activity of NAbs for HIV-1 transfer was of
the same order of magnitude as that detected when free HIV-1 particles infect CD4 T lymphocytes

1,32
3,3 In

(supplemental Figure S3) or when using more classical neutralization assays involving PBMCs.
neutralizing conditions, PBMCs were first incubated with free virus particles, and then cultured at
confluence. During this incubation phase, we can hypothesize that HIV-1 transfer from cell-to-cell
occurs and anti-HIV-1 specific Abs would also need to inhibit this cell-to-cell transmission. This

would explain the overall poor inhibitory activity of NAbs in conventional primary PBMCs assays

compared to single cycle T cell line based neutralization assay.”
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Several groups have previously studied the inhibition of HIV-1 transfer by Abs and described

controversial results, some showing HIV-1 transfer to be resistant to entry inhibitors or NAbs”?"#-44

13,19,29,30,35,36,45 It is noteworthy

whereas other demonstrating an efficient inhibition of HIV-1 replication.
that all these studies analyzed either the early step of viral entry or HIV-1 released into the
supernatant, but none of them considered HIV-1 replication in immature MoDCs. In this study we
demonstrate that immature MoDCs largely participate both in HIV-1 production and HIV-1 inhibition
by Abs. An increased percentage of infected MoDCs in the presence of autologous activated CD4 T
lymphocytes was repeatedly observed following 48 hours infection as previously described.”® This
increased HIV-1 replication in DCs following CD4 T lymphocytes interactions have an impact on the
inhibitory activity of NAbs.

Very interestingly, we found that in addition to the inhibition of HIV-1 transfer to CD4 T
lymphocytes, NAbs were able to diminish HIV-1 replication in MoDCs. In fact, by dissecting the early
steps of HIV-1 replication in MoDCs during co-culture, we showed that more than 80% of the virus
has not yet fused with immature MoDCs 2 hours after infection. This indicates that HIV-1 binds at the
cell surface of MoDCs can still be accessible to anti-HIV-1 specific Abs. Moreover, Abs like NNAbs
246-D and b6 did not affect HIV-1 transfer from infected MoDCs to CD4 T lymphocytes, but
significantly reduced the percentage of infected MoDCs. In this co-culture condition, the inhibition of
HIV-1 replication in MoDCs was correlated with the expression of DCs maturation marker CD83. As
FcyRs engagement in DCs induced maturation,* the capacity of antibody to bind receptors on the
surface of DCs was assessed. We found an efficient binding of Abs to FcyRs, but NAbs 4E10 and 2F5
also bind to MoDCs independently of FcyRs. In fact, NAbs 2F5 and 4E10 have polyspecific
autoantibody properties’’ and recognize other proteins such as phospholipids.* In addition, in the
context of DCs-T cells cross-talk, HIV/Abs immune complexes have been shown to be more efficient
than virus alone to trigger antigen presentation by DCs.* Abs may therefore display an additional
mechanism leading to efficient induction of HIV-1 specific immune response. This activation would
be highly valuable in the context of a protective vaccine, although it may lead to tolerance in the case
of chronic infections. Overall, our experiments suggest that the inhibition of DCs infection observed

with some Abs occurs by at least two distinct mechanisms: the neutralization of virus particles that are
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still attached on the surface of MoDCs by the Fab part of the IgG and the maturation of MoDCs
through IgG-FcyR or other antibody-cell interactions.
HIV-1 replication is highly restricted in DCs. SAMHDI1 has been proposed to limit HIV-1

4950 Mature

replication by decreasing deoxynucleoside triphosphates (ANTPs) pools in myeloid cells.
DCs have reduced susceptibility to RS viral replication; the viral life cycle is blocked shortly after
entry® and the level of APOBEC3G restriction factor is increased.”’ In our HIV-1 transfer
experimental conditions, HIV-1 replication in DCs is highly modulated, increased when co-cultured
with CD4 T lymphocytes and decreased by further addition of anti-HIV-1 specific Abs. The
mechanisms involved in these modulations need further investigations as it may highly impact on HIV
replication and dissemination in vivo.

Even though a very favorable HIV-1 replication in the condition of co-culture of immature
MoDCs and primary CD4 T lymphocytes was found in this study, the well-known NAbs were able to
efficiently inhibit HIV-1 transfer and replication. These results are extremely encouraging and
strengthen the requirement of the induction, by vaccination, of such Abs directly at the mucosal site to
prevent the early dissemination of HIV-1 after its sexual transmission. Moreover, although inefficient

for the inhibition of HIV-1 transfer from DCs to CD4 T lymphocytes, some NNAbs significantly

decreased HIV-1 replication in MoDCs suggesting that they could participate to HIV-1 protection.
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Table 1. Inhibitory activity of cell-to-cell transfer by monoclonal antibodies. Values represent the
inhibitory concentration 70 (IC;), a concentration of Abs is able to inhibit by 70% the percentage of
infected cells in the condition of co-culture. Results are expressed as means + standard errors of the
means (SEM). Statistical analysis of pairwise comparisons were made using Student’s unpaired ¢ test,
p<0.05 was considered significant. MoDCs maturation were presented as a Fold Increase (F.L.),
calculated as the percentage of CD83-positive DC-SIGN" MoDCs in the co-culture conditions in the
presence of anti-HIV-1 specific Abs after 48 hours of infection compared to the control without Abs.

