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AcN :
AcCNNI :
Ad5:
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ADCVI :
ADN :
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ARN :
CD:
CDRHS3:
CF:
CMH :
CRF:
CypA :
APC :
CTL:
DC:
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DC-SIGN :

dNTP:
Env:
Gag:

GM-CSF:

gp -
HEPS:
HLA :
HSH :
HSPG :
HTLV :
IF:
IFN :
lg:
IL:
IDC:
ITAM :
ITIM :
LC:
LNTP:
LPS:
LTR:
M-CSF:
MoDC :

Anticorps neutralisant

Anticorps non-neutralisant inhibiteur

Adénovirus de type 5

Antibody dependent cellular cytotoxicity
Antibody dependent cell-mediated virus inhibition
Acide désoxyribonucléique

Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like
Acide ribonucléique

Cluster de différentiation

Complementarity determining region H3
Cytométrie en flux

Complexe majeur d’histocompatibilité

Forme recombinante circulante

Cyclophiline A

Cellule présentatrice d'antigéne

Cytotoxic T lymphocyte

Cellule dendritique

Dendritic cell immunoreceptor

Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing

non-integrin

Désoxynucléotide

Envelope glycoprotein

Group-specific antigen

Granulocyte macrophage-colony stimulating factor
glycoprotéine

Highly exposed, persistently seronegative
Human leukocyte antigen

Homme ayant des rapports sexuels avec des hommes
Protéoglycane héparane sulfate
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Avant-propos : Contexte général

En 1983, le virus de 1'immunodéficience humaine (VIH) a été associé a I'agent étiologique du
Syndrome de I'Immunodéficience Acquise (SIDA) (Barré-Sinoussi et al., 1983). Depuis,
l'infection par ce pathogéne a causé une pandémie, avec un nombre d'individus infectés par le
VIH et de déces dus au SIDA dépassant respectivement les 70 et 35 millions de personnes.
Du fait de la diminution du nombre de nouvelles infections a VIH et de la mortalité due au
SIDA au cours des derniéres années, la prévalence mondiale de I'infection a VIH semble s'étre
stabilisée depuis la fin du 20°™ siecle (Figure 1) (ONUSIDA, 2012). Cela est dii a un acces
plus large aux traitements antirétroviraux. Cependant, la thérapie antirétrovirale permet de
prolonger la vie des patients mais n'élimine pas le virus de l'organisme et le seul espoir
d'endiguer la pandémie reste le développement d'un vaccin.

LLaon Pl

Figure 1. Estimation du nombre de personne vivant avec le VIH dans le monde entre 1990 et 2011.
Les pointillés indiquent la marge d'erreur autour de l'estimation (ONUSIDA, 2012).

Fin 2011, 'ONUSIDA et I'OMS estimaient a 34 millions le nombre de personnes vivant avec
le VIH, dont 2,5 millions nouvellement infectées et 1,7 millions de déces par an (figure 2)
(ONUSIDA 2012). Deux grandes tendances se sont dessinées. Premiérement, une épidémie
"durable" dans la population générale de nombreux pays d'Afrique subsaharienne.
Deuxiemement, I'épidémie dans le reste du monde est concentrée dans des groupes
spécifiques a risque tels que les hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes (HSH),
les consommateurs de drogues injectables, les travailleurs du sexe et leurs partenaires sexuels.
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Figure 2. Prévalence mondiale estimée du VIH-1 en 2011 (ONUSIDA, 2012).

Dans les pays a revenus élevés, 1'épidémie de VIH n'est toujours pas terminée. En effet, en
Amérique du Nord et en Europe Occidentale et Centrale le nombre total de personnes
vivant avec le VIH en 2011 s'est accru par rapport a 2001 passant de 1,1 millions a 1,4
millions pour I'Amérique du Nord et de 640 000 a 900 000 pour 1'Europe Occidentale et
Centrale. Les déces liés au SIDA sont cependant stables, de méme que les taux de nouvelles
infections & VIH. Dans ces régions, la prévalence du VIH parmi les HSH joue un role
considérable dans les épidémies nationales de VIH. En effet, il a été observé en France, aux
Pays-Bas et au Canada, par exemple, une prévalence du VIH de plus de 15% parmi les HSH
comparé a une prévalence nationale de moins de 0,5% parmi la population générale. En outre,
en Europe Occidentale et Centrale, moins d’un HSH sur trois a été testé pour le VIH au cours
de l'année 2011 malgré l'importance de la prévalence du VIH parmi les HSH (ONUSIDA,
2012). De plus, et malgré la prévention publicitaire mise en place en France, il a été
récemment estimé que sur les 150 000 personnes vivant avec le VIH en France, 30 000 ne
savent pas qu'elles sont infectées alors que pour 59% d'entre elles, leur nombre de
lymphocytes T CD4" justifierait une mise sous traitement antirétroviral, révélant ainsi
I'importance d'un dépistage précoce et de la mise en place d'un vaccin.

En Europe Orientale et en Asie Centrale, une augmentation de la prévalence du VIH, des
nouvelles infections a VIH et des déces liés au sida a été observée. En effet, dans ces régions,
l'acces aux traitements contre le VIH reste faible. Il a été estimé que seuls 25% des personnes
¢ligibles pour le traitement contre le VIH en bénéficient. Seuls la Géorgie et la Roumanie ont
atteint une couverture du traitement de plus de 60%. Les épidémies de VIH en Europe
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orientale et en Asie centrale sont majoritairement dues a I’injection de drogues sans respect de
I’hygiéne et a la transmission ultérieure du virus a leurs partenaires sexuels (ONUSIDA,
2012).

En Océanie et Asie du Sud et du Sud-est, la réduction des nouvelles infections a VIH et des
déces liés au SIDA entre 2001 et 2011 a progressé contrairement a I'Asie de I'Est ou ces
nouvelles infections et déces liés au SIDA sont en augmentation (passage de 390 000
personnes vivant avec le VIH en 2001 a 830 000 en 2011). Les épidémies de VIH en Asie et
dans le Pacifique restent largement concentrées parmi les consommateurs de drogues
injectables, les HSH et les professionnel(le)s du sexe (ONUSIDA, 2012).

L'Afrique subsaharienne est la région la plus gravement touchée par la pandémie de SIDA
représentant 69% des personnes vivant avec le VIH / SIDA dans le monde et 70% de tous les
décés dus au SIDA. Le mode de contamination majeur est la transmission hétérosexuelle
avec, dans certaines régions, un pourcentage plus ¢élevé de femmes infectées que d'homme.
Actuellement, un déclin des nouvelles infections a VIH et des décés liés au SIDA est observé.
En particulier, la prévention des nouvelles infections chez les enfants a progressé avec une
baisse de 24% du nombre d'enfants nouvellement infectés par le VIH entre 2009 et 2011. De
plus, il a ét¢é estimé qu'en 2011, 56% des personnes ¢ligibles bénéficiaient des traitement pour
VIH en Afrique subsaharienne (moyenne mondiale de 54%) (ONUSIDA 2012).

Aprés I’Afrique subsaharienne, les Caraibes sont l'une des régions les plus durement
touchées par 1'épidémie de VIH avec 1 % des adultes vivait avec le VIH en 2011. Les rapports
sexuels non protégés entre hommes et femmes - en particulier les rapports tarifés - sont
considérés comme étant le principal mode de transmission du VIH dans les Caraibes.
(ONUSIDA 2012).

Ainsi, la transmission hétérosexuelle est devenu le mode de transmission majeur du VIH
(80% des nouvelles infections). Si dans les pays développés l'usage du préservatif est
globalement bien ancré dans les meeurs de la population, dans d'autres pays les coutumes et le
prix du préservatif freinent l'utilisation de celui-ci et permettent ainsi de nouvelles infections.
De part ces coutumes et leur physiologie vaginale, les femmes sont donc particulierement
exposées a l'infection par le VIH.

Du fait de l'importance majeur de la transmission hétérosexuelle, une des stratégies vaccinales
s'orientent vers l'induction d'une réponse immune au niveau des muqueuses afin de prévenir
l'infection des premiéres cellules cibles et la dissémination du virus dans l'organisme.
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Chapitre 1 : Généralités sur le VIH

1. Découverte du VIH et Histoire du SIDA

Cela fait plus de 30 ans que les premiers cas reconnus de Syndrome d'Immunodéficience
Acquise (SIDA) ont été signalés. En 1981, le Center for Disease Control and Prevention
américain (Centers for Disease, 1981a, b) suggérait l'apparition d'une nouvelle maladie
infecticuse. A New York et en Californie, des jeunes hommes homosexuels avaient
soudainement développé des infections opportunistes rares (pneumonies a Pneumocystis
carinii et sarcomes de Kaposi) qui semblaient résistantes a tout traitement. A cette époque,
l'agent causal du SIDA n'était pas encore identifi¢ mais, a l'aide de recherches
immunologiques, de premiers indices ont été trouvés dont, notamment, la diminution rapide
du taux de lymphocytes T CD4" rendant les patients vulnérables aux infections opportunistes
et a diverses tumeurs lorsque passant sous le seuil de 200 cellules/mm’. Ces premiers indices
ont conduit les chercheurs a attribuer 1'origine du SIDA au HTLV-I (Human T-lymphotropic
virus type 1), premier rétrovirus humain ayant été isolé¢ un an auparavant et ciblant également
les cellules T (Poiesz et al., 1980).

La premiere découverte de l'agent causal du SIDA par Luc Montagnier, Frangoise Barré-
Sinoussi et leurs collegues a I'Institut Pasteur remonte a 1983. IIs ont rapporté I'isolement d'un
nouveau rétrovirus humain a partir d'une biopsie ganglionnaire d'un jeune homme
homosexuel atteint du syndrome de lymphadénopathie (Barré-Sinoussi et al., 1983). Par
microscopie électronique, ce nouveau virus apparaissait différent du HTLV-1 et a ét¢ nommé
Lymphadenopathie Associated Virus. Environ un an plus tard, Robert Gallo et ses collégues
du National Institutes of Health démontraient sans équivoque que ce virus était 1'agent causal
du SIDA et 'appelérent HTLV-III (Popovic et al., 1984). Indépendamment, Jay Levy et ses
collegues de 1'Université de Californie, ont également isolé ce nouveau rétrovirus, qu'ils ont
appelé AIDS-Associated Retrovirus (Levy et al., 1984). Enfin, en 1986, le comité international
de la taxonomie des virus a recommandé que ce pathogeéne, connus sous trois noms différents,
soit appel¢ "Virus de I'lmmunodéticience Humaine" (VIH) (Coffin et al., 1986).

Peu de temps aprés l'identification du VIH, la premiére mise en évidence du VIH-2 a été
décrite en 1985. Le sérum de travailleuses du sexe au Sénégal a montré une plus forte
réactivité croisée avec les antigenes du virus de l'immunodéficience simienne (SIV) qu'avec
ceux du VIH nouvellement découvert, indiquant I'exposition a un virus de type SIV (Barin et
al., 1985). Le virus a ensuite été isolé et caractérisé chez des patients d'Afrique de 1'Ouest
(Guinée-Bissau et Cap-Vert) atteint du SIDA et fut appelé LAV-2 (Clavel et al., 1986). Il a
ensuite été rebaptisé VIH-2.
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2. Structure du VIH-1, organisation génomique et cycle de réplication

2.1. Structure virale

La particule virale du VIH-1 (Figure 3) a une structure de forme sphérique d'environ 100 a
130 nm de diamétre. Elle est enveloppée par une bicouche lipidique dérivée de la membrane
de la cellule hote dans laquelle les glycoprotéines virales d'enveloppe (Env) sont enchassées:
les glycoprotéines de surface (SU, gpl120) et les glycoprotéines transmembranaires (TM,
gp41) ayant des poids moléculaire de 120 et 41 kDa, respectivement. Les gp120 sont ancrées
au virus par l'intermédiaire de liaisons non-covalentes les liant aux gp41. Une particule virale
contient 10 a 14 trimeres de gp120/gp41 (Mao et al., 2012). La bicouche lipidique contient
¢galement plusieurs protéines membranaires provenant de la cellule hote, y compris les
antigénes majeurs d'histocompatibilité, l'actine et I'ubiquitine.

Dans les particules matures, la protéine de matrice (MA, pl7) est située sous la bicouche
lipidique et associée a une enzyme virale, la protéase (PR, pl10). La capside, conique,
composée de la protéine de capside (CA, p24) contient I'ARN viral, ainsi que la protéine de
nucléocapside (NC, p7) formant un complexe ribonucléoprotéique. Ce complexe renferme
¢galement des enzymes virales spécifiques: la transcriptase inverse (RT, p66/p51) et
l'intégrase (IN, p32). Les protéines auxiliaires: Nef, Vif, Vpr sont présentes dans la particule
virale. Trois protéines auxiliaires, Rev, Tat, et Vpu, ne sont pas empaquetées dans le virion.

Enveloppe

-~
Protéine transmembranaire Protéine de surface
(TM, gp41) (SU, gp120)

Protéase
(PR, p10)

Intégrase

Membrane (IN. p32)

Transcriptase inverse
(RT, p66/p51) 100-130 nm

Figure 3. Particule virale de VIH-1 mature. A gauche, représentation schématique. A droite, particule
virale observée par cryotomographie électronique (Ganser-Pornillos et al., 2008).
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2.2. Organisation génomique

Le VIH a un génome d'environ 9 kb composé de 2 copies d'ARN simple brin de polarité
positive. Ce génome est composé de 9 genes alors que, par comparaison, celui de ’Homme en
comprend 25 000 a 30 000.

Le génome du VIH-1 se compose de trois geénes structuraux, gag (pour group-specific
antigen), pol (pour polymerase) et env (pour envelope glycoproteins), et est flanqué a chaque
extrémité d'une séquence terminale répétée (LTR). Ces séquences contiennent les domaines
indispensables a l'intégration du provirus dans le génome de la cellule cible et les séquences
régulatrices de l'expression du génome viral. Le génome du VIH-1 code également pour des
protéines de régulation (Tat, Rev), et des protéines auxiliaires (Vif, Vpr, Vpu et Nef),
spécifique des lentivirus, dont le VIH fait parti. L'organisation du génome du VIH-1 ainsi que
les fonctions des protéines qu'il code sont illustrées sur la figure 4.
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Figure 4. Organisation du génome d'environ 9 kb du provirus du VIH-1 et résumé des fonctions de ses
9 génes codant pour 15 protéines (modifi¢ d'aprés Greene and Peterlin, 2002).
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2.3. Cycle de réplication

Le cycle de réplication du VIH-1 est représenté sur le figure 6.