“+++7: >3 F.I.; “++: between 2 and 3 F.I.; “+”: between 1 and 2 F.1.; “~”: no F.I.

HIV-1BaL Inhibitory Activity:
IC7o
Monoclonal 1gG IC,, (Hg/mL) Statlsthal MoDC_s Potent
T-Cells MoDCs analysis Maturation
<20 pg/mL
2G12 p=0.0205 n=8 - n=2 20-40 pg/mL
Neutralizing ti-ap120 b12 p<0.0001 n=13 - n=6 40-80 pg/mL
anti-
antibodies o VRCO1 p=0.0159 n=5 + n=4 80 - 100 pg/mL
100 pg/mL
VRCO03 p=0.0286 n=4 5 n=3 > 190 kgim
Weak
i 2F5 p=0.0262 n=12 n=6
anti-gp41
4E10 p=0.0317 n=13 n=7
MoDCs Maturation:
Fold Increase (F.l.)
4B3 >100 >100 p=0.0159 n=5 - n=3 Potent
Non-Neutralizing 246-D >100 817 p<0.0001 n=8 n=4 >3F.L
antibodies b6 >100 88+21 p=0.1320 n=6 n=4 2-3F.l
5F3 >100 >100 p=0.4000 n=3 + n=2 1-2F.L
1570-D >100 >100 p=0.8857 n=4 - n=2 1F.L
Weak
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Figure Legends

Figure 1. Schematic representation of the HIV-1 transfer assay. Immature MoDCs were pulsed
with HIV-1g,; for 2 hours. After extensive wash, MoDCs were added to uninfected primary
autologous PHA-activated CD4 T lymphocytes. The percentage of HIV-1 infected cells in each
cellular population was determined by the detection of intracellular viral p24 antigen by flow

cytometry.

Figure 2. Detection of intracellular HIV-1 p24 antigen production in immature MoDCs and
primary autologous PHA-activated CD4 T lymphocytes. (A) Dot plot representations of HIV-1
exposed MoDCs (in pink) and CD4 T lymphocytes (in green) in the co-culture. MoDCs and CD4 T
lymphocytes were distinguished by flow cytometry by their expression of CD209 and CD3
respectively. HIV-1 reverse transcriptase inhibitor AZT was added at the same time as CD4 T
lymphocytes in the co-culture as negative control of HIV-1 replication. Experiments were performed
in duplicate and the mean values of percentage intracellular p24-positive MoDCs or CD4 T
lymphocytes are shown in the dot plot. (B) Correlation curve between the mean values of percentage
infected MoDCs and infected primary PHA-activated CD4 T lymphocytes in the condition of co-
culture. Pearson’s correlation coefficient and significance are shown. n=38 experiments performed

with different healthy blood donors for (A) and (B).

Figure 3. Kinetics of HIV-1 fusion and replication in co-cultured MoDCs and primary
autologous PHA-activated CD4 T lymphocytes. HIV-1 fusion inhibitor T20 at 5 pg/mL (A) or
reverse transcriptase inhibitor AZT at 5 uM (B) were added at different time on HIV-1-loaded
MoDCs/CD4 T lymphocytes co-culture. Infection was determined 48 hours post-infection with HIV-
Iga- Data are expressed as means + standard errors of the means (SEM) of infected cells compared to
the control for n=6 (A) or n=4 (B) independent experiments performed with different healthy blood

donors. (C) Percentages of infection in each co-cultured cellular population in the presence or absence
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of HIV-1 protease inhibitor Indinavir (IDV) at 1 uM. Data are expressed as the means + SEM for

n=14 independent experiments performed with different healthy blood donors.

Figure 4. Inhibition of HIV-1 trans-infection by different HIV-1 specific antibodies. Anti-HIV-1
specific Abs were added 2 hours after infection of immature MoDCs at the same time as PHA-
activated CD4 T lymphocytes. After 48 hours of culture, infection was determined by the detection of
HIV-1 intracellular p24 antigen production using flow cytometry or by the detection of viral p24
antigen released into the supernatant by ELISA assay. Percentages of infected MoDCs (black square
line) or CD4 T lymphocytes (gray triangle line) when co-cultured in the presence of a panel of
different anti-HIV-1 specific Abs: (A) b12, (B) 4E10, (C) b6 and (D) 246-D. Percentage of viral p24
released into the supernatant of the co-culture was shown in black dots, asterisk. Dashed lines
correspond to the inhibitory concentration 70 (IC5), concentrations of Abs are able to inhibit 70% of
infected cells. Curve represented the means of at least 3 independent experiments performed with 3

different healthy blood donors.

Figure 5. Correlation between the percentage of infected MoDCs and the percentage of mature
MoDC s in the presence of HIV-1 specific antibodies. Correlation curve between the percentage of
infected MoDCs and the percentage of CD83-positive DC-SIGN" MoDCs in the presence of serial
concentrations of Abs compared to the control without Abs. Data are the means = SEM of at least 4
experiments performed with different healthy blood donors. Correlations were analyzed using

Pearson’s correlation coefficient, and significance was set at p<0.05.