2.3.1. Entrée du virus : attachement et fusion

L'entrée du VIH constitue la premicre étape dans le processus d'infection. L'attachement et la
fusion du virus sont dépendantes de 1'expression par la cellule cible du récepteur CD4 et d'un
co-récepteur (CCRS ou CXCR4). Le VIH infecte principalement les cellules T CD4" du
systtme immunitaire. La protéine CD4 est un membre de la superfamille des
immunoglobulines et posseéde quatre domaines extracellulaires de type immunoglobuline (D1
a D4). Elle est exprimée a la surface cellulaire d'environ 60% des lymphocytes T, sur les
lymphocytes T précurseurs dans la moelle osseuse et le thymus, sur les
monocytes/macrophages, les cellules de Langerhans, les cellules dendritiques folliculaires et
les cellules microgliales du systéme nerveux central.

Lors de la premiére étape de I'entrée virale, la glycoprotéine gp120 de l'enveloppe virale se lie
au CD4 avec une affinité élevée (Dalgleish et al., 1984; Klatzmann et al., 1984). Cela se
traduit par des changements conformationnels de la gp120 exposant alors les sites de fixation
au co-récepteur. Les co-récepteurs principaux impliqués dans l'entrée du VIH-1 sont le CCRS5
et le CXCR4 (Alkhatib et al., 1996; Deng et al., 1996; Doranz et al., 1996, Dragic et al., 1996;
Feng et al., 1996), selon le tropisme viral (décrit au chapitre 2, paragraphe 1.1). L'interaction
entre la gpl20 et le CD4 conduit également & une diminution d'expression du CD4 a la
surface de la cellule, ce qui rend les cellules infectées partiellement résistantes a de nouvelles
infections (Piguet et al., 1999). Suite a la fixation de la gpl20 aux co-récepteurs, des
changements de conformation de la gp41 ont lieu, permettant I'exposition du peptide de fusion
et ainsi la fusion des membranes virales et cellulaires (figure 5). Deux mécanismes différents
d'entrée virale ont été mis en évidence: le virus peut pénétrer dans la cellule hote soit par
fusion directe avec la membrane cellulaire, indépendamment du pH, soit par endocytose
dépendante de la clathrine suivie par la fusion avec la membrane de 1'endosome (mécanisme
minoritaire) (Checkley et al., 2011).

gp4

I 4
< 2p120
c Hélice C Hélice N
D4 Boucle V3
1 A0 Q

Membrane cellulaire | U Un ' | U U “ I
Corecepteur
Fixation au CD4 Exposition du site de Intermédiaire pré-épingle a cheveux Formation de I’épingle a cheveux
fixation au corecepteur Insertion du peptide de fusion Fusion des membranes
et liaison a celui ci virale et cellulaire

Figure 5. Représentation schématique des €tapes précoces de la fusion du VIH-1 dans la cellule hote.

2.3.2. Décapsidation et rétro-transcription
Suite a la fusion des membranes virales et cellulaires et a la décapsidation, le génome viral est
libéré dans le cytoplasme de la cellule. Un complexe viral nucléoprotéique de transcription
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inverse est ainsi formé dans le cytoplasme (Fassati and Goff, 2001). Suite a la rétro-
transcription du génome viral en ADN par la transcriptase inverse, le complexe de
préintégration s'établit, protégeant ainsi I’ADN viral de la dégradation par des facteurs
cellulaires comme APOBEC3 (voir chapitre 2, paragraphe 2.4) et facilitant son intégration
dans le génome de la cellule hote (Matreyek and Engelman, 2013).

La transcriptase inverse n’ayant pas d’activité correctrice, elle est peu fidele et les erreurs de
copie sont a I’origine de la variabilité génétique du VIH (voir chapitre 1, paragraphe 3.1.).

2.3.3. Intégration et transcription

L’intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule hote est catalysée par 1’intégrase
virale qui clive des nucléotides aux extrémités de 'ADN viral et I'intégre au génome cellulaire
(Greene and Peterlin, 2002). A la suite d’une activation cellulaire, I’ADN intégré, ou provirus,
est transcrit en ARN messagers (ARNm) par I’ARN polymérase II cellulaire. Le provirus est
une forme virale trés stable et sa durée de vie est donc identique a celle de la cellule infectée.
L’¢longation du transcrit et le transport des ARNm dans le cytoplasme cellulaire sont
controlés par les protéines de régulation codées respectivement par les genes fat et rev. En
effet, la liaison de la protéine Tat virale a la séquence régulatrice TAR (7ransactivation
response element) permet le recrutement de facteurs stimulant la transcription provirale
(Peterlin and Trono, 2003), alors que la protéine Rev, de par sa liaison au RRE (Rev Response
Element), perme l'export de 'ARNm viral vers le cytoplasme de la cellule (Greene and
Peterlin, 2002).

2.3.4. Assemblage, bourgeonnement et maturation

La glycoprotéine Env du VIH est synthétisée dans le réticulum endoplasmique rugueux sous
la forme d'une protéine précurseur Env, gpl60. Ce précurseur est ensuite transporté vers
I'appareil de Golgi, ou il est clivé par une protéase cellulaire (furine) pour donner les
glycoprotéines d'enveloppe gp120 et gp41 matures et glycosylées (Checkley et al., 2011) qui
vont migrer et s'ancrer dans la membrane plasmique de la cellule hote. Les protéines de
structure du virus (matrice, capside et nucléocapside) sont produites sous forme d’une
polyprotéine nommeée polyprécurseur Gag. Les enzymes virales sont produites elles aussi sous
forme d’une polyprotéine appelée Gag-Pol (Matrice - Capside - Nucléocapside - Protéase -
Transcriptase Inverse - Intégrase). Lorsqu'elles quittent le Golgi, les polyprotéines Gag et
Gag-Pol sont transportées vers la membrane cellulaire.

La polyprotéine Gag contient trois domaines important pour l'assemblage: le domaine M,
localisé dans la région MA (matrice) myristylée en N-terminale, ciblant Gag a la membrane;
le domaine | pour "interactif", localisé dans la nucléocapside, responsable de l'interaction
entre les monomeres de Gag (Ganser-Pornillos et al., 2008) et le domaine L (tardif), médiant
le bourgeonnement de la particule virale grace a un motif tétrapeptidique PTAP de la région
p6 de Gag (Demirov and Freed, 2004; Demirov et al., 2002).

Les domaines MA de Gag et Gag-Pol interagissent avec la membrane, tandis que les ARN
viraux sont capturés par les domaines NC (nucléocapside) de Gag et Gag-Pol. Peu apres la
libération du virus de la membrane plasmique, la protéase virale clive les polyprotéines Gag
et Gag-Pol pour générer les protéines Gag et Pol matures. En l'absence de cette maturation, la
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protéine Gag du virion immature et non infectieux, est associé¢e a la queue cytoplasmique CT
(Cytoplasmique Tail) de la gp41, perturbant les changements conformationnels de I'Env et
empéchant alors la fusion du virion immature (Joyner et al., 2011).
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3. Variabilité génétique du VIH
3.1. Mécanismes de la variabilité génétique

La grande variabilité génétique et I'évolution rapide du VIH sont des facteurs importants dans
la propagation du virus dans le monde. L'hétérogénéité génétique du VIH provient des taux de
mutation et de recombinaisons ¢élevés de la transcriptase inverse (1 a 10 mutation par génome
viral et par cycle de réplication) associés a un fort taux de réplication du virus (10° a 10"
virions produits par jour). Il en résulte diverses populations génétiques d'especes virales chez
chaque patient infecté, appelées «quasi-espéces». Les quasi-especes chez un individu infecté
peuvent varier jusqu'a 10% (Hemelaar et al., 2006), les pressions de sélection exercées par le
systéme immunitaire ou les antiviraux sélectionnent les variants résistants des virus mutés.

3.2. Classification du VIH

Le VIH est un membre du genre lentivirus de la famille des Retroviridae. Le nom lentivirus
signifie "virus lent", I'induction des maladies par ces virus étant lente. Les lentivirus ont été
détectés chez de nombreuses espéces de primates africains. Cependant, les primates du
Nouveau Monde et asiatiques n'ont pas été décrits comme naturellement infectés par des
lentivirus.

Il existe deux types de VIH, désignés VIH-1 et VIH-2, séparés en fonction de leurs propriétés
sérologiques et de la séquence de leur génome. Le VIH-1 et le VIH-2 ont 40% a 50%
d'homologie génétique, leur plus grande divergence se trouvant dans la séquence du geéne env.
Le VIH-1 est le résultat d'une transmission inter-espéces du virus de l'immunodéficience
simienne (SIV) infectant le chimpanzé (SIV.,,) (Gao et al., 1999; Hahn et al., 2000; Keele et
al., 2009; Peeters et al., 1989), tandis que le VIH-2 est plus étroitement lié¢ a un virus infectant
naturellement le singe sooty mangabey (SIVy,) (Chen et al., 1997; Chen et al., 1996).
L'é¢pidémie mondiale du SIDA est causée par le VIH-1. Le VIH-2 est concentré en Afrique
occidentale et est rarement présent ailleurs.

Basé sur l'analyse phylogénétique de nombreuses souches de VIH-1 de diverses origines
géographiques, le VIH-1 a été subdivisé en groupes, sous-types, sous-sous-types et formes
recombinantes circulantes (CRF) ou formes recombinantes uniques. Un arbre phylogénétique
représentant la diversité génétique du VIH est illustré a la figure 7.

3.2.1. Groupes M, N, O et P, et sous-types du VIH-1

Le VIH-1 peut étre classé en quatre groupes: M (majeur), O (outlier), N (nouveau ou non-M,
non-O) et P. La plupart des infections a VIH-1 dans le monde sont causées par des virus du
groupe M, alors que les groupes O, N et P sont beaucoup moins fréquents.

Le groupe M a été classé en 9 sous-types désignés par les lettres, principalement dans 1'ordre
de leur découverte, A a K (pas de sous-types E et I). Les sous-types A et F sont subdivisés en
sous-sous-types, notés par des chiffres, comprenant les sous-types Al a A3 et le sous-type A4
plus récemment identifi¢ (Vidal et al., 2006), ainsi que les sous-sous-types F1, F2.
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Le groupe O est endémique au Cameroun et dans les pays voisins de 1'Ouest de I'Afrique
centrale. Cependant, méme dans ces pays, le virus représente une minorité des souches de
VIH-1 avec une prévalence de moins de 10% des infections a VIH-1 au Cameroun
(Yamaguchi et al., 2004). Il s'est répandu en Europe ou sa prévalence est encore tres faible
(Barin et al., 2007; Charneau et al., 1994; Peeters et al., 1995).

Des recombinants inter-groupes ont été signalés au Cameroun (Peeters et al., 1999; Takehisa
et al., 1999) malgré le degré ¢élevé de divergence entre les virus des groupes M et O. Les virus
recombinants M/O peuvent se répliquer in vivo et in vitro, et méme devenir le variant
prédominant au sein de la population virale du patient (Peeters et al., 1999).

Le groupe N a également été identifié chez des patients camerounais mais il n'est représenté
que par un nombre limité d'isolats (Ayouba et al., 2000; Simon et al., 1998).

Le groupe P a été identifié¢ en 2009 chez une patiente également camerounaise. Contrairement
aux virus des groupes M, N et O qui sont proches du SIV infectant le chimpanzé (SIV,,), ce
groupe est proche du SIV infectant le gorille (SIV,,) (Plantier et al., 2009).

H Cy VIH-1
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VIH-1
Groupe N

SV,
Afrique centrale VIH-1
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Afric?tlx\elccipez PEst va-lP
roupe
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Sont représenté les 4 groupes du VIH-1 (M, N, O

et P), les 9 sous types du groupe majeur M (A, B,

C, D, F, G, H, J et K), les relations

phylogénétiques avec le SIV de différents singes
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2009)).

Comme pour le VIH-1, des groupements phylogénétiques ont également été décrits pour le
VIH-2. Actuellement huit groupes, désignés par les lettres A a H (les groupes A et B étant
majoritaires), ont été rapportés (Damond et al., 2004).

La répartition géographique du VIH-2 est moins étendue que celle du VIH-1. Elle se limite
principalement a 1'Afrique occidentale, bien que la prévalence du VIH-2 est une
préoccupation croissante dans certaines parties d'Europe et dans la région du Sud-Ouest de
I'Inde. En Guinée-Bissau, une ancienne colonie portugaise, la prévalence du VIH-2 varie de 8
a 10% (Poulsen et al., 1989; Wilkins et al., 1993) et atteint 28% chez les travailleuses du sexe
(Ghys et al., 1997; Langley et al., 1996). En plus de 1'Afrique de I'Ouest, les pays ayant des
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anciens liens socio-économiques avec le Portugal, incluant le Sud-Ouest de I'Inde, 1'Angola, le
Mozambique et le Brésil, ont un nombre significatif d'infection par le VIH-2 (Reeves and
Doms, 2002). Le Portugal possede la plus forte prévalence d'infection par le VIH-2 en
Europe, représentant environ 10-13% des infections a VIH et étant responsable de 4,5% des
cas de SIDA (Soriano et al., 2000).

Bien que des cas de double infection par le VIH-1 et le VIH-2 aient été signalés, la
recombinaison entre les deux types de VIH n'a pas encore été¢ décrite (Curlin et al., 2004;
Dirac et al., 2002).

3.2.2. Formes recombinantes circulantes (CFR)

Le séquencage des génomes du VIH a conduit a l'indentification de recombinants inter-sous-
types. Ils résultent de recombinaison entre sous-types chez un individu ayant de multiples
infections a VIH de deux sous-types ou plus. Une nouvelle CRF est définit lorsque trois virus
séquencés sur la totalité de leur génome présentent les mémes points de recombinaison et sont
isolés chez au moins trois patients sans lien épidémiologique entre eux (Robertson et al.,
2000). Les CRF sont nommées avec un numéro séquentiel dans 1'ordre dans lequel ils ont été
rapportés dans la littérature suivi par les lettres des sous-types impliqués, la premiére étant la
CRF0O1_AE. Si plus de deux sous-types sont impliqués, ils sont donc remplacés par la
désignation "cpx", par exemple, CRF06 cpx (A, G, J, K,).

A l'heure actuelle, 58 CFRs du VIH-1 (de CRFO1 AE a CRF58 01B) et 1 CRF du VIH-2
(HIV-1 CRFO1_AB) ont été définies et ont, pour la plupart, été décrites en Afrique. Certaines
des CREF, telles que les CRFO1_AE et CRF02 AG sont a l'origine d'épidémies régionales
importantes.