Figure 6. MoDCs maturation induced by HIV-1 monoclonal antibody 4E10 in different
conditions of culture. The percentage of CD83-positive DC-SIGN" MoDCs was determined after 48
hours of culture in the presence or absence of virus, CD4 T lymphocytes or Abs. Data are the means +
SEM of at least 5 experiments performed with different healthy blood donors. Comparisons between
groups were analyzed by one-way ANOVA (Kruskal-Wallis test), and pairwise comparisons were
made using Mann-Whitney ¢ test, p<0.05 was considered significant.
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Figure 7. Binding capacity of HIV-1 antibodies to MoDCs. The binding capacity of different anti-

HIV-1 specific Abs to MoDCs was measured (red curve). FcyRs were blocked by the addition of 10

pg/mL of anti-FcyRI (CD64), anti-FcyRII (CD32) and anti-FcyRIII (CD16) to MoDCs for 30 min

before addition of the different anti-HIV-1 specific Abs 4E10, 2F5, 246-D and 4B3 with 100 pg/mL

(blue curve). Data are representative of at least 3 independent experiments performed with cells from

different healthy blood donors.
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Figure 7.
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Supplemental Figures

Figure S1. Inhibition of HIV-1 trans-infection by HIV-1 specific antibodies in the presence or
absence of protease inhibitor. The protease inhibitor Indinavir IDV (1 pM) was added at the same
time as HIV-1 monoclonal Abs b12 (A, C) and 4E10 (B, D). After 48 hours co-culture, the percentage
of infected CD4 T lymphocytes (C, D) or infected MoDCs (A, B) was determined by the detection of
HIV-1 intracellular p24 antigen production using flow cytometry. Data are means of at least two

representative experiments.

Figure S2. MoDCs maturation induced by HIV-1 specific antibodies. The percentage of CD83-
positive DC-SIGN" MoDCs in the co-culture was determined in the presence or absence of anti-HIV-1
specific Abs after 48 hours of infection. All experiments were performed at least 3 times with different

healthy blood donors. Representative data are shown.

Figure S3. Comparison of HIV-1 antibodies inhibition between cell-to-cell transfer and
conventional neutralizing assays using free viral particles. The inhibition capacity of NAbs in cell-
to-cell transfer (transfer protocol) and cell-free HIV-1 particles (conventional neutralization protocol)
was analyzed. Data, expressed as means + SEM, represent the inhibitory concentration 70 (IC;) of
Abs for n=3 experiments performed with different healthy blood donors. Pairwise comparisons were

made using Mann Whitney ¢ test, p<0.05 was considered significant.
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Discussion et poursuite des travaux

Depuis la découverte du VIH-1 en 1983, les connaissances sur la physiopathologie de ce virus
ont considérablement progressée, cependant aucun traitement curatif ou aucun vaccin n’a pu
étre mis au point. Les traitements disponibles sont de plus en plus efficaces en améliorant
I'espérance de vie et la qualité de vie des individus infectés sans permettre leur guérison. Dans

ces conditions, le développement d’'un vaccin semble la seule solution pour stopper la pandémie.

L’idée qu’'un vaccin efficace contre le VIH-1 nécessitera I'induction d'une réponse immunitaire
adaptative humorale et cellulaire semble désormais faire consensus au sein de la communauté
scientifique. Certains individus infectés par le VIH-1 développent des anticorps capables de
neutraliser un large spectre d’isolats primaires de VIH-1 (Sather et al., 2008; Simek et al., 2009;
Stamatatos et al, 2009). Le transfert passif de ces anticorps neutralisants dans le modéle
pathogene de singe a permis de protéger ces animaux contre l'infection (Hessell et al., 2009a;
Mascola et al,, 2000). Néanmoins, les protocoles de vaccination n’ont pas été en mesure d’'induire

de tels anticorps chez I'étre humain.

Par ailleurs, la principale voie de contamination par le VIH-1 est la voie sexuelle (plus de 80 %
des infections) ou résident de nombreux types cellulaires ciblés par le virus dont les cellules
dendritiques (DC). Dans ces conditions, nous nous sommes intéressés a 'activité inhibitrice des
anticorps spécifiques du VIH-1 sur l'infection des DC primaires, ainsi que sur l'inhibition du

transfert du VIH-1 des DC aux lymphocytes T CD4.

Le laboratoire étudie différent modéles de DC primaires susceptible de répliquer le VIH-1: les
cellules dendritiques dérivées de monocytes (MoDC), les cellules dendritiques interstitielles
(intDC) et les cellules de Langerhans (LC) ainsi que les cellules dendritiques plasmacytoides

(pDC). Les pDC constituent le sujet principal de ces travaux de theése.
Inhibition de l'infection des pDC par les anticorps neutralisant le VIH-1

Nous avons analysé I'activité inhibitrice des anticorps neutralisants (AcN) spécifiques du VIH-1
sur l'infection des pDC, a la fois sur les pDC primaires et la lignée cellulaire de pDC GEN2.2
(Manuscrit 1). Parmi les six AcN de large spectre, tous ont été capables d’inhiber I'infection des
pDC par le VIH-1. L’infection des pDC par le VIH-1 n’a pas induit de mortalité cellulaire. De plus,
nous n’avons pas observé de différence de maturation des pDC lorsqu’elles étaient incubées avec
ou sans le VIH-1 en présence ou en absence d’Ac. Ces résultats indiquent que la viabilité et la
maturation cellulaire n’ont pas joués de rdles dans I'inhibition de I'infection des pDC par les AcN.
La concentration nécessaire pour inhiber le pourcentage d’infection des cellules de 90 % (1C90)
de ces AcN s’est révélée étre plus importante que celle nécessaire pour inhiber I'infection des