3.3. Distribution globale des souches virales du VIH-1

Les sous types du VIH-1 sont inégalement répartis dans les différentes zones géographiques
(figure 8). Selon des études récentes, les sous-types les plus répandus du VIH-1 sont les sous-
types A, B et C (Hemelaar et al., 2006). Le sous-type C représente a lui seul 50% des
infections a VIH-1 dans le monde, tandis que les sous-types A, B, D et G comptent pour 12%,
10%, 3% et 6%, respectivement. Les sous-types F, H, J et K représentent ensemble environ
1% des infections. Les CRF représentent 18% des infections a travers le monde, les
CRF01_AE et CRF02_AG, responsables de 5% des cas, étant les plus représentées. Les virus
de sous-type A sont prédominants dans les zones de I'Afrique centrale et orientale (Kenya,
Rwanda, Ouganda et Tanzanie) et dans les pays d'Europe de I'Est constituant I'Union
Soviétique (Taylor et al., 2008). Ceux du sous-type B, qui ont la répartition géographique la
plus diffuse, sont prédominants en Amérique du Nord et latine, dans les Caraibes, en Europe
et en Australie. Ils sont également fréquents dans plusieurs pays d'Asie du Sud, d'Afrique du
Nord, du Moyen-Orient (Israél), et chez les hommes homosexuels sud-africains et russes. Les
virus du sous-type C sont majoritaires en Afrique du Sud, en Ethiopie et en Inde alors que
ceux du sous-type D se trouvent principalement en Afrique orientale et, dans une moindre
mesure, en Afrique de I'Ouest. La CRFO1_AE et le sous-type B co-circulent en Asie du sud-
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est alors que la CRF02 AG est dominante en Afrique centrale et Afrique de I'ouest. L'Afrique
centrale abrite un mélange complexe de sous-types rares (F, G, H, J et K) sans aucune souche
prédominante. Dans certaines régions du monde, moins d'informations sont disponibles a
propos de la diffusion du VIH, en particulier en Asie centrale. La CRFO1 AE est responsable
de 84% des infections en Asie du sud-est et domine donc 1'épidémie.
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Figure 8. Distribution mondiale et diversité génétique des neuf sous-types principaux et des
recombinants du VIH-1. CRF: formes recombinantes circulantes (modifi¢ d'apres Taylor et al., 2008).

4. Voies de transmission du VIH
Le VIH est transmis par contact direct avec du sang ou des sécrétions sexuelles contaminées.
4.1. Partage de seringues chez les consommateurs de drogues

Les consommateurs de drogues injectables ont un risque ¢levé d'exposition au VIH. En effet,
le partage de matériel d'injection non stérilis€ est un moyen a haut risques d'inoculer des
infections transmissibles par le sang comme le VIH ou le virus de 1'hépatite C. Ainsi, le risque
de transmission du VIH par partage de seringue infectée est trois fois plus élevé que lors d'une
transmission par voie sexuelle.

4.2. Transfusions sanguines et sang contaminé

Durant les années 90, de nombreuses personnes ont été infectées suite a des transfusions de
sang contaminé par le VIH. Des procédures de controle du sang avant transfusion ont été
mises en place et les infections a VIH par transfusion sanguine sont donc devenues
extrémement rares (OMS, 2010).
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4.3. Contaminations accidentelles dans les milieux de sante

Les personnels de santé ainsi que les chercheurs peuvent, dans de rares cas, étre infectés par le
VIH lors d'une coupure ou d'une piqure avec du matériel souillé ou lors d'une projection de
sang infecté sur une muqueuse (les yeux, l'intérieur du nez) (Yeni, 2006).

4.4. Transmission de la mere a l'enfant

La transmission de la mere a I'enfant est la principale cause d'infection par le VIH chez les
enfants et peut se faire a trois moments différents: au cours la grossesse (in utero), au moment
de l'accouchement (intrapartum), ou apres l'accouchement lors de 1'allaitement. En I'absence
de toute intervention, 35% a 49% des enfants nés de meres séropositives sont infectés avec
environ 8% d'infection pendant la grossesse, 15% pendant le travail et 1'accouchement, et 12%
a 26% pendant 1'allaitement (Koulinska et al., 2006; Leroy et al., 1998).

La majorité des transmissions du VIH de la mére a I'enfant in utero ont lieu durant le dernier
trimestre de grossesse cependant, le mécanisme de transmission est encore mal compris.

La transmission intrapartum du VIH se fait par contact direct du nouveau-né avec des
particules virales libres ou des cellules infectées du sang maternel et des sécrétions génitales
lors du passage du vagin. Il a ét¢ montré par exemple que les premiers-nés de jumeaux ont un
risque d'infection accru comparé au second jumeau (Duliege et al., 1995).

Les mécanismes de transmission du VIH-1 par allaitement ne sont pas encore bien compris.
Le VIH pourrait, théoriquement, pénétrer dans la sous-muqueuse gastro-intestinale de l'enfant
par une bréche dans I'épithélium. Comme la production d'acide gastrique chez le nouveau-né
est réduite, plus de particules virales pourraient atteindre la muqueuse intestinale
monostratifiée et infecter le nouveau-né (Meng et al., 2002).

La diminution du taux de transmission mére-enfant qui a été observée au cours de la derniére
décennie est due a différents facteurs: les femmes séropositives enceintes sont étroitement
suivies et recoivent un traitement antirétroviral durant la grossesse et l'accouchement est
réalisé par césarienne avant travail et rupture des membranes. Avec toutes ces précautions, le
risque de transmission du VIH de la mere a l'enfant a été diminué a environ 1% dans les pays
les plus développés (Tudor Car et al., 2011).

Récemment, le premier cas d'un enfant avec une charge virale indétectable suite a une
infection par le VIH-1 in utero a été décrit aux Etats-Unis. La mére ne savait pas jusqu'a
l'accouchement qu'elle était séropositive et n'avait donc pas bénéficié des traitements et du
suivi nécessaires. Dans les trente premiéres heures suivant l'accouchement, aprés que
l'infection du nouveau-né soit déclarée, le nourrisson a été placé sous thérapie antirétrovirale
forte jusqu'a ses 18 mois alors qu'habituellement, les nouveaux nés sont traités a 6 semaines.
La meére a ensuite stoppé le traitement de l'enfant pendant 5 mois au terme desquels I'enfant
s'est réveélé séronégatif. Cette absence de détection du virus est un espoir pour tous les futurs
nouveau-nés séropositifs. En effet, dans le monde, surtout dans les pays en voie de
développement, plus de 1000 bébés naissent contaminés chaque jour (Unicef, 2010).
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4.5. Transmissions sexuelles

L'infection par voie sexuelle est le mode de transmission majeur du VIH.

Chez la femme, lors d'une infection par voie génitale, le virus doit traverser plusieurs barricres
physico-chimiques, incluant le mucus cervico-vaginal ainsi que le faible pH intravaginal,
avant d'infecter les cellules cibles de 1’hdte (Miller et al., 2005; Quayle, 2002). Apres liaison
ou internalisation des virions dans les cellules dendritiques de la couche sub-épithéliale de la
muqueuse vaginale, celles-ci migrent dans la sous-muqueuse ou dans les ganglions
lymphatiques environnants. Les virions sont alors présentés aux lymphocytes T CD4" qui
seront ainsi infectés (Geijtenbeek et al., 2000; Gupta et al., 2002; Sugaya et al., 2004) et
permettront la dissémination du virus dans l'organisme (figure 9). Parmi les défenses innées
avec des activités antivirales du tractus génital féminin, le SLPI (Secretory Leukocyte
Protease Inhibitor) (Fahey and Wira, 2002; McNeely et al., 1995), la lactoferrine (Berkhout
et al., 2004), des défensines (Cole, 2006; Venkataraman et al., 2005) ou encore la chimiokine
RANTES pouvant étre associée a une protection anti-virale (Hirbod et al., 2006; Igbal et al.,
2005) ainsi que des barrieres physiques, tels qu’un pH bas et un épithélium pluri-stratifi¢ au
niveau du vagin, sont autant d’obstacles a ’infection par le VIH (Coombs et al., 2003).

Les défenses immunitaires du tractus génital masculin ainsi que leur potentiel réle dans
l'infection par le VIH ont été beaucoup moins décrits que chez la femme. Il a néanmoins été
mis en évidence la présence de facteurs inhibiteurs contribuant a une activité anti-VIH et
diminuant donc la transmission du virus par voies sexuelles: 52 polypeptides cationiques (tels
que le SLPI, les défensines et la lactoferrine agissant également comme défenses innées du
tractus génital féminin) sont contenus dans le plasma séminal (Martellini et al., 2009), un
puissant inhibiteur présent dans le plasma séminal empéche 'attachement du VIH-1 au DC-
SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin)
(Sabatté et al., 2007), des lymphocytes T CDS8" spécifiques du VIH et du SIV ont également
¢été décrit dans le sperme (Huang et al., 2006; Letvin et al., 1999; Quayle et al., 1998). Au
contraire, la neutralisation du pH vaginal par le sperme apres ¢jaculation, le renforcement de
l'attachement du VIH aux cellules cibles par le SEVI (Semen-derived Enhancer of Virus
Infection) contenu dans le sperme (Minch et al., 2007; Roan and Greene, 2007),
l'opsonisation du VIH par le complément (Bouhlal et al., 2002) et I'induction de médiateurs
pro-inflammatoires (COX-2, GM-CSF, IL-6, IL-2, IL-8, ...) (Doncel et al., 2011) sont des
stimulateurs d'infectivité du VIH in vitro et sont favorables a la transmission du virus.

Le rectum est expos¢ a de grandes quantités de bactéries (dues aux matieres fécales). Ainsi,
les DCs de la lamina propria sont moins sensibles dans la détection d'antigénes étrangers
survenant lors de rapports sexuels. Lors d'une infection par voie rectale, bien qu'il y ai du
mucus dans le rectum jouant le role de barriere contre le VIH-1, le pH neutre du rectum
représente un obstacle moindre au VIH contrairement au pH du vagin. En outre, les abrasions
épithéliales survenant lors des relations anales et I'inflammation associée favorisent I'entrée en
contact du VIH avec ses nombreuses cellules cibles qui se trouvent dans la lamina propria
sous-jacente (Harman et al., 2013).
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Bien que le VIH puisse étre retrouvé dans la salive, sa transmission a travers la muqueuse
orale est trés rare. En effet, seuls 3 cas de transmission lors d'actes dentaires et 42 cas
potentiellement dus a une transmission oro-génitale ont été rapportés depuis 1987 (Campo et
al., 2006; Lii and Jacobson, 2007; Rothenberg et al., 1998). La salive sécrétée par les glandes
salivaires contenant des immunoglobulines A (IgA) ainsi que des facteurs de l'immunité
innée, tels que des lysosymes, des défensines, la thrombospondine et le SLPI, associée a la
faible quantité de lymphocytes T CD4" au niveau buccal, contribuent probablement & la
réduction du risque de la transmission du VIH par la muqueuse orale. Des défensines de type
B, capables d’inhiber la réplication des virus X4 et RS, sont exprimées uniquement au niveau
de la muqueuse orale, lui conférant ainsi une protection contre le VIH (Weinberg et al., 2006).
Néanmoins, des cellules dendritiques exprimant le DC-SIGN peuvent étre retrouvées dans la
muqueuse orale lorsque la lamina propria gingivale est inflamée, favorisant ainsi le risque
d'infection par le VIH (Cutler and Jotwani, 2006).
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Figure 9. Voies de transmission du VIH-1 au niveau des muqueuses sexuelles.

Pénétration du VIH-1 a travers I'épithélium malpigien vaginal/anal: le virus entre en contact
avec les cellules dendritiques de type Langerhans (LCs) soit en passant entre les kératinocytes
ou directement en passant par de micro-abrasions ou ulcéres génitaux causés par les infections
sexuellement transmissibles. Les LCs migrent ensuite vers la sous-muqueuse ou les ganglions
lymphatiques et transférent le virus aux lymphocytes T. Les cellules dendritiques
interstitielles ainsi que les macrophages transferent également le VIH-1 aux cellules T.
Pénétration du VIH-1 a travers 1'épithélium rectal/endocervical: . le virus pénétre a travers les
jonctions serrées entre les cellules épithéliales. Le VIH-1 capturé et/ou répliqué par les
cellules dendritiques de la lamina propria est alors transféré aux cellules T activées.
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Alternativement, le VIH peut traverser 1'épithélium par transcytose (modifi¢ d'apres
(Cunningham et al., 2013)).

5. Chronologie de l'infection a VIH-1

L’¢évolution de I'infection & VIH-1 chez un individu non traité, représentée figure 10, se
déroule en trois étapes:

La primo-infection (ou phase aigué - 6 a 12 semaines), avec ou sans symptomes, est la
période pendant laquelle le virus est le plus susceptible d'étre transmis par I’individu infecté.
En effet, elle est caractérisée par une forte augmentation de la charge virale dans le sang
(jusqu’a plusieurs millions de particules virales par millilitre de sang) due a une réplication
virale intense se stabilisant dans les semaines suivant l'infection. Cette réplication est
accompagnée d'une chute significative du taux de lymphocytes T CD4", cibles principales du
virus. A la fin de la primo-infection s'établissent trés rapidement les réservoirs viraux suite a
l'infection des lymphocytes T CD4 mémoires (Eisele and Siliciano, 2012).

La phase de latence clinique (ou phase asymptomatique - 7 a 10 ans) correspond a la mise en
place d'un équilibre entre les défenses immunitaires de I'hote et la réplication du virus. Cela
conduit a une réduction de la charge virale dans le sang et peut permettre un controle apparent
du VIH jusqu'a plusieurs années suivant l'infection. Le renouvellement rapide de nouvelles
particules de VIH circulantes (environ 10°/jour) résulte de la réplication constante du virus in
vivo dans les tissus lymphoides. Cela a pour conséquence l'augmentation réguliere de la
charge virale observée au cours de 1’évolution de I’infection (Ho et al., 1995) et donc la mort
progressive des lymphocytes T CD4" se régénérant jusqu’a épuisement du thymus (Fauci,
1996). La charge virale étant telle, un état cellulaire d’activation généralisée a 1’origine des
dysfonctions cellulaires et de la mort par apoptose des cellules est observé chez les individus
infectés (Lederman et al, 2000). Deés lors, l’organisme entre dans la phase
d’immunodéficience appelée SIDA.

Le stade SIDA est caractérisé par ’apparition de maladies infectieuses opportunistes,
normalement rares chez les individus sains, conduisant au décés. La survenue de ces
pathologies est directement liée au faible taux de lymphocytes T CD4" dans le sang.
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Figure 10. Evolution naturelle de l'infection par le VIH-1. [A] L'individu est infecté par le VIH-1. [B]
Phase aigiie (6 a 12 semaines): pic de la charge virale accompagné d'une baisse du nombre de
lymphocytes T CD4". [C] Phase chronique asymptomatique (7 & 10 ans en moyenne): la réplication
virale se stabilise a un seuil appelé "setpoint". [D] SIDA: augmentation de la réplication virale et chute
de la quantité de cellules T CD4" sous le seuil de 200 cellules/mm’ (adapté de (An and Winkler,
2010)).

6. Prévention et traitements actuels
6.1. Prevention

6.1.1. La circoncision

Le prépuce contient des lymphocytes T CD4', des macrophages et des cellules de
Langerhans. Et, bien que la surface de cette muqueuse soit petite, I'expression de ces cellules
exprimant le CCRS5 la rend susceptible a l'infection par le VIH (Donoval et al., 2006;
McCoombe and Short, 2006; Patterson et al., 2002).

Outre la barriere mécanique qu'offrent les préservatifs, la circoncision est la maniere la plus
efficace d'empécher I’infection sexuelle de 'homme par le VIH. En effet, cet acte chirurgical
réduit de prés de 60% la transmission VIH de la femme a I’homme (Auvert et al., 2005;
Lissouba et al., 2011). Cependant, les mécanismes par lesquels la circoncision prévient
l'infection ainsi que l'efficacité de la circoncision dans la prévention de la transmission du
virus de I'nomme a la femme restent mal connu. De plus, les effets de la circoncision peuvent
étre contrebalancés par une augmentation des comportements a risques, par exemple chez les
homosexuels (Londish et al., 2010; Millett et al., 2008; Templeton et al., 2009). En 2007, la
circoncision de l'adulte en tant que prévention additionnelle contre le virus est recommandé
par ’OMS et I’ONUSIDA dans les communautés a forte prévalence de VIH
(OMS/ONUSIDA, New Data on Male Circumcision and HIV Prevention, 2007).
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6.1.2. Les microbicides
L'idée d'un produit microbicide a été proposé il y a plus de 20 ans par des spécialistes de la
reproduction qui ont reconnu la nécessité de méthodes de prévention qui permettraient aux
femmes de prévenir la transmission par le VIH. En effet, de par leur anatomie, les femmes
sont jusqu'a huit fois plus susceptibles aux maladies sexuellement transmissibles, dont le VIH,
que les hommes. Pour étre efficace et toléré par les utilisatrices, le gel microbicide idéal
devrait: ne pas affecter le pH du vagin, rester dans le vagin suffisamment longtemps pour
réagir contre les maladies sexuellement transmissibles pendant et apres la relation sexuelle, ne
pas étre onéreux, ne pas couler apres application et enfin étre compatible avec le préservatif
masculin.
Un des premiers produits considéré a été le spermicide nonoxynol-9 (Richardson, 2002; Van
Damme et al., 2002). Malheureusement, les études ont montré qu'il n'était ni str ni efficace
contre le VIH. D'autres essais de microbicides de premiere génération ce sont également
révélés infructueux. Ces produits étaient destinés a renforcer les défenses naturelles du vagin
ou a créer une barriere pour protéger les cellules cibles dans le vagin.
La recherche s'oriente maintenant vers des produits de prévention contenant des
antirétroviraux couramment utilisés dans le traitement du VIH. En effet, les antirétroviraux
permettraient de prévenir la chute du nombre de lymphocytes T CD4" dans la lamina propria
et de ralentir la réplication virale. La réponse immune adaptative de 1’hdte pourrait alors
réagir contre l'infection comme cela a pu étre montré dans un modele de transmission rectale
du SIV chez le singe (Cranage et al., 2008). Le plus étudi¢ est un gel de ténofovir qui a été
décrit dans I'étude CAPRISA 004 comme non toxique et efficace pour réduire le risque
d'infection a VIH chez les femmes qui l'ont utilisé avant et aprés un rapport sexuel vaginal
(Abdool Karim et al., 2010). Cependant, des résultats contraires ont été¢ obtenus dans 1'étude
VOICE (Vaginal and Oral Interventions to Control the Epidemic) (Chan, 2012). Ce gel est
actuellement évalué dans 1'étude FACTS 001, un essai de phase III testant le méme schéma
que 1'étude CAPRISA 004 (résultats prévus en 2014).
Des microbicides sous la forme d'anneaux vaginaux sont également en cours d'élaboration.
Parce qu'ils peuvent étre utilisés mensuellement, certaines femmes peuvent trouver que les
anneaux répondent mieux a leurs besoins ou leurs modes de vie qu'un produit utilisé
quotidiennement ou au moment des rapports sexuels. Deux essais a grande échelle sont
prévus pour évaluer l'innocuité et l'efficacité d'un anneau vaginal contenant l'antirétroviral
dapivirine.

6.1.3. La prophylaxie pré-exposition et les traitements en prévention

L’idée du traitement antirétroviral comme moyen de prévention de la transmission du VIH est
assez ancienne, puisqu’il s’agit du principe au cceur de la prévention de la transmission de la
mere a ’enfant. C'est néanmoins en 2008 qu'il est décrit que les personnes séropositives sous
traitement antirétroviral efficace ne transmettaient plus le VIH par voie sexuelle (Pietro
Vernazza, 2008). De cette étude a été créé la stratégie "treatment as prevention" (TasP)
consistant a traiter par des antirétroviraux des personnes infectées par le VIH afin qu’ils
diminuent leur charge virale et donc la transmission du virus a leur partenaire.
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En 2011, DP’essai clinique trés probant HPTN 052, évaluant l'efficacit¢ des TasP dans la
prévention de la transmission sexuelle du VIH chez les couples sérodifférents, a montré une
diminution de 96% de la transmission du VIH au partenaire séronégatif en Afrique (Cohen et
al., 2011).

La prophylaxie pré-exposition (PrEP) est une nouvelle méthode de prévention du VIH dans
laquelle les personnes séronégatives utilisent des antirétroviraux afin de réduire leur risque de
contracter le virus. En 2010, I'étude iPrEx a révélé qu'une dose quotidienne orale de
Truvada® (combinaison emtricitabine / fumarate de ténofovir disoproxil ) offrait une
réduction de 44% de I’incidence du VIH dans une population homosexuelle (Grant et al.,
2010). En 2011, les essais Partners PreP et TDF2, ont démontré que la dose orale quotidienne
de médicaments antirétroviraux utilisés pour traiter l'infection a VIH peut réduire de plus de
62% l'acquisition du VIH chez les adultes séronégatifs exposés au virus lors de rapports
hétérosexuels. En Juillet 2012, la US Food and Drug Administration a approuvé le Truvada®
en tant que PrEP chez les adultes sexuellement actifs a risque d'infection par le VIH.

6.2. Traitements

Le traitement ultime contre le VIH consisterait a éradiquer le virus de l'organisme
complétement. A défaut, certains esperent un "remeéde fonctionnel" permettant aux individus
infectés de vivre avec le VIH sans avoir besoin d'un traitement antirétroviral. Les progres des
stratégies thérapeutiques antirétrovirales ont considérablement amélioré la survie et réduit
l'incidence des maladies opportunistes et autres maladies liées a l'immunosuppression chez les
personnes vivant avec le VIH. Toutefois, a ce jour, aucun des traitements disponibles ne
permet d’éradiquer 1’infection.

Les traitements antirétroviraux hautement actifs ont pour objectifs de réduire la charge virale,
de limiter la production de nouvelles particules virales et I’infection de nouvelles cellules
ainsi que de restaurer I’immunité des individus infectés.

Chaque classe de médicament antirétroviral est dirigé contre une étape du cycle viral (figure
11):

e Inhibiteurs du CCR5 (vicriviroc en essais, maraviroc): inhibent de maniére non
compétitive la fixation du VIH sur son principal co-récepteur d’entrée dans la cellule,
le CCRS. Le tropisme des souches virales présentes chez l'individus infecté doit étre
déterminé avant d'étre traité par ces inhibiteurs. En effet, les patients ayant des
souches virales X4 ne pourront pas avoir acces a cette thérapeutique.

e Inhibiteur defusion: L’enfuvirtide (peptide T20) se lie compétitivement a la gp41 du
VIH inhibant ainsi la fusion des membranes virales et cellulaires.

e Inhibiteursnucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase inver se (lamivudine,
abacavir, stavudine, zinovudine / ténofovir): premiére classe d’antirétroviraux mis
sur le marché avec la commercialisation de la zidovudine dés 1987. Ils sont dérivés
des nucléosides/nucléotides naturels avec lesquels ils sont en compétition pour leur
activité sur la transcriptase inverse virale.
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¢ Inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inver se (efavirenz, névirapine,
dapivirine): inhibent la transcription inverse en se fixant a la transcriptase inverse de
facon non compétitive.

e Inhibiteurs de l'intégrase (dolutégravir en essais, raltégravir, elvitégravir):
bloquent ’action de l'intégrase et ainsi l'insertion de ’ADN viral au sein de I’ADN
cellulaire hote. L’ADN viral persiste alors de maniére circulaire dans la cellule
infectée.

e Inhibiteurs de protéase (indivanir, ritonavir, lopinavir): se lient compétitivement
au site actif de la protéase et interférent donc avec la maturation des protéines virales
nouvellement synthétisées.

Un inhibiteur de la maturation virale, le bevirimat, a été testé mais son développement a été
suspendu. En effet, le bevirimat s'est révélé peu biodisponible (difficulté a diffuser
correctement dans 1'organisme). De plus, sa réponse antivirale était assez faible notamment
chez ceux ayant un virus résistant aux inhibiteurs de la protéase (la résistance aux inhibiteurs
de la protéase réduit l'efficacité du bevirimat dans au moins 40 % des cas). Le bevirimat
inhibe la maturation du virion immature en se fixant sur Pr55Gag et en empéchant ou
retardant ainsi le clivage des précurseurs protéiques Gag et Gag-Pol, contrairement aux
inhibiteurs de protéases qui inhibent le site actif de la protéase virale (Wainberg and Albert,
2010).

A 1'heure actuelle, la norme pour toute personne sous HAART est 'utilisation de médicaments
avec au moins deux mécanismes d'action différents (par exemple, deux INTI et un INNTI ou
un inhibiteur de protéase). En effet, au court du temps, le VIH peut subir des mutations qui le
rendent résistant aux médicaments. En ciblant plusieurs étapes dans le cycle viral en méme
temps, I'émergence de la résistance peut étre ralentie ou empéchée.
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Figure 11. Action des antirétroviraux disponibles pour le traitement de l'infection a VIH en fonction
de leur mode d'action au cours du cycle viral.
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Chapitre 2 : Physio- et immuno-pathologies de l'infection
par le VIH-1

1. VIH et cellules cibles: les cellules de 1'"'mmunité en ligne de mire

En raison de la forte affinité entre la gp120 virale et la molécule CD4, les lymphocytes T
CD4" représentent la cible privilégiée du VIH (Figure 12). La chute des défenses
immunitaires des individus infectés par le VIH est associée a la diminution du taux de
lymphocytes T CD4". D’autres cellules, dites présentatrices d’antigénes, peuvent également
étre infectées par le VIH tels que les macrophages, les cellules dendritiques ou encore les
cellules microgliales. Dans d’autres cellules, le VIH peut entrer dans la cellule, s'intégrer dans
le génome de 1'hdte mais ne s'y réplique pas, résultant alors en un réservoir de virus infectieux
sur le long-terme (Smith et al., 2001). Enfin, d’autres cellules cibles du VIH, minoritaires, tels
que les lymphocytes B (Belmonte et al., 2006) ou les cellules NK, n'ont pas de role
significatif dans la persistance du réservoir viral latent mais sont importants dans
I'établissement de 1'infection aux stades précoces.

T LTS,

Figure 12. Photographie de microscopie électronique montrant les particules de VIH (en jaune) a la
surface d’un lymphocyte T CD4" infecté (en violet). Cette image est colorée artificiellement (Thomas
Deerinck, NCMIR/Photo Researchers, Inc).

1.1. Co-récepteurs du VIH-1 et tropisme

Le premier co-récepteur du VIH-1 a été identifié par clonage fonctionnel d'un ADN
complémentaire d'un co-facteur de fusion en 1996 et nommé fusine, car il intervenait dans la
fusion du VIH-1 (Feng et al., 1996). Il a été démontré que la co-expression du CD4 et de la
fusine a la surface de cellules non humaines les rendait permissives a la fusion et a l'infection
par le VIH-1. La fusion et l'infection des lymphocytes T CD4" primaires étaient également
inhibées lors de l'utilisation d'un anticorps anti-fusine. Toutefois, la fusion médiée par la
fusine était spécifique des souches T-tropique de VIH-1 (isolats ayant un fort pouvoir
infectieux pour les lignées de cellules T CD4" mais un faible pouvoir infectieux pour les
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macrophages primaires et induisant généralement des syncytia), mais pas M-tropiques (isolats
de VIH-1 infectant les macrophages primaires beaucoup plus efficacement que les lignées de
cellules T et n'induisant pas de syncytia). La découverte de la fusine a été rapidement suivie
par sa caractérisation comme récepteur de chimiokines (CXCL12, SDF-1a et SDF-1p) (Bleul
et al., 1996; Oberlin et al., 1996) et, de ce fait, la fusine a é&t¢é nommée CXCR4.

Le blocage de l'infection par le VIH-1 M-tropique par les B-chimiokines (RANTES, MIP-1a
et MIP-1p), ligands naturels du CCRS, a permis d'identifier le second co-récepteur du VIH-1
(Blanpain et al., 1999; Ogilvie et al., 2001).

Aprés l'identification des co-récepteurs CCRS et CXCR4, il est devenu clair que les
phénotypes M-tropique et T-tropique étaient liés a l'utilisation préférentielle de 1'un ou l'autre
co-récepteur pour l'entrée du VIH-1. Les virus M-tropiques utilisent préférentiellement le
CCRS5, alors que les virus T-tropiques utilisent le CXCR4. Les virus utilisant le co-récepteur
CCRS ont été¢ nommés virus R5, ceux utilisant le CXCR4, virus X4 et ceux capable d'utiliser
les deux co-récepteurs, virus R5X4 (dual-tropic ou D-tropique). A un moment "t" et chez un
patient donné la population virale peux contenir un mélange hétérogeéne des trois classes de
virus. L'utilisation des co-récepteurs du VIH-1 et le tropisme sont résumés dans la figure 13.

L'utilisation du CCRS5 est prédominante dans les premiers stades de l'infection et persiste
pendant toute la durée de la maladie. Chez environ 50% des patients symptomatiques, des
virus capable de fixer le CXCR4 émergent avant la déclaration du stade SIDA. Cependant le
mécanisme de I'évolution virale vers un tropisme CXCR4 n'est pas encore enticrement
compris. Différentes pressions sélectives pourraient jouer un réle dans 1'émergence des
variants CXCR4 telles que les réponses des anticorps neutralisants et des cellules T
cytotoxiques dirigées contre la protéine Env du virus, la disponibilité des cellules cibles, les
taux de chimiokines plasmatiques et d'expression des co-récepteurs (Edo-Matas et al., 2011).

Evolution virale

RS R5X4

CédlulesT CD4* mémoires Macrophages CédlulesT CD4* naives
Cédlulesdendritiques

Figure 13. Modele d'utilisation des corécepteurs et tropisme du VIH-1.
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1.2. Lymphocytes T CD4"

Les cellules T CD4" jouent un réle central dans la régulation de la réponse immunitaire (Zhu
and Paul, 2008). Elle permettent l'activation optimale (intensité et longévité) des lymphocytes
CDS8" qui lysent les cellules infectées (Théze et al., 2011). Les lymphocytes T CD4" sont
également capable d'aider a la génération d'anticorps par les cellules B, de recruter et d'activer
les macrophages ainsi que de recruter les neutrophiles, les €osinophiles et les basophiles au
niveau des sites d'infection et d'inflammation.