MoDC (Holl et al., 2006a) ou des LC et intDC (Publication 2). Dans ces populations de DC
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myéloides, 'activité inhibitrice plus élevée des AcN reposait sur l'interaction entre le fragment
Fc des AcN et les RFcy présent a la surface de ces cellules. Le RFcylla étant exprimé a la surface
de 30 a 50 % des pDC du sang (Bave et al., 2003), nous avons comparé l'activité inhibitrice d'un
AcN, b12, et de sa version mutée incapable de se fixer aux RFcy, LALA, sur l'infection des pDC
(primaires et GEN2.2) par le VIH-1. Ces deux anticorps ont inhibé l'infection des pDC par le VIH-
1 de fagon similaire. De plus, le blocage par un anticorps du RFcyll a la surface des pDC n’a pas
permis de diminuer I'activité inhibitrice de I’AcN VRCO1. En outre, nous avons analysé I'activité
sur les pDC d’anticorps non neutralisant inhibiteurs (AcNNI) incapables d’inhiber I'infection des
lymphocytes T CD4 par le VIH-1 («non-neutralisant») mais pourtant capables d’inhiber
I'infection de cellules via les RFcy (« inhibiteurs ») comme les macrophages, les MoDC (Holl et al.,
2006a) ou les LC et intDC (Publication 2). Les AcNNI n’ont pas été en mesure de protéger les pDC
primaires ou les cellules GEN2.2 de l'infection par le VIH-1 (Manuscrit 1). L’ensemble de ces
résultats indiquent que le RFcylla présent a la surface des pDC ne participe pas a I'inhibition de
I'infection par le VIH-1. Des résultats similaires avaient été observés avec une lignée trés
largement utilisée dans les tests de neutralisation, la lignée TZM-bl, surexprimant chacun des
RFcy (Perez et al,, 2009). Seule une inhibition dépendante des RFcyl et RFcyllb avait été observé,
alors que les RFcylla et RFcyllla ne participaient peu ou pas a I'inhibition de I'infection des TZM-
bl par les anticorps. De méme, une inhibition dépendante des RFcyll a été détectée dans les mDC
exprimant de maniére concomitante les RFcylla et RFcyllb. Ces résultats suggerent un role
prépondérant du RFcyllb dans I'inhibition de I'infection des mDC par les anticorps. Récemment,
une étude a analysé in vitro la participation des RFcyll en modifiant le fragment Fc de I’AcN b12
pour augmenter ou diminuer sa fixation au RFcylla ou RFcyllla (Moldt et al, 2011). Des
expériences similaires devraient étre entreprises afin de préciser le réle du RFcyllb dans le

mécanisme d’inhibition du VIH-1 par les anticorps.

Les pDC sont capables de sécréter de forte quantité de cytokines et de chimiokines, et en
particulier des interférons (IFN) de type I. Nous avons analysé la production cytokinique dans le
surnageant des pDC au cours des tests de neutralisation. Nous avons montré que les pDC
produisent de I'lFN-a en présence de VIH-1. Cette production de cytokine n’est pas supprimée
en présence d’AcN inhibant I'infection des pDC. En effet, elle est maintenue a un niveau similaire
en présence et en absence des AcN, a I'exception pour I'anticorps b12 et sa version mutée dans la
partie Fc LALA. Ces résultats similaires observé pour '’AcN b12 et LALA démontre que la fixation
de I'anticorps aux RFcy n’est pas responsable de la diminution de la production d’IFN-a induite
par ces anticorps. La diminution de la production d’IFN-a induite par I’AcN b12 a également été
observée dans une autre étude qui proposait que le blocage de I'interaction entre la gp120 et le
CD4 permettait d’inhiber la production d’IFN-« par les pDC en réponse au VIH-1 (Beignon et al,,

2005). Bien que les protocoles expérimentaux soient différents (concentrations cellulaires,
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concentrations en virus, sous-type viral), nous n’observons pas d’inhibition compléte de la
production d'IFN-a en présence de forte concentration de I’AcN b12. De plus, nous n’observons
aucune diminution de cette production en présence de I’AcN VRCO1, alors que VRCO1 bloque
également la fixation du CD4 sur la gp120. Ces résultats suggérent que la diminution de la
production d'IFN-a par I’AcN b12 est indépendante de I'inhibition de la fixation du VIH-1 au CD4.
L’épitope précis reconnu par 'AcN b1l2 pourrait étre a l'origine de cette diminution de la
production d'IFN-a, et un panel d’anticorps (neutralisant ou non) dirigés contre des sites voisins
du site de fixation au CD4 de la gp120 devraient étre criblé. Aussi, les complexes immuns formés
en présence de I’AcN b12 pourraient étre difficiles a endocyter par les pDC et donc stimuleraient
peu ces cellules. Des expériences complémentaires seront nécessaires afin de comprendre le

mécanisme d’inhibition de la production d’IFN-a lié a cet anticorps.