Les lymphocytes T CD4" naifs circulent dans les ganglions lymphatiques. A la suite d'une
présentation antigénique par les cellules présentatrices d'antigénes, les lymphocytes T CD4"
se différencient et migrent vers les sites d'inflammation sous l'influence de chimiokines. Ces
lymphocytes T activés persistent ensuite sous forme de cellules T CD4" mémoires.

Les lymphocytes T CD4" activés expriment le CCRS et le CXCR4 et représentent ainsi des
cibles pour le VIH (Ostrowski et al., 1999). Le CCRS est exprimé principalement par les
lymphocytes T CD4" mémoires alors que le CXCR4 est exprimé a la surface des cellules T
CD4" mémoires et naives (Bleul et al., 1997). Du fait de leur durée de vie, les cellules CD4"
mémoires constituent le réservoir idéal pour la persistance a long terme du génome viral.

1.3. Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules présentatrices d'antigénes jouant un role
essentiel dans l'induction des réponses immunitaires et se différencient majoritairement a
partir de monocytes sous l'action de cytokines spécifiques. Elles font le lien entre les réponses
immunitaires innées et adaptatives de par leur capacité a endocyter et dégrader les pathogénes
et a présenter les fragments d'antigénes aux cellules T par les complexes majeurs
d'histocompatibilit¢ (CMH). Sous l'activation par des micro-organismes ou des signaux
inflammatoires, les DCs immatures migrent vers les ganglions lymphatiques. Elles y
présentent alors les antigénes du pathogene aux cellules T CD4 naives ou aux cellules T CD8
par les molécules du complexe majeur d'histocompatibilit¢ de classe I ou I (CMH II ou I)
respectivement, les cellules T reconnaissant le complexe CMH/antigéne via leur récepteur des
cellules T. Le complexe de molécules interagissant entre la cellule dendritique et la cellule T
est appelé "la synapse immunologique" (Bromley et al., 2001).

Deux principaux sous-types de DCs ont été décrits: les DCs myéloides (cellules dendritiques
de Langerhans et interstitielles, DCs circulantes, DCs folliculaires) et les DCs plasmacytoides.
La durée de vie des DCs est trés dépendante de leur localisation anatomique et du sous-type et
est généralement comprise entre quelques jours et quelques semaines (Merad and Manz,
2009). 11 a été montré que la réplication productive du VIH-1 a lieu dans les DCs dérivées de
monocytes (MoDCs) pendant 45 jours (Popov et al., 2005). Du fait de leur stimulation par les
cytokines dans les ganglions lymphatiques, les DCs peuvent y survivre plus longtemps,
favorisant ainsi la propagation de l'infection virale et I'établissement de réservoirs viraux.
Deux types de cellules dendritiques myéloides présentes au niveau des muqueuses peuvent
étre distingués: les cellules dendritiques de Langerhans (LCs) stimulant la réponse T et les
cellules dendritiques interstitielles (IDCs) stimulant la réponse B.
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Les cellules de Langerhans (LCs) présentes a 1’état immature au niveau de 1’épithélium des
muqueuses se caractérisent par des structures intracellulaires formées par une double
membrane : les granules de Birbeck. Elles expriment le CD1a, 1'E-cadhérine, le récepteur
CD4 ainsi que le CD32. Les LCs expriment également une lectine de type C, la langerine
(CD207) qui leur est spécifique. La langerine est un récepteur d'endocytose impliqué dans la
formation des granules de Birbeck (Bechetoille et al., 2006).

Les cellules dendritiques interstitielles (IDCs) sont quant a elles localisées au niveau des sous-
muqueuses, a proximité des LCs, et expriment en plus du CD4, le récepteur au mannose
(CD206).

1.4. Macrophages

Les macrophages sont des cellules différenciées, ne se divisant plus, dérivées de monocytes
circulants et représentent une population de phagocytes que 1'on trouve sous différents noms
dans différents tissus (tels que les microglies dans le cerveau, les macrophages alvéolaires des
poumons ou les cellules de Kupffer dans le foie) (Gordon and Taylor, 2005; Murray and
Wynn, 2011).

Ils jouent un role important dans la réponse immunitaire innée et adaptative en phagocytant
les débris cellulaires et les pathogenes ainsi qu'en agissant en tant que cellules présentatrices
d'antigeéne, déclenchant des réponses anticorps par la présentation de peptides dérivés de
pathogénes aux cellules T CD4" par la voie du CMH-II (Gordon and Taylor, 2005; Murray
and Wynn, 2011) et l'activation de cellules T CD8" cytotoxique (CTL) par la présentation
croisée d'antigénes, dont ceux du VIH-1 (Ackerman and Cresswell, 2004).

1.5. Autres cellules cibles

1.5.1. Lymphocytes T CD8"

Suite & une rencontre antigénique les cellules T CD8" proliférent et agissent sur l'activité
antivirale. L'infection des lymphocytes T CD8" est trés faible et a lieu lors de leur phase de
maturation dans le thymus quand elles co-expriment les molécules de CD4 et CDS. Les
lymphocytes T CD8" sont activés lors de la primo-infection et subissent des modifications
fonctionnelles et phénotypiques afin de se différencier en cellules effectrices et de remplir leur
fonction antivirale (Kaech et al., 2002). Lors d'une infection chronique a VIH, le systéme
immunitaire ne parvient pas a contenir la réplication virale et la présence continue de
l'antigéne conduit & une activation immunitaire persistante (Appay et al., 2002; Champagne et
al., 2001). Les lymphocytes T CDS8" spécifiques du VIH ont de faibles taux d'expression de la
perforine et une activité cytolytique réduite comparée a celle des cellules T CD8" spécifiques
du cytomégalovirus. Chez les non-progresseurs a long terme (voir chapitre 2, paragraphe 2.),
I'expression de la perforine ainsi que la forte prolifération des lymphocytes T CD8" jouent un
role protecteur dans l'infection (Migueles et al., 2002), alors que les patients qui progressent
vers la maladie ont des cellules T CDS8" spécifiques du VIH qui ont perdu leur capacité de
prolifération.
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1.5.2. Lymphocytes B

Les lymphocytes B, produits dans la moelle osseuse, sont des composants essentiels du
systtme immunitaire, en particulier de 1l'immunit¢ humorale décrite dans le chapitre 2,
paragraphe 3.1.2.2. IIs expriment a leur surface le récepteur des cellules B leur permettant de
se lier a un antigéne spécifique. Une fois celui-ci li¢, le lymphocyte B se différencie en
plasmocyte sécrétant des anticorps ou en cellule B mémoire.

Bien que l'infection des lymphocytes B n'ait pas été décrite in vivo, certaines équipes ont
démontré une infection des cellules B in vitro (Belmonte et al., 2006; Rappocciolo et al.,
2006) ainsi qu'un transfert du virus de ces cellules aux lymphocytes T CD4 (Rappocciolo et
al., 20006).

1.5.3. Cellules "Natural Killer" (NK)

Les cellules NK sont des lymphocytes trés peu infectés par le VIH jouant un rdle crucial dans
la défense immunitaire inné contre certaines tumeurs et divers virus, parasites, champignons
et bactéries. Elles constituent environs 15% des lymphocytes du sang périphérique et se
retrouvent également dans le foie, le péritoine et le placenta. En tant que composant du
systéeme immunitaire innée et spécifique, les cellules NK pourraient avoir un réle important
dans la défense de I'hdte contre l'infection par le VIH, ainsi que dans le controle de la
réplication du virus in vivo. Des études ont démontré que les cellules NK contribuent a la
réponse immunitaire de 1'hote a l'infection par le VIH par des mécanismes cytolytiques et non
cytolytiques. Les cellules NK peuvent:

e lyser, soit directement, soit par l'intermédiaire de la cytotoxicité a médiation

cellulaire dépendante des anticorps (ADCC, voir chapitre 2, paragraphe 3.2.1.3.2.)

et ainsi avoir un rdle protecteur dans les premiers stades de l'infection a VIH

(Fauci et al., 2005).

e supprimer la réplication du VIH in vitro par contact cellule-cellule et en

inhibant l'entrée du virus dépendante du CCRS par la production de facteurs

solubles (CCL3, CCL4 et CCL5) (Fauci et al., 2005).

2. Résistance a l'infection et a la progression

En fonction des individus, il existe une hétérogénéité considérable dans le contrdle du virus et
la vitesse de progression de la maladie qui n'est pas entierement expliquée par des facteurs
environnementaux ou viraux. La réponse de certains patients infectés s'écarte de celle
attendue apres une exposition au VIH: [A] les individus fréquemment exposés mais non-
infectés (Highly Exposed, Persistently Seronegative ou HEPS) peuvent présenter une
résistance a l'infection par le VIH méme aprés plusieurs expositions a haut risque (Dean et al.,
1996; Hiitter et al., 2009; O'Brien and Nelson, 2004; Shacklett, 2006), [B] les non
progresseurs a long terme (long-term non-progressors ou LTNP) maintiennent leur taux de
cellules T CD4" et ont une charge virale faible pendant plus de dix ans, [C] les progresseurs
rapides qui ne peuvent controler la virémie et développent le SIDA dans les trois ans suivant
l'infection (O'Brien and Nelson, 2004) et [D] les contrdleurs élites, représentant seulement 1%
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des personnes infectées par le VIH, qui ont une virémie inférieur a 50 copies d'ARN/mL et
donc indétectable (Walker, 2007). Cependant, les mécanismes immunitaires responsables de
ces absences ou contrdles d'infection sont multiples et ne sont que partiellement ¢lucidés.

2.1. Mutation du co-réecepteur CCRS5

Une délétion de 32 paires de bases dans le geéne codant pour le co-récepteur CCRS
(CCR5A32) résulte en une protéine CCRS tronquée n'étant pas exprimée a la surface des
cellules (Dean et al., 1996; Ioannidis et al., 2001) et empéchant de ce fait une infection par le
VIH-1 de tropisme RS5. Seulement 1% des Européens du Nord sont homozygotes pour le
CCR5A32 et bénéficient ainsi d'une protection contre l'infection a VIH (loannidis et al.,
2001). Bien que 1'hétérozygotie CCR5A32 n'empéche pas l'infection, celle ci progresse
néanmoins moins rapidement chez les individus traités ou non (Dean et al., 1996), cet effet
protecteur étant particuliecrement fort chez les personnes sous traitement antirétroviral
(Hendrickson et al., 2008). Une variation génétique dans la région promotrice ainsi que
d'autres mutations du CCRS peuvent, au contraire, accélérer la progression de la maladie
(Piacentini et al., 2009). A ce jour, la mutation CCR5A32 est la seule connue comme bloquant
l'infection par le VIH RS chez I'Homme.

En 2006, un patient, couramment appelé¢ "le patient de Berlin", atteint de leucémie aigué
my¢loblastique et infect¢ par le VIH a recu une greffe de moelle osseuse d'un donneur
homozygote pour le CCR5A32. Vingt mois apres la greffe et en absence de traitement, la
charge virale du transplanté restait indétectable (Hiitter et al., 2009).

2.2. Polymorphisme des genes HLA

Chez I'Homme, le complexe majeur d'histocompatibilit¢ (CMH) permettant la présentation
des antigénes aux lymphocytes T est appelé HLA (Human Leukocyte Antigen). Les genes
HLA-A, -B et -C correspondent au CMH de classe I et présentent donc des antigénes
intracellulaires aux lymphocytes T CD8" cytotoxiques. Les génes HLA-DP, -DM, -DQ, -DR,
-DOB et -DOA correspondent au CMH de classe II et présentent aux lymphocytes T CD4" les
antigeénes extracellulaires.

Les geénes HLA de classe I ont été les premiers facteurs génétiques de 1'hote identifiés comme
affectant I'évolution du SIDA. Les alleles HLA de classe I influent sur l'efficacité¢ de la
réponse immunitaire et ainsi sur la progression de VIH.

Ainsi, il a été démontré que I'homozygotie du HLA de classe I pour un, deux ou trois loci est
corrélée positivement avec la progression de la maladie. De méme, les individus homozygotes
pour les HLA-A,-B et -C ont montré une plus rapide progression vers le stade SIDA
(Carrington et al., 1999) et l'alicle HLA-B*35 Px est associé a une progression plus rapide
vers le stade SIDA (Gao et al., 2001). Au contraire, les alleles HLA-B*57 et HLA-B*27 ont
¢été associés a une progression retardée de la maladie.
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Des études ont montré que l'expression du récepteur activateur KIR3DS1 en absence de son
ligand HLA-Bw4-801, de la famille d'alleles HLA-Bw4, accroissait la susceptibilité des
individus a la progression vers le stade SIDA. Au contraire, cette expression ¢était fortement
protectrice lorsqu'un ou plusieurs de ces alleles HLA-Bw4 ¢était également exprimé
(Carrington et al., 2008; Carrington and O'Brien, 2003).

2.3. Ligands naturels des corécepteurs: les chimiokines

Les chimiokines CCL5 (RANTES), CCL3 (Mipla) et CCL4 (Mipl) sont des ligands du
CCRS5 et inhibent de fagon compétitive I'entrée cellulaire du VIH-1 de tropisme RS. Il a été
démontré qu'une diminution du taux de CCLS est associée a l'acquisition du VIH, la
progression vers le stade SIDA et une charge virale ¢élevée dans les populations asiatiques et
européennes (An et al., 2002; Duggal et al., 2005; Rathore et al., 2008), les effets néfastes se
poursuivant méme apres un traitement antiviral (Hendrickson et al., 2008). Au contraire, une
régulation positive de l'allele -28G du CCLS a été associée a une progression favorable de la
maladie dans les populations asiatiques (Koizumi et al., 2007; Wichukchinda et al., 2006). Le
CCL3 a été également décrit comme efficace dans 1'inhibition du VIH (Deeks and Walker,
2007). Plus controversé, une faible quantité de copie de CCRL3L1, un ligand du CCR5 codé
par 1 a 7 génes dupliqués a été décrite comme facteur de risque pour l'acquisition du VIH et
du SIDA (Gonzalez et al., 2005). Cependant, trois études plus récentes utilisant des méthodes
permettant de quantifier le nombre de copie d'un geéne plus pointues, n'ont pourtant pas réussi
a reproduire ces résultats (Bhattacharya et al., 2009; Field et al., 2009; Urban et al., 2009).

Le SDF-1 (Stromal Derived Factor-1) est un ligand naturel du corécepteur CXCR4 et
empécherait donc la fixation du VIH de tropisme X4 sur les cellules cibles. Les virus
prépondérants circulants étant de tropisme X4 dans les étapes avancées de la maladie, il a été
suggéré qu'une production soutenue de SDF-1 par un variant du géne SDF-1 permettrait un
délai dans 1'apparition du stade SIDA chez les individus homozygotes (Piacentini et al., 2009).

2.4. Facteurs de restrictions cellulaires

Le VIH-1 a besoin de nombreux facteurs cellulaires (p300 activant l'intégrase, la cycline T1 et
le CDK9 qui sont des co-facteurs de Tat par exemple) pour mener a bien son cycle viral et
ainsi disséminer dans l'organisme. Certaines protéines cellulaires, au contraire, agissent
comme des facteurs de restriction en bloquant une ou plusieurs étapes du cycle viral.

2.4.1. La téthérine
La téthérine est une protéine ubiquitaire produite par les cellules en réponse a certaines
infections virales (taux d'expression de la téthérine controlé par la présence d'TFNa). Elle
n'empéche pas le bourgeonnement viral mais, sous son action, le virus est retenu a la surface
de la cellule.
Cette protéine, capable de s'associer aux membranes, est constituée de deux parties identiques
recouverte de sucres sur leur partie externe. L'association des deux parties parait nécessaire a
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l'activité antivirale de la téthérine. En effet, leur dissociation ainsi que 1'élimination des sucres
se trouvant a sa surface inhibe l'activité de la protéine (Perez-Caballero et al., 2009).

L'action de la téthérine est cependant bloquée par la protéine virale Vpu du VIH-1 du groupe
M (Sauter et al., 2009).

2.4.2. La protéine TRIMS5a
Il est connu depuis plusieurs années déja que la protéine TRIMSa (TRIpartite Motif protein
Sa) est exprimée de manicre ubiquitaire chez les mammiferes. Chez les singes Rhésus, cette
protéine est capable de bloquer totalement le VIH-1 (Stremlau et al., 2004) mais n'a pas
d'effet sur son homologue simien le SIV. Ainsi, la protéine TRIMSa est un facteur de
restriction de I'hote: TRIMSa empéche l'infection de rétrovirus d'espéces distincts mais a un
effet limit¢ sur les rétrovirus infectant naturellement cette espece (Malim and Bieniasz,
2012).
Bien que cette restriction soit limité, TRIMS5a humain interfére sur la réplication de certains
isolats de VIH-1 en séquestrant et dégradant la capside virale. Il a également été montré que
TRIMSa peut altérer le transport nucléaire du complexe de préintégration (Wu et al., 2006).
Durant I'assemblage viral, la capside du VIH-1 lie la cyclophiline A (CypA), une protéine
cellulaire servant au repliement des protéines, qui est alors hautement incorporée dans les
virions. Cette liaison augmente l'infection virale suggérant que la CypA inhibe un facteur de
restriction cellulaire. Il a été initialement proposé que ce facteur de restriction cellulaire était
TRIMS5a et que la CypA agissait en masquant son site de liaison (Towers et al., 2003).
Cependant, il a été démontré que I'augmentation de l'infection par la CypA est indépendante
de TRIMS5a et qu'elle protégerait le VIH-1 d'un autre facteur cellulaire antiviral (Sokolskaja et
al., 2006; Stremlau et al., 2006).
Plus récemment, des études ont montré que TRIMS5a agit également indirectement sur le virus
par le biais de réactions cellulaires en chaine en activant les génes dépendants des facteurs
cellulaires MAPK, AP1 et NF«xB qui jouent un role important dans la réponse immunitaire
innée. Cette activation a lieu en I’absence de virus mais augmente suite a la reconnaissance de
la capside virale. TRIMSa active les facteurs de transcription NFkB et AP1 en se fixant au
complexe TAKI1 permettant ainsi de désactiver les protéines IKB et MKK, connues pour
inhiber NFxB et AP1 (Pertel et al., 2011). Ainsi TRIMS5a améliore la signalisation du systéme
immunitaire en plus d'étre un facteur de restriction spécifique des capsides rétrovirales.

2.4.3. La famille de protéines APOBEC3

La famille des protéines APOBEC3 (apolipoprotein B mRNA-editing complex 3) comprend
sept protéines (A, B, C, D/E, F, G et H) qui sont des enzymes encapsidées dans les virions
lors du bourgeonnement ainsi que des médiateurs clés de la restriction des rétrovirus en
induisant des hypermutations dans le génome du virus. Cependant la protéine auxiliaire Vif
du VIH contrecarre leur action antivirale en provoquant leur dégradation par le protéasome
(tableau 1).

I1 a été suggéré 1'existence d'une corrélation positive entre le taux d'expression dAPOBEC3G
et une évolution favorable de la maladie (An and Winkler, 2010). Une forte expression de la
protéine dans les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMCs) et dans les tissus
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cervicaux a été observée chez les femmes séronégatives exposées au VIH. In vitro, les
expériences ont ¢galement montré que les PBMCs de ces femmes étaient résistants a
l'infection par la souche R5 du VIH (Biasin et al., 2007).

La protéine APOBECS3B est en partie résistante a la dégradation médiée par Vif et présente
une activité anti-VIH non négligeable. Une étude a montré qu'une absence de la protéine
(homozygotie apobec3b™) serait associée a un risque accru d'infection par le VIH, une charge
virale plus élevée ainsi qu'une progression plus rapide vers le stade SIDA (An et al., 2009).
Récemment, il a été démontré que la protéine APOBECS3A, dont l'expression est spécifique
des cellules my¢loides, inhibe non seulement le VIH-1 mais également d'autres lentivirus
humain. La déplétion du "pool" de protéine APOBEC3A conduit a une accumulation de
I’ADN viral suggérant donc que cette protéine induit la dégradation des génomes viraux. La
protéine virale Vpx offre une protection partielle contre ce facteur en induisant sa dégradation
via le protéasome (Berger et al., 2011).

Protéine Activité anti-VIH-1 Expression dans Résistance a Vif
lescellules T CD4"
APOBEC3A Forte Faible Partielle
APOBEC3B Forte Faible Compleéte
APOBEC3C Faible Non Non
APOBEC3D/E | Faible Non Non
APOBEC3F Forte Forte Partielle
APOBEC3G Forte Forte Non
APOBEC3H Forte/faible selon le variant Forte Oui/Non selon le variant

Tableau 1. Profil anti-VIH des protéines APOBEC3 proposé (adapté de (An and Winkler, 2010)).

2.4.4. La protéine SAMHDI1

Cette protéine a récemment ét¢ démontrée comme ayant des activités anti-VIH dans les
cellules my¢loides (Hrecka et al., 2011; Laguette et al., 2011). Le domaine HD (histidine-
aspartic) de la protéine SAMHDI1 (SAM domain and HD domain-containing protein 1) est
une enzyme dNTPase, régulée par le dGTP, diminuant le "pool" de désoxynucléotides
triphosphates (Goldstone et al., 2011; Kim et al., 2012; Lahouassa et al., 2012) et étant
suffisante pour restreindre I'infection par différents virus (White et al., 2013). Ce domaine HD
est également nécessaire a 1'oligomérisation de SAMHDI et sa liaison a I'ARN (White et al.,
2013) au contraire du domaine SAM (sterile alpha motif).

En utilisant la lignée cellulaire THP-1, infectées par le VIH-2 mais peu par le VIH-1, les
recherches ont permis de montrer que Vpx, exprimée par le VIH-2, provoque la dégradation
de SAMHDI1 (Laguette et al., 2011). Ils ont démontré que les cellules qui résistent a VIH-1
possédent une importante quantité de SAMHDI1 alors que cette protéine n'est quasiment pas
exprimée dans les cellules sensibles au virus. De plus, en bloquant SAMHDI1 dans les lignées
cellulaires et les cellules primaires, une forte augmentation de I’infection par VIH-1 a été
observée. Ces résultats suggerent donc que SAMHDI1 est un facteur de restriction important
du VIH-1 dans les cellules my¢loides.
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Plus récemment, le mécanisme antiviral de la protéine SAMDHI a été identifié¢ (Goldstone et
al., 2011): SAMHD1 dégrade la majorit¢ des dNTPs cellulaires, qui sont nécessaires a la
transcription inverse du génome viral et a la synthése de I’ADN complémentaire, et donc
inhibe la réplication du virus.

Trés récemment, il a ét¢ démontré que la protéine SAMHDI inhibe également tres
significativement le transfert du virus des lymphocytes T aux cellules dendritiques dérivées de
monocytes (MoDCs) en controlant la sensibilit¢ des MoDCs a l'infection par le VIH-1. De
plus, la protéine SAMHDI1 empéche la réponse interféron de type I influant alors sur le
déclenchement de la réponse innée (Puigdomenech et al., 2013).

Il a également été décrit que les Alpha- (virus de 1'érythroblastose aviaire), Beta- (virus de la
tumeur mammaire de la souris) et Gamma- (virus de la leucose féline) rétrovirus sont
restreints par la prot¢éine SAMHDI1 dans les cellules myéloides au contraire des rétrovirus
foamy et HTLV-1 qui ne semblent pas affectés par la prot¢ine SAMHDI1 (Gramberg et al.,
2013).

3. VIH-1 et systéme immunitaire
3.1. Réponses immunitaires de ['hote

Le systéme immunitaire se compose d'une part de la réponse innée (non spécifique) et d'autre
part de la réponse adaptative (spécifique). L'immunité innée est constitutivement présente et
est mobilisée immédiatement aprés l'infection. Ceci est en contraste avec le systéme
immunitaire adaptatif qui est mis en place plus tardivement, répond précisément a chaque
infection et génére une mémoire immunologique.

3.1.1. Immunité innée

Les ¢léments de l'immunité innée comprennent les barrieres anatomiques (mécaniques:
surfaces épithéliales, et chimiques: lysozyme et phospholipase de la salive, des larmes et des
sécrétions nasales par exemple), les molécules sécrétoires (tel que l'interféron, le lysozyme et
l'interleukine) et des composants cellulaires (macrophages, cellules NK, neutrophiles et
¢osinophiles). Elle est congue pour reconnaitre des structures fortement conservées présentes
dans de nombreux micro-organismes appelées pathogen-associated molecular patterns
(PAMP) dont le LPS (lipopolysaccharide) de la paroi cellulaire des bactéries gram négatif, le
peptidoglycane, les acides lipotéchoiques de la paroi cellulaire des bactéries gram positif, le
mannose, 'ADN bactérien, les ARN double brin viraux, et les glycanes de la paroi des
cellules fongiques. La plupart des cellules immunitaires possedent des pattern-recognition
receptor (PRR) reconnaissant ces PAMP et induisant une réponse immune immédiate contre
les micro-organismes.

La principale composante de la réponse innée est I'inflammation. Les cellules 1ésées libérent
des cytokines et d'autres facteurs pro-inflammatoires contenant ainsi la propagation de
l'infection et favorisant la guérison. Ces médiateurs pro-inflammatoires induisent la
vasodilatation et attirent les phagocytes. L'activation de la cascade du complément améliore la
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réponse innée. Une conséquence importante de cette activation est l'opsonisation des
antigénes induisant l'ingestion et la destruction par les phagocytes. La réponse innée implique
un grand nombre de types de cellules, mais est particuliérement dépendante des basophiles et
des mastocytes (inflammation) ainsi que des neutrophiles et des macrophages (phagocytose).
Une autre fonction importante du systéme immunitaire inné¢ est de stimuler la réponse
immunitaire adaptative via la présentation antigénique.

3.1.2. Immunité adaptative
La réponse adaptative est divisée en deux parties: 1'immunité humorale, qui prend en charge
les agents infectieux dans les tissus sanguins et le corps, et I'immunité a médiation cellulaire,
qui cible les cellules du corps déja infectées. En général, le systéme humoral est géré par les
cellules B (avec I'aide de cellules T), et le systéeme a médiation cellulaire est entretenu par les
cellules T.

3.1.2.1. Immunité cellulaire

L'immunité & médiation cellulaire dépend de I'activité des lymphocytes T CD4" et CDS" et est
basée sur la présentation antigénique des antigénes par les cellules présentatrices d'antigénes
(APC) aux lymphocytes T.

e Antigénesextracellulaires:
Les APC phagocytent les pathogeénes exogeénes, puis migrent dans les ganglions lymphatiques
ou elles présentent les antigénes soit par le CMH II aux cellules T CD4" qui s'activent alors
soit, par présentation croisée, par le CMH I aux lymphocytes T CDS".

e Antigénesintracellulaires:
Lorsque les APC ou toutes autres cellules exprimant le CMHI sont infectées, les antigénes
endogénes sont présentés par le CMH I aux lymphocytes T CD8" cytotoxiques qui s'activent
alors, et tuent directement la cellule infectée en relarguant des enzymes (granzymes) entrant
dans la cellule cible et activant I'apoptose de celle ci.

3.1.2.2. Immunité humorale

L'immunité humorale (ou immunité médiée par les anticorps) implique les lymphocytes B qui
reconnaissent les antigénes ou pathogeénes circulants. La réponse humorale débute par la
reconnaissance des antigénes par les lymphocytes B naifs. Ils sont alors soumis a un
processus d'expansion clonale et a une différenciation en cellules B matures sécrétant des
anticorps ou en cellules mémoires. Ainsi, si l'individu est a nouveau exposé¢ au méme
antigeéne, ces cellules mémoires reconnaitront l'antigéne et répondront plus rapidement et plus
efficacement.

Les anticorps sont les effecteurs de la réponse humorale. Ils sont capables de neutraliser les
antigénes, en permettant leur dégradation par les macrophages, l'activation du complément et
la promotion de réponses innées fortes.
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3.2. Anticorps et VIH-1

A l'heure actuelle, aucun traitement ne permet de guérir 'infection par le VIH et la recherche
se concentre vers l'induction d'un vaccin dit "prophylactique" contre le virus (voir chapitre 2,
paragraphe 4.1). Il est actuellement admis que I'induction d'anticorps dit "neutralisants" par le
vaccin est le meilleur corrélat de protection.

3.2.1. Mécanismes de protection médiés par les anticorps
Les anticorps peuvent protéger contre les infections virales par plusieurs mécanismes, le
principal étant médié par les anticorps neutralisants (figure 14).
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Figure 14. Mécanismes d'action des anticorps neutralisants (rouge) et non-neutralisants (bleu) contre
le VIH-1 (modifi¢ d'aprés (Huber and Trkola, 2007)).

3.2.1.1. Neutralisation

La neutralisation est définie comme "la perte d'infectivité survenant lorsque des d'anticorps se
lient a une particule virale, et se produit généralement sans la participation de tout autre
agent" tels que le complément ou les récepteurs Fc (Dimmock, 1995).

Bien que le mécanisme précis de la neutralisation ne soit encore que partiellement compris, il
est admis que la liaison de l'anticorps au virus peut bloquer sa fixation a la surface des cellules
cibles. De méme, l'anticorps peut interférer dans une chaine d'événements (tels que les
changements conformationnels) nécessaire a l'entrée virale. Ou encore, l'encombrement
stérique provoqué par l'anticorps au niveau de l'interface de fusion entre la membrane
cellulaire et I'enveloppe du virus peut également bloquer la fusion a la surface de la cellule
(Klasse and Sattentau, 2002) (figure 14a). Plus précisément, les anticorps peuvent cibler les
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virus libres ainsi que les cellules productrices de virus en se liant a des molécules a la surface
des virus ou des cellules infectées et ainsi, empécher de nouvelles infections et contrdler la
réplication virale.