Par ailleurs, nous avons analysé la production des cytokines et chimiokines MIP-1a, MIP-1§, IL-6
et TNF-a par les pDC lors des tests de neutralisations. La production de ces molécules par les
pDC n’a pas été diminuée lorsque les AcN ont inhibé l'infection des cellules. Dans le cas de I'’AcN
anti-gp41 4E10, la production de MIP-1a et MIP-13 a méme été augmentée. L’AcN 4E10 est un
anticorps polyréactif qui reconnait la gp41 mais est également capable de se fixer aux
phospholipides comme les cardiolipines. Une étude a démontré que I'incubation d’anticorps
dirigés contre les cardiolipines avec des monocytes entrainaient la production de MIP-1a et MIP-
1B (Moody et al., 2010). Bien que nous n’ayons pas mesuré de production de MIP-1a et MIP-1f3
par les pDC en présence de '’AcN 4E10 seul, cet anticorps pourrait avoir un effet potentialisateur
sur la production de ces chimiokines par les pDC incubées avec le VIH-1. Des expériences
utilisant des anticorps anti-cardiolipines mais incapables de se fixer au VIH-1 pourraient
permettre de démontrer si la production de MIP-1a et MIP-1f3 par les pDC incubées avec le VIH-

1 peut étre augmentée.

Ces résultats montrent que l'infection des pDC par le VIH-1 est inhibée par les AcN par un
mécanisme indépendant du RFcylla. La protection conférée par ces AcN ne supprime pas la
sécrétion cytokinique des pDC induite par le VIH-1. Ainsi les pDC pourraient induire un
environnement antiviral et recruter des cellules de I'immunité tres to6t au cours de la

transmission, pendant que les AcN protegent I'ensemble de 'organisme de I'infection.
Inhibition du transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4

Dans la seconde partie de ces travaux, nous nous sommes intéressés a I'inhibition du transfert
du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4 (Manuscrit 2). En effet, plusieurs études ont montré
que les DC sont capables de transférer le VIH-1 aux lymphocytes T CD4, et que ce transfert

constitue une voie de dissémination du virus lors de l'infection (voir Introduction).
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Nous avons montré que le transfert du VIH-1 se produit en cis et en trans démontrant que la
réplication du VIH-1 dans les pDC n’est pas nécessaire pour transmettre le virus aux
lymphocytes T CD4. De plus nous avons observé une augmentation du pourcentage d’infection
des pDC en coculture suite a un second cycle de réplication du VIH-1. Dans nos travaux sur le
transfert du VIH-1 des MoDC aux lymphocytes T CD4, nous avons également observé une
augmentation du pourcentage d’infection des MoDC dans la co-culture dépendante du contact
direct entre ces cellules et les lymphocytes T CD4 (Publication 1). Toutefois, I'infection des MoDC
dans la coculture est issue principalement d’'un unique cycle de réplication viral (Manuscrit 3).
Le role des lymphocytes T CD4 dans I'augmentation du pourcentage d’infection des pDC dans la
coculture pourrait étre approfondi en étudiant le réle du contact entre ces cellules (expériences
en trans-well) et le réle du virus produit par ces lymphocytes T CD4 dans laugmentation de

I'infection des pDC en coculture.

Nous avons montré que ’AcN VRCO1 inhibe le transfert en trans et en cis du VIH-1 des pDC aux
lymphocytes T CD4. Cette inhibition est dépendante de la concentration en AcN et indépendante
de la viabilité des cellules, de leur état d’activation ou de maturation ainsi que de la production
d’'IFN-a dans le surnageant. Des expériences complémentaires sont nécessaires pour analyser la
capacité d’autres AcN a inhiber ce transfert. De plus, nos travaux, ainsi que ceux d’autres
laboratoires, ont permis de montrer l'inhibition du transfert du VIH-1 des MoDC aux
lymphocytes T CD4 par les AcN (Publication 1, Manuscrit 3). Ces résultats sont cohérent avec
I'idée que le transfert du VIH-1 au niveau des synapses virologiques reste sensible a I'activité des
AcN (Yu et al, 2008; Cavrois et al., 2007; Frankel et al, 1998), a l'inverse d’autres études
suggérant que ces sites sont imperméables aux anticorps (Chen et al,, 2007; Ganesh et al., 2004).
Les AcNNI n’ont pas permis d'inhiber le transfert du VIH-1 des MoDC aux lymphocytes T CD4,
indiquant que seule I'activité neutralisante des anticorps permet de protéger les lymphocytes T
CD4 du transfert du VIH-1. Ces AcNNI ne devraient donc pas inhiber le transfert du VIH-1 des
pDC aux lymphocytes T CDA4.