L'entrée virale, médiée par les glycoprotéines d'enveloppe du VIH, est une étape essentielle
dans la réplication du VIH. Ces glycoprotéines d'enveloppe sont donc les principales cibles
des anticorps neutralisants. IIs lient spécifiquement diverses régions de la gp120 et de la gp41
incluant le site de liaison au CD4 (CD4bs), le site du CD4 induit (CD4i), et les boucles V2 et
V3 de la gpl20, ainsi que le peptide de fusion et la région MPER (Membrane-Proximal
External Region) de la gp41.

3.2.1.2. Le systeme du complément

Le systeme du complément est un composant clé de 1'immunité innée et un effecteur crucial
de lI'immunité adaptative. Il comporte une série de protéines solubles produites par le foie,
circulant sous une forme inactive et s'activant en réponse a la reconnaissance d'un pathogene
(voie alterne et voie des lectines) ou suite a la reconnaissance d'un anticorps fixé a la surface
d'un pathogéne ou d'une cellule infectée. L'activation de la cascade du complément conduit a
la chimiotaxie, l'inflammation et augmentation de la perméabilité capillaire, I'opsonisation
(figure 14D et c) et la cytolyse (Blue et al., 2004). 11 existe 3 voies du complément:

e la voie classique du complément, activée par les complexes antigéne-anticorps
(immunité adaptative)

e la voie des lectines, activée par l'interaction entre les carbohydrates microbiens et les
protéines liant le mannose (immunité innée).

® la voie alterne, activée par la fixation de C3b aux surfaces microbiennes et aux
anticorps (immunité innée).

Des études ont démontré que l'infection par le VIH active directement la voie classique du
complément en l'absence d'anticorps spécifiques du virus. De plus, 'activation de la voie des
lectines est déclenchée par la liaison de lectines, liant le mannose, a la gpl120 du VIH.
Cependant, plusieurs études ont démontré un rdle néfaste du complément qui pourrait
favoriser l'infection des DCs, macrophages et lymphocytes T attirés par chimiotactisme (Blue
et al., 2004; Huber and Trkola, 2007; Stoiber et al., 2008).

3.2.1.3. Récepteurs Fcy et immunité specifique du VIH-1

Les récepteurs Fcy (RFcy) sont des glycoprotéines présentes a la surface de diverses cellules
immunitaires agissant sur la réponse immunitaire grace a leur capacité a lier le segment Fc des
immunoglobulines G (IgG). Parmi les trois classes de RFcy de I'Homme (RFcyl ou CD64,
RFcyIl ou CD32 et RFcylIll ou CD16), le RFcyll est le plus largement réparti entre les cellules
hématopoiétiques et est le seul a étre présent sur les plaquettes et mégacaryocytes. Il existe
trois genes codant pour les RFcyIl (RFcylla, RFcyllb et RFcyllc) et deux pour les RFcylll
(RFcyllla, RFcyllIb).

Les RFcy transmettent des signaux d'activation ou d'inhibition intracellulaire. La nature de ces
signaux dépend principalement de motifs moléculaires exprimés au niveau des domaines
intra-cytoplasmiques du RFcy ou des sous-unités du récepteur avec lequel est associ¢ le RFcy.



Introduction - Chapitre 2 : Physio- et immuno-pathologies de l'infection par le VIH-1

Le RFcyllb est le seul a transmettre un signal inhibiteur via un ITIM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibitory Motif). Les autres RFcy, a I'exception du RFcylIllb ancré par un
résidu glycosyl-phosphatidylinositol (impliqué dans la neutropénie auto-immune),
transmettent des signaux activateurs via un ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based
Activation Motif) (Jonsson and Daéron, 2012).

Les différentes classes de récepteurs Fcy et leur affinité pour le segment Fc des IgG sont
résumés figure 15.

CD64 CD32 CD16
RFeyl HFeylla RFeyllb RFeylle RFeyllls RFeylllh
"1™
Affinite  +++ + + + + +

Figure 15. Récepteurs pour le segment Fc des immunoglobulines G identifiés chez 'Homme (modifié
d'aprés (Jonsson and Daéron, 2012)).

3.2.1.3.1. Inhibition du VIH-1 par les RFc

La participation de la partie Fc des immunoglobulines dans I’inhibition de l'infection des
cellules cibles a été mise en évidence in vitro dans les macrophages dérivés de monocytes
(Holl et al., 2004), les MoDCs (Holl et al., 2006b) ainsi que les cellules de Langerhans
(Peressin et al., 2011) suggérant ainsi 1’implication d'une fonction inhibitrice de I’anticorps
distincte de la neutralisation médiée par le domaine Fab (figure 14c). Ainsi, des anticorps
monoclonaux, nommés anticorps non-neutralisants inhibiteurs (AcNNI) (Holl et al., 2006b),
ne possédant pas d’activité neutralisante mais capables de fixer et de reconnaitre d'une part
des épitopes accessibles sur la particule virale, et d'autre part sont capables d’inhiber (2 des
concentrations trés faibles en IgG) I’infection par le VIH-1 sur les macrophages, les cellules
dendritiques et les cellules de Langerhans, cellules cibles du virus au niveau des muqueuses
(Holl et al., 2006a; Peressin et al., 2011). Ces résultats ont ainsi ouvert de nouvelles
perspectives pour le développement d'anticorps capables d’inhiber la multiplication du VIH
(Holl et al., 2004; Holl et al., 2006a; Holl et al., 2006b).

Ce mécanisme d'inhibition du VIH-1 dépendant des RFcy, impliquerait la dégradation du
virus opsonisé par les cellules présentatrices d'antigénes suite a un processus d'endocytose.

3.2.1.3.2. ADCC
La cytotoxicit¢ a médiation cellulaire dépendante des anticorps ou ADCC (A4ntibody-
Dependent Cell-mediated Cytotoxicity) fait également intervenir la partie Fc des anticorps
(neutralisants et non-neutralisants). Les cellules effectrices, généralement les cellules NK, se
lient & la partie Fc de l'anticorps tandis que la partie Fab reconnait la cellule infectée. Cette
reconnaissance entraine la libération de protéines porogénes (perforines), d'enzymes
protéolytiques (granzymes), de granules de chimiokines et de protéases par la cellule
effectrice (figure 14d). Les granzymes passent a travers les pores de la cellule cible et activent
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les caspases conduisant a 1'apoptose de la cellule infectée. Lorsqu'un trés grand nombre de
perforines entre dans la cellule infectée, cela conduit a la lyse cellulaire plutdt qu'a 1'apoptose.
Plusieurs études ont montré que I'ADCC est associée a une protection contre la maladie SIV
chez les macaques (Banks et al., 2002; Gémez-Roman et al., 2005), un retard de la
progression de l'infection chez I'Homme (Ahmad et al., 2001; Lambotte et al., 2009) et une
charge virale au niveau génital plus faible (Nag et al., 2004).

3.2.1.3.3. ADCVI

Tout comme I'ADCC, 'ADCVI (4ntibody-Dependent Cell-mediated Virus Inhibition) résulte
de l'interaction de cellules cibles, d'anticorps et de cellules exprimant les RFcy. Néanmoins,
I'ADCC se concentre sur la mortalité des cellules cibles, alors que 'ADCVI mesure 1'effet
global, in vitro, des anticorps sur la réplication virale en présence de cellules effectrices. Bien
qu'une partie de I'ADCVI soit le reflet de 'ADCC, des effets non cytolytiques tels que
l'inhibition dépendante des RFcy ou la production de B-chimiokines peuvent jouer un role
dans l'inhibition du virus (Forthal and Moog, 2009).

3.2.2. Réponse anticorps contre le VIH-1

La réponse humorale initiale a l'infection par le VIH-1 se développe environ une semaine
apres l'infection sous la forme de complexes antigene-anticorps (Tomaras et al., 2008). Cette
phase est suivie par la production d'anticorps anti-gp41 (quelques jours plus tard) puis
d'anticorps anti-gp120 (quelques semaines plus tard) ciblant principalement la boucle V3. Ces
anticorps n'ont cependant aucun effet détectable sur la virémie (Tomaras et al., 2008) et ne
semblent pas exercer de pression de sélection sur I'enveloppe (Keele et al., 2008). Les
anticorps capables de neutraliser le virus autologue (virus fondateur) ne surviennent
qu'environ 12 semaines plus tard. Ces anticorps ne sont néanmoins pas capables de neutraliser
les virus les plus divergents circulant au moment du prélévement (virus hétérologues) (Moog
et al., 1997). Malgré la capacité du virus a échapper a la réponse immunitaire, il a été
démontré par 'analyse des sérums de patients infectés par le VIH-1 que 10 a 25 % de ces
individus possédent des anticorps neutralisants réagissant contre diverses souches de VIH-1
(Sather et al., 2009; Simek et al., 2009; Stamatatos et al., 2009b). Des anticorps neutralisants
hétérologues capable de neutraliser la large majorité des isolats circulants de VIH-1
surviennent 20 a 30 mois apres l'infection (Gray et al., 2011; Mikell et al., 2011; Stamatatos et
al., 2009b).

3.2.3. Anticorps neutralisants monoclonaux spécifiques du VIH-1

3.2.3.1. Anticorps neutralisants et élites controleurs
Des équipes ont étudié les anticorps neutralisants chez les patients élite controleurs dans
l'espoir de déterminer si ces anticorps contribuaient a un contréle viral. De maniére
surprenante, les premiéres données ont montré que les élites controleurs ont des taux
d'anticorps neutralisants hétérologues plus faibles que les individus ayant une charge virale
¢levée (Deeks et al., 2006; Pereyra et al., 2009). L'é¢tude multicentrique ANRS EP36 a
comparé les taux d'anticorps neutralisants hétérologues chez les élites controleurs et les
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individus virémiques. Cette étude a confirmé que les individus contrélant leur charge virale
avaient des taux d'anticorps neutralisants plus faibles que les individus virémiques (Lambotte
et al., 2009). De plus, des ¢tudes sur les quasi-especes de différents variants viraux ont montré
que les variants résistants a la neutralisation étaient prédominants chez les élites controleurs
(Mahalanabis et al., 2009). Toutes ces études suggereraient que les anticorps neutralisants ne
seraient pas responsables du controle de la charge virale chez les élites controleurs.

3.2.3.1. Anticorps neutralisants a large spectre contre le VIH-1

La notion d'anticorps neutralisants a large spectre se réfere spécifiquement a des anticorps
monoclonaux, clonés a partir d'individus infectés, ayant la capacité de prévenir l'infection des
cellules cibles par le VIH. Ils sont capables de neutraliser la plupart des isolats du VIH, et
sont d'un intérét particulier pour le développement de vaccins, car ils peuvent également
neutraliser les virus de différents sous-types.

Plusieurs anticorps monoclonaux humains ayant des capacités neutralisantes a large spectre
contre des souches de VIH-1 adaptées en laboratoire et divers isolats primaires in vitro ont été
isolés chez des individus infectés par du VIH-1 et ciblent plusieurs épitopes sur les
glycoprotéines d'enveloppe, gp120 et gp41, du VIH-1 (figures 16 et 17).

Site de fixation au CDd;
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Figure 16. Epitopes reconnus par les anticorps neutralisants monoclonaux a large spectre dirigés
contre la gp120 et la gp41 du VIH-1 (modifié d'aprés (Burton et al., 2004)).
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Figure 17. Représentation du trimére de gpl20 a partir de la structure obtenue par cryo-électro-
tomographie. Les sucres ainsi que les épitopes reconnu par les différents anticorps neutralisants sont
représentés (modifié d'aprés (Kwong and Mascola, 2012)).

3.2.3.1.1. Glycoprotéines d'enveloppe gp120 et gp41

La gp120 représente la partie externe de la glycoprotéine d'enveloppe et est impliquée dans
les étapes précoces de l'infection virale des cellules cibles. Elle se compose de domaines
protéiques conservées et variable. Les régions variables V1/V2 et V3 sont des structures en
boucle constituant une part importante des caractéristiques de surface de la gp120. La boucle
hypervariable V1/V2 est subdivisée en domaines V1 et V2 par un pont disulfure et est
impliquée dans la modulation du tropisme viral et la résistance a la neutralisation (Benjelloun
et al., 2012). La boucle V3 contient le site de fixation aux co-récepteurs viraux CCRS et
CXCR4 (Benjelloun et al., 2012). La fixation de la gpl120 au récepteur CD4 et aux
corécepteurs entraine des changements conformationnels et déclenche la mise en place d'un
«complexe de fusiony.

La gp4l est le domaine transmembranaire de la glycoprotéine d'enveloppe ancrant les
spicules du VIH dans la membrane virale et joue un réle important dans la fusion
membranaire et l'entrée du virus dans la cellule. Les séquences de la gp4l sont plus
conservées que ceux de la gpl20 et ne contiennent que quatre sites de N-glycosylation
hautement conservés contribuant a I'efficacité optimale de la réplication virale (Benjelloun et
al., 2012).

3.2.3.1.2. Anticorps dirigés contre le site de fixation au CD4
L'anticor ps 1gG1 b12 est le premier anticorps neutralisant a avoir été identifié en 1992. 11 a
¢été isolé a partir d'une banque de phages construite a partir de la moelle osseuse d'un homme
de 31 ans séropositif mais asymptomatique depuis six ans (Barbas et al., 1992; Burton et al.,
1991; Burton et al.,, 1994). L'IgGl bl2 reconnait, via sa chaine lourde, un épitope
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conformationnel proche du site de liaison au CD4. Sa capacité a neutraliser le VIH in vivo a
¢été testée sur des macaques par immunisation passive. Les singes ont été¢ protégés mais les
doses nécessaires a leur protection était trop €levées (25 mg/kg pour une protection totale)
pour €tre envisageables pour ’homme (Parren et al., 2001).

L'anticorps VRCO1 a été isolé a 'aide d'une protéine artificielle dérivée de 1'enveloppe virale
dont la région se fixant normalement au CD4 interagit spécifiquement avec les anticorps,
RSC3 (Wu et al., 2010). Les similarités et les différences entre les sites viraux reconnus par le
CD4 et I’anticorps VRCOI ont été comparés. Il a alors été constaté que la liaison entre le
VRCOI et le virus est tres proche de celle du CD4 avec le virus, malgré des différences
considérable de structure. De plus, I'anticorps VRCO1 posséde une affinité pour la protéine
d’enveloppe virale plus forte que celle de CD4 et des autres anticorps, ce qui lui confére un
puissant pouvoir de neutralisation du VIH.