De maniére intéressante, une diminution de la réplication du VIH-1 dans les MoD a été observée
dans les conditions de transfert et cette inhibition a été corrélée avec la maturation (expression
du CD83) des MoDC (Manuscrit 3). Bien que nous n’observions pas d’augmentation de
I'expression du CD83 a la surface des pDC, ’AcN VRCO1 a inhibé en partie I'infection des pDC par
le VIH-1 dans nos conditions de transfert. Les résultats suggérent qu’une partie du virus restant
a la surface des cellules au moment de la co-culture est sensible a la neutralisation. Cependant,
des expériences supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si cette inhibition est

dépendante de la fixation de 'anticorps au VIH-1.
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Enfin nous avons mesuré une augmentation de la production d’'IFN-a dans le surnageant de la
coculture. Le mécanisme de cette augmentation ainsi que 'effet de la cytokine antivirale sur la
réplication du VIH-1 devra étre analysé. De plus, les pDC secretent les chimiokines MIP-1a et
MIP-1 capables a la fois de recruter les lymphocytes T CD4 par chimiotactisme et d’inhiber
I'infection des cellules via le blocage du corécepteur CCR5. L’analyse de la production de ces
chimiokines dans le surnageant de la coculture pourrait également étre analysé. L’effet de ces
chimiokines sur le transfert du VIH-1 ne peut étre étudié en bloquant leur récepteur puisqu’il
s’agit du corécepteur du VIH-1. Toutefois, des anticorps bloquant ces chimiokines elles-mémes
ou l'utilisation d’'un virus de tropisme X4 pourraient permettre de s’affranchir de cette

contrainte.

Le mécanisme de transfert du VIH-1 est complexe puisqu’il implique un transfert en cis, un
transfert en trans, les synapses virologiques, les lectines jouant le role de récepteurs alternatifs
du VIH-1 et les cytokines produites par les cellules de 'immunité. Dans la partie Publication 2,
nous n’avons pas discuté du role d’éventuels récepteurs alternatifs du VIH-1 présent a la surface
des pDC sur le transfert. En effet, certaines protéines présentes a la surface des DC sont capables
de fixer le VIH-1 ou la gp120 du virus, et participent au transfert du VIH-1 de cellules a cellules,
telles que le DC-SIGN (Wu and KewalRamani, 2006). Une étude a montré que DCIR, a la surface
des MoDC, pouvait jouer le réle de récepteur alternatif du VIH-1 (Lambert et al., 2008). Cette
lectine est également présente a la surface des pDC. De plus, la gp120 du VIH-1 est capable de se
fixer sur BDCA-2, exprimé par les pDC (Martinelli et al.,, 2007). La participation de ces lectines
ainsi que d’autres protéines comme BDCA-4 et ILT-7 dans le transfert du VIH-1 des pDC aux
lymphocytes T CD4 devrait étre évaluée. Les expériences visant a déterminer si une protéine est
un récepteur alternatif du VIH-1 et si elle participe dans le transfert reposent en général sur un
protocole ou des anticorps dirigés contre cette protéine sont incubés avec les cellules avant
d’ajouter le VIH-1 puis de mesurer le pourcentage d’infection des cellules cibles. Néanmoins,
cette procédure pourrait s’avérer inadaptée aux pDC, puisque la fixation d’'un anticorps sur les
protéines BDCA-2, BDCA-4, DCIR ou ILT-7 entraine une diminution de la production d’IFN-a par
les pDC (Dzionek et al., 2001; Gilliet et al., 2008; Meyer-Wentrup et al.,, 2008). Nous formulons
I’hypothese suivante : si les Ac dirigés contre les protéines de surface permettent de réduire la
quantité de virus fixé a la surface des pDC et donc de réduire le transfert, I'inhibition de la
production d’IFN-a déclenchée par ces anticorps pourrait au contraire étre favorable a la
réplication du virus dans les pDC et les lymphocytes T CD4 puisque la mise en place du
microenvironnement antiviral est entravée. Dans ces conditions, il est absolument nécessaire
d’examiner la capacité des IFN de type I a inhiber I'infection des lymphocytes T CD4 par le VIH-1
dans les expériences de transfert. Afin de palier au probléeme de la double action des anticorps

dirigés contre les protéines de surface, la solution du knock-down de l'expression de ces
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protéines par siRNA pourrait étre envisagée. Toutefois le nombre de pDC purifié par poche de
sang (entre 1 et 2.106 cellules) pourrait étre trop faible pour de telles expériences. Récemment,
un modele de pDC primaires différenciées a partir de cellules CD34+ de sang de cordon a été mis
au point permettant d’obtenir un nombre plus important de cellules (Demoulin et al., 2012). Ce
protocole pourrait étre utilisé au laboratoire puisque nous différencions les LC et intDC a partir
de cellules CD34+ de sang de cordon. Ce modele permettrait d’étudier le role de lectines dans le

transfert du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T CD4.

Perspectives

Nous avons montré que les pDC sont protégées de I'infection par le VIH-1 par les AcN et qu’elles
conservent leur capacité a produire des cytokines et chimiokines dans ces conditions. Cette
étude pourrait étre poursuivie dans un modele in vivo d’infection. Lors d’expériences de
transfert passif d’AcN dans le modele d’infection pathogéne du macaque, la réponse
cytokiniques et notamment la production d’'IFN-a pourrait étre mesurée chez ces animaux. Plus
particulierement, la diminution de la production d’IFN-a spécifiquement observée pour I’AcN
b12 in vitro pourrait étre recherchée dans ce modele in vivo. Cet AcN est fréquemment utilisé
dans les expériences de transfert passif d’Ac chez le macaque, et a permis de protéger les
animaux contre I'infection expérimentale (Hessell et al., 2007; Hessell et al., 2009a). De maniere
plus générale, I'état d’activation du systéme immunitaire de ces animaux lors d’expériences de

transfert passif d’AcN pourrait étre analysé.

Par ailleurs, la production d’'IFN-a dans les modeéles pathogéne et non pathogéne de 'infection
par le SIV est similaire lors de la phase aigiie de 'infection (Bosinger et al., 2009; Diop et al,
2008; Harris et al., 2010; Jacquelin et al., 2009). Une étude menée sur les modeles d’infection
pathogene du SIV ont permis de montrer que les pDC s’activent et migrent vers les GALT chez le
macaque (Kwa et al,, 2011). De plus, la comparaison des modéles pathogene et non-pathogene a
montré que la migration pDC chez le macaque (modele pathogene) était plus forte que pour les
pDC de singe vert (modéle non-pathogene) (Campillo-Gimenez et al., 2009). Nous n’avons pas
observé de maturation des pDC lors de l'infection par le VIH-1 en absence ou en présence d’AcN
capable d’inhiber l'infection de ces cellules. Des études supplémentaires pourraient étre
envisagée afin d’analyser l'expression de marqueurs d’activation comme le CD80 ou le CD86
ainsi que l'expression de récepteurs impliqués dans la migration des pDC (CCR7 ou intégrine
a4B7) lors des tests de neutralisations. Aussi, I’état d’activation et la maturation des pDC
pourraient étre étudiés dans le modele d’infection pathogéne du SIV lors de transfert passif

d’AcN, afin d’évaluer le role de ces phénomeénes dans la progression vers l'infection.



Conclusion

L’infection de nombreuses populations cellulaires par le VIH-1 peut étre inhibée par les AcN, en
plus des lymphocytes T CD4. De plus, les DC myéloides, populations cellulaires considérées
comme les premieres cibles du virus lors de la transmission au niveau des muqueuses, sont
protégées par les AcN mais également par les AcNNI via un mécanisme dépendant de la fixation
de ces Ac aux RFcy. La participation des RFcy a la protection contre I'infection est également
détectée dans les études in vivo dans le modéle animal d’infection pathogéne. En effet, le
transfert passif de 'AcN b12 et de sa version mutée LALA (incapable de se fixer au RFcy) a été
comparé dans ce modéle d'infection (Hessell et al, 2007). Suite au challenge vaginal,
I'administration intraveineuse de ’'AcN b12 a permis de protéger presque tous les macaques
(8/9), alors que I'’Ac LALA, a la méme concentration, n’a protégé que 5 des 9 macaques,
démontrant la participation de la fixation de '’AcN b12 aux RFcy dans la protection contre
I'infection. Une autre étude utilisant une version de I’AcN b12 capable de se fixer plus fortement
au RFcyllla n’a pas permis d’augmenter le pouvoir protecteur de I’Ac dans le modele pathogéne
du singe, suggérant que l'activité inhibitrice des Ac dans la protection implique des activités Fc-
dépendante différente de I'activité d’ADCC (Moldt et al., 2012). Nos résultats indiquent en plus
que le RFcylla, exprimé par les pDC, ne participe pas a l'inhibition Fc-dépendante de I'infection,
soulignant que la participation du RFcyllb ou I’équilibre dans I’expression des RFcylla/RFcyllb

devrait étre étudiée plus en détail.

La protection conférée par les anticorps contre l'infection par le VIH-1 repose sur une activité
neutralisante mais implique également des mécanismes dépendant des RFcy. Cependant aucun
protocole, a ce jour, na permis d’induire des AcN un large spectre d’isolats primaires par
vaccination (Mascola and Montefiori, 2010). Dans ces conditions, l'induction d’Ac non-
neutralisants capables d’inhiber I'infection par le VIH-1 via des mécanismes dépendants des RFc
pourrait étre une alternative. En effet, certains Ac non-neutralisants ont été capable d’inhiber
I'infection de cellules cibles en présence de cellules effectrices comme les cellules NK ou des
cellules exprimant les RFcy, alors qu’aucune inhibition n’a pu étre mesurée avec les fragments
F(ab)’z de ces Ac (Forthal et al, 2001). De méme, nos résultats montrent que des AcNNI
protégent les DC myéloides de l'infection par le VIH-1 (Publication 2). Une étude menée sur le
modeéle animal pathogéne a montré qu'un AcNNI, le F240, bien que n’ayant pas protégé tous les
animaux de 'infection, a permis de diminuer le pic de virémie chez les animaux infectés (Burton
etal.,, 2011). Au cours de l'infection par le VIH-1, des Ac non-neutralisants apparaissent quelques
jours apres le début de la phase aiglie et sont capables de former des complexes immuns avec le

virus fondateur (Tomaras et al., 2008), suggérant que ces Ac puissent étre plus faciles a induire.
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De tels Agc, s’ils étaient déja présents au moment de la transmission, pourraient permettre une

protection au moins partielle contre I'infection.

Toutefois, si cette activité antivirale dépendante du fragment Fc n’était pas suffisante, I'induction
d’AcN resterait une nécessité dans le développement d’'une stratégie vaccinale. Etant donné la
forte variabilité du virus, les recherches se sont orientées vers les anticorps neutralisant un large
spectre d’'isolats primaires de VIH-1. Néanmoins, les études portant sur la transmission du VIH-1
montrent que la majorité des infections par voies muqueuses résultent d’'une infection par un
unique virus fondateur (Keele et al, 2008), et que les individus infectés sont capables de
développer une réponse humorale neutralisante contre ce virus fondateur via des AcN dits
autologues. Au cours de l'infection, le virus fondateur sensible a ces anticorps est remplacé par
des virus mutés et résistants a ces anticorps (Wei et al., 2003; Richman et al., 2003), démontrant
que ces AcN autologues ne sont pas de large spectre. Mais si ces AcN autologues étaient déja
présent au moment de la transmission, ils pourraient participer a la protection contre I'infection
par le VIH-1 en bloquant le virus fondateur. Des études devraient é&tre menées pour déterminer
plus précisément les caractéristiques de ces virus fondateurs, et des tests de neutralisations
utilisant spécifiquement ces virus fondateurs pourraient permettre de mieux définir les
caractéristiques des AcN a induire par vaccination. Aussi, des expériences de transferts passifs
d’Ac dans les modeles pathogenes du SIV devraient étre menées avec des virus possédant les
caractéristiques des virus fondateurs. Ces études permettraient d’analyser le réle des AcNNI et

des AcN autologues, seuls ou en combinaisons, dans la protection contre I'infection.

L’étude des AcNNI et des AcN autologues devrait constituer un axe de recherche
supplémentaire. Ces AcN autologues et les AcNNI pourraient étre suffisamment efficace pour
inhiber l'infection par le VIH-1 dans certaines conditions comme la transmission par voie
sexuelle. Pour autant, il ne faudrait pas perdre de vue I'étude des AcN de large spectre qui
restent une solution idéal pour le développement d’un vaccin. Plusieurs AcN de large spectre ont
été mis en évidence ces derniéres années : I’AcN VRCO1 qui reconnait le site de fixation au CD4
de la gp120 (Wu etal., 2010), les AcN PG9 et PG16 (ainsi que certains PGT) capables de se fixer a
un épitope quaternaire de I'enveloppe virale (Walker et al,, 2011; Walker et al,, 2009). Les AcN
de large spectre posseédent généralement des caractéristiques particuliéres : un domaine CDR3
Vy allongé, une polyréactivité, et/ou un nombre de mutation somatique élevé (McElrath and
Haynes, 2010), et sont retrouvés chez 10 a 25 % des individus infectés (Sather et al., 2009;
Simek et al., 2009; Stamatatos et al.,, 2009). Des techniques plus performantes de criblage des
AcN pourraient permettre de mettre en évidence d’autres épitopes neutralisants constituant de

nouvelles cibles pour le développement d'immunogenes. Cependant, I'induction de tels AcN
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nécessite une meilleure compréhension des mécanismes permettant 'émergence d’une réponse

humorale ayant toutes les caractéristiques de ces AcN.

En conclusion, les anticorps permettant une protection efficace contre l'infection par le VIH-1
devraient posséder une activité neutralisante capable de protéger toute les cellules cibles du
virus et un fragment Fc capable d’induire une activité antivirale dépendante des RFcy. Un vaccin
capable d’'induire de tels anticorps associés a une activité cytotoxique forte pourraient
permettre d’établir une protection stérilisante lors de la transmission par voie sexuelle du VIH-

1.
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- Infection des cellules dendritiques =

plasmacytoides par le VIH : Mécanisme
d’inhibition par les anticorps et étude
des modifications fonctionnelles

Résumé

Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont infectées par le VIH-1 et la diminution de leur nombre dans
la circulation sanguine est corrélée avec la virémie des patients. Au cours de mes travaux de thése, nous avons
montré que les anticorps neutralisants (AcN) spécifiques du VIH-1 inhibent I'infection des pDC par des isolats
primaires de VIH-1. Contrairement aux mDC, le mécanisme d’'inhibition de I'infection des pDC est indépendant du
RFcyll présent a leur surface. En parallele, nos résultats indiquent que les pDC produisent de l'interféron-a et
d’autres cytokines et chimiokines en réponse au VIH-1, méme lorsque l'infection des cellules est inhibée par les
AcN. Enfin, nous avons observé 'inhibition du transfert en cis et en trans du VIH-1 des pDC aux lymphocytes T

CD4 par les AcN.

Dans un contexte d’'induction d’AcN par vaccination, I'inhibition de la réplication du VIH-1 dans les pDC associé au
maintien de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire par ces cellules pourrait favoriser I'élimination du virus

et ralentir sa dissémination dans I’organisme.

Mots clés : VIH-1, anticorps neutralisants, cellules dendritiques plasmacytoides, interféron-a, transfert

Résumé en anglais

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are able to replicate HIV-1, and the decrease of pDC number in blood is
correlated with HIV-1 viremia in patients. During my thesis, we showed that HIV-1-specific neutralizing
antibodies (NAb) inhibited the infection of pDC by HIV-lprimary isolates. Unlike mDC, the mechanism of
inhibition of pDC infection was independent of FcyRII expressed on these cells. In parallel, our results indicated
that pDC produce interferon-a and other cytokines and chemokines in response to HIV-1, even when HIV-1
infection of these cells was inhibited by NAb. Finally, we showed that NAb were able to inhibit HIV-1 transfer in cis
and trans from pDC to CD4 T cells.

In the context of antibodies induction by vaccination, the inhibition of HIV-1 replication in pDC associated with the
maintenance of pro-inflammatory cytokines released by these cells may help to eliminate the virus and impede its

dissemination in the body.

Keywords : HIV-1, neutralizing antibodies, plasmacytoid dendritic cells, interferon-a, transfer