Les anticorps NIH45-46, 3BNC117 et 3BBNCG60 ont été isolé des lymphocytes B provenant
du méme patient que pour l'anticorps VRCO1, et utilisant le processus permettant la sélection
d'anticorps reconnaissant une glycoprotéine gpl20 du VIH stabilisée pour facilit¢ la
reconnaissance du site de fixation du CD4, ou du CD4 induit (Scheid et al., 2011). Ces
anticorps, tout comme l'anticorps VRCO1, neutralisent 85 a 95% des isolats de patients (Corti
and Lanzavecchia, 2013).

Par leur liaison au niveau du site de fixation du virus au CD4, ces anticorps neutralisants
entrent ainsi en compétition avec le principal récepteur du VIH-1, le CDA4.

3.2.3.1.3. Anticorps dirigés contre des sucres de la gp120

L'anticorps 2G12 neutralise efficacement les différents sous-types de VIH-1 et plus
spécialement le sous-type B. Il se lie a des N-glycanes a proximité de la boucle V3 de la
gp120 (Calarese et al., 2003; Pantophlet and Burton, 2006; Scanlan et al., 2002).
Contrairement a la "forme" usuelle des anticorps en Y, le 2G12 est un anticorps plutot
inhabituel de part 1'organisation de sa chaine lourde "tirant" les bras de l'anticorps I'un vers
l'autre, les placant de maniere adjacente. Cela lui permet de lier plusieurs N-glycanes avec une
faible pénalité entropique (Calarese et al., 2003; Scanlan et al., 2002) et ainsi d'avoir une
activité neutralisante sur de nombreux sous-types.

17 anticorps PGT, dont 12 dirigés contre des sucres de la gp120, ont été mis en évidence
suite a un criblage fonctionnel des IgG de patients élites contrdleurs. Les 12 PGT dirigés
contre le bouclier glycanique entrent en compétition avec l'anticorps monoclonal 2G12 et, a
I'exception des anticorps PGT135-137, sont également en compétition avec un anticorps
monoclonal spécifique de la boucle V3 de la gpl120, le F425/b4e8, suggérant ainsi qu'ils
reconnaissent un épitope proche de la boucle V3 (Walker et al., 2011).

3.2.3.1.4. Anticorps dirigés contre les boucles V1/V2 et V3
L'anticor ps 447-52D, isolé d'un individu infecté par le VIH-1, est en mesure de neutraliser
environ 50% des isolats primaires de sous-type B (Gorny et al., 1992). Cet anticorps cible
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1'épitope, trés conservé bien que difficilement accessible, KSIHIGPGRAF, de la boucle V3 de
la gp120 des virus de sous-type B (Binley et al., 2004).

A partir d'un donneur africain infecté par un virus de sous-type A, Burton et ses collegues ont
isolé les anticorps PG9 et PG16 qui se fixent & un épitope quaternaire de la gpl120 et
neutralisent 70 a 80% des isolats testés (Walker et al., 2009). Plus précisément, ces deux
anticorps se lient a un épitope protéoglycane grace a la région CDR3 de leur chaine lourde
(CDRH3), caractérisée par une conformation en forme de marteau qui pénétre les glycanes
N156 et N160 afin d'atteindre la région V1/V2 de la gpl20 (Doria-Rose et al., 2012;
McLellan et al., 2011).

Les anticorps PGT 141-145 reconnaissent des épitope glycaniques de la boucle V1/V2 de la
gp120. Ils entrent en compétition avec l'anticorps PG9, suggérant la reconnaissance d'un
¢épitope analogue (Walker et al., 2011).

3.2.3.1.5. Anticorps dirigés contre le site du CD4 induit
Pour isolé 1'anticorps 3BC176, Klein et ses collegues ont utilisé une stratégie basée sur la
capture de lymphocytes B reconnaissant la protéine Env du VIH exprimée a la surface des
cellules transfectées (Klein et al., 2012). Cet anticorps dirigés contre la gpl120 du virus
neutralise 60 a 70% des isolats de virus testés en ciblant un nouvel épitope situé a proximité
de la boucle V3 et du site du CD4 induit (Corti and Lanzavecchia, 2013).

3.2.3.1.6. Anticorps dirigés contre la région MPER de la gp41

Quatre anticorps monoclonaux neutralisants a large spectre, dirigés contre la région MPER de
la gp41, ont été identifiés: 'anticorps 4E10, 'anticorps 2F5, 'anticorps Z13€el et 'anticorps
10e8 (Binley et al., 2004; Dennison et al., 2009; Huang et al., 2012; Mehandru et al., 2004;
Zwick et al., 2001). La région MPER est I'une des séquences hautement conservées de
I'enveloppe et joue un rdle crucial dans la fusion des membranes virales et cellulaires
(Salzwedel et al., 1999). De ce fait, les anticorps 2F5, 4E10, Z13el et 10e8 inhibent non pas
la liaison du virus a la cellule cible mais le phénomene plus tardif de fusion des membranes.
Les anticorps 2F5 et 4E10 reconnaissent respectivement les acides aminés 662 a 667 (motif
ELDKWA) (Muster et al., 1993; Ofek et al., 2004) et 671 a 676 (motif NWF(D/N)IT)
(Stiegler et al., 2001; Zwick et al., 2001) de la région MPER. L'anticorps 2F5 a une activité
inhibitrice plus forte que celle de I'anticorps 4E10, qui, lui, est efficace contre une plus grande
diversité d'isolats de virus (Binley et al., 2004). Ces deux anticorps possedent une région
CDR3 hydrophobe relativement longue et généralement typique des auto-anticorps
polyréactifs et ont la capacité de reconnaitre et de réagir contre des composants lipidiques,
telle que la cardiolipine, ce qui gé€nerait le développement d'une réponse humorale dirigée
contre le MPER (Haynes et al., 2005), rendant de ce fait leur induction par vaccination
délicate.

Récemment, 'anticorps 10e8 également dirigé contre la MPER a été identifi¢ (Huang et al.,
2012). Cet anticorps est capable de neutraliser un trés grand nombre d'isolats de VIH-1
différent (98% des isolats testés, comme le 4E10 (Corti and Lanzavecchia, 2013)).
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Contrairement au 2F5 et au 4E10, cet anticorps n'est pas polyréactif et ne se lit pas aux
lipides. Une vaccination avec des immunogeénes reconnaissant cet €pitope serait donc
envisageable.

3.2.4. Stratégies virales pour contrer les anticorps neutralisants
Malgré la forte activité des anticorps neutralisants et inhibiteurs, leur développement est rare
et souvent tardif chez les patients infectés. Au cours de l'infection, le virus mute afin
d'échapper a la reconnaissance des anticorps et de nombreux variants d'échappement
apparaissent. Richman et ses collégues ont montré que les fortes réponses des anticorps
neutralisants sont dirigés contre le virus autologue au cours de la phase aigu€ de l'infection,
ainsi que contre des variants apparaissant durant de la maladie (Richman et al., 2003). Ces
résultats suggerent que les anticorps neutralisants exercent une pression sélective sur le virus
permettant la sélection de variants résistants.
I1 existe plusieurs mécanismes par lesquels le VIH-1 génere des variants afin de se soustraire
aux réponses immunitaires de 1'hote. Ces mécanismes comprennent des substitutions,
insertions et délétions nucléotidiques, des modifications des sites potentiels de N-
glycosylation de 1'enveloppe (PNGS) empéchant l'acces des anticorps a aux épitopes qu'ils
reconnaissent, et des recombinaisons (Bunnik et al., 2008; Mc Cann et al., 2005; Overbaugh
and Morris, 2012). L'enveloppe du VIH est fortement glycosylée, avec prés de 50% composé
de groupements glucidiques peu ou non immunogenes. Wei et al. suggerent que des mutations
dans les glycoprotéines d'enveloppe du VIH-1 contribuent a 1'acquisition et au réarrangement
de groupements sucrés, ce qui, potentiellement, masque des motifs peptidiques et empéche,
physiquement, la liaison de l'anticorps (sans réduction de la capacité réplicative du virus)
(Lole et al., 1999). La suppression de sites glycanes spécifiques sur la glycoprotéine du VIH-1
peut également augmenter considérablement la sensibilité virale aux anticorps neutralisants
(Kolchinsky et al., 2001; McCaffrey et al., 2004; Quinones-Kochs et al., 2002).
Les mutations dans les boucles variables de la gp120 modifient les séquences d'acides amings,
le motif de glycosylation et la longueur des boucles et pourraient étre impliqués dans 1'évasion
a la neutralisation. Les déterminants virologiques qui influent sur la transmission du VIH ont
¢été évalués lors de transmissions hétérosexuelles et les résultats ont démontré que les virus du
receveur avaient une modification dans I'enveloppe du VIH qui possédaient une région V1-V4
plus courte avec moins de PNGS en comparaison avec les quasi-espéces virales présentes
chez le donneur (Derdeyn et al., 2004). En outre, les virus transmis sont uniquement sensibles
a la neutralisation par les anticorps du partenaire émetteur.

3.2.5. Modgeles primates: challenge et immunisation passive
L'efficacité des anticorps neutralisants humains a ¢été confirmée dans des études
d'immunisation passive (anticorps injectés dans l'animal) chez les primates non humains lors
d'infections expérimentales (challenge) avec un virus chimérique SIV/HIV, appelé SHIV,
codant pour I'enveloppe du VIH-1 et se répliquant dans le modele animal. L'administration
d'anticorps neutralisants pré- (Baba et al., 2000; Hofmann-Lehmann et al., 2001; Mascola et
al., 1999; Mascola et al., 2000; Parren et al., 2001) ou post-exposition (Ferrantelli et al., 2003;
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Hofmann-Lehmann et al., 2002) au virus permet une protection efficace des macaques contre
l'infection a SHIV ou la maladie.

L'immunisation passive de femelles gestantes avec une combinaison d'anticorps neutralisants
IgG; F105 (ciblant le site de liaison au CD4 et ayant un faible pouvoir neutralisant), 2G12 et
2F5 protege compleétement les macaques nouveau-nés lors d'un challenge par voie orale avec
du virus SHIV—Vpu+ (Baba et al., 2000; Hofmann-Lehmann et al., 2002). L'analyse
pharmacocinétique a montré que le sang de cordon des femelles contenait les trois anticorps
neutralisants indiquant le transport efficace de ces anticorps a travers le placenta.

Il a été démontré lors d'un challenge mimant la transmission péri- et postpartum que la
combinaison de quatre anticorps neutralisants (b12, 2G12, 2F5 et 4E10) protége 50% des
macaques nouveau-nés et prévient le pic de virémie ainsi que la maladie chez les macaques
non protégés (Ferrantelli et al., 2003). En outre, cette combinaison neutralise également les
virus primaires des clades A, B, C et D in vitro (Kitabwalla et al., 2003).

Il a également ét¢é démontré qu'une application vaginale de d'anticorps bl2 confeére une
protection chez le macaque (Burton et al., 2011). Cette protection fait intervenir les récepteur
Fc. En effet, le transfert passif par intraveineuse de l'anticorps neutralisant bl2 et de son
mutant LALA incapable de fixer les récepteurs Fcy dans des macaques infectés par le SHIV
par voie vaginale a permis de démontrer une diminution de 50% de l'activité protectrice de
l'anticorps LALA comparé a l'anticorps b12 démontrant la participation de la fixation de
'anticorps b12 aux récepteur Fcy dans la protection contre l'infection (Hessell et al., 2007).
D'autres études ont également démontré la participation des récepteurs Fc dans I'immunisation
passive des animaux. Il a en effet ét¢ démontré in vivo que la protection de singes nouveau-
nés contre l'infection orale par le SIV par immunisation passive avec un sérum anti-SIV non
neutralisant est fortement corrélée avec l'activité ADCVI présente dans le sérum (Van
Rompay et al., 1998). De plus, l'immunisation passive de macaques avec un adénovirus
recombinant suivie d'un boost (vaccin sous-unitaire Env) a permis de partiellement protéger
les animaux de l'infection muqueuse par le SIV et le SHIV en absence de réponse anticorps
neutralisante (Hidajat et al., 2009; Xiao et al., 2010).

Tres récemment, il a ét¢ démontré qu'une application locale d'une combinaison de ces quatre
anticorps neutralisants prévient l'infection par le SHIV des %3 des macaques testés. Au
contraire, une combinaison des anticorps non-neutralisants 246-D et 4B3 ne protége pas de
l'acquisition du SHIV par voie vaginale mais réduit le pic de la charge virale plasmatique
indiquant que ces anticorps sont capable d'inhiber la réplication du VIH de fagon Fc-
dépendante in vivo (Moog et al., 2013).

4. Vaccination

Lors de la découverte du VIH, la secrétaire a la santé américaine de I'époque, Margaret
Heckler, prévoit qu'un vaccin contre le virus ne devrait pas étre trop difficile a développer,
pensant qu'un tel vaccin serait prét deux ans apres cette découverte. Trente ans plus tard, les
chercheurs sont encore a la recherche d'un vaccin qui garantirait un degré élevé de protection
contre l'infection par le VIH.
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4.1. Développement d'un vaccin contre le VIH

Historiquement, la vaccination est la seule stratégie qui ai jamais conduit a I'éradication
mondiale d'une maladie d'origine virale. Néanmoins, la biologie du VIH est moins favorable
au développement d'un vaccin que d'autres virus. Un vaccin idéal serait peu cher a produire,
stable a température ambiante, facile a transporter et a administrer sans équipement spécial,
bien supporté et, idéalement, nécessiterait une seule dose pour fournir une protection
compléte contre toutes voies de transmission et tous les variants du VIH. Cependant, méme
un vaccin imparfait pourrait offrir des avantages de santé publique.

Différents types de vaccins peuvent €tre envisagés:

Il pourrait tout d'abord empécher une personne d'étre infecté¢ par le VIH (vaccination
prophylactique stérilisante).

Ensuite, un vaccin contre le VIH pourrait retarder ou prévenir la progression de la maladie, en
dépit de l'infection a VIH (vaccination prophylactique non stérilisante). Cela signifie que
des individus séropositifs pour le VIH pourraient ne jamais souffrir de déficit immunitaire ou
d'une évolution vers le SIDA ou ne le faire que trés lentement.

Enfin, ce vaccin pourrait réduire les risques de transmission du VIH, a un partenaire sexuel ou
de la mére a l'enfant par exemple ou, également, freiner la progression de la maladie chez le
patient vacciné, lui permettant ainsi d'arréter les thérapies antirétrovirales (vaccination
thérapeutique).

A T'heure actuelle, il existe différentes stratégies vaccinales contre le VIH:

Les virus vivants atténués ou inactivés sont considéré comme dangereux aprés que des
recherches sur des singes aient indiqué qu'un vaccin vivant atténué (suppression du gene nef)
protege contre le SIV mais que le virus retrouve ensuite son pouvoir pathogéne initial, causant
ainsi un SIDA (Baba et al., 1995; Daniel et al., 1992).

L'utilisation de protéines recombinantes d'enveloppe stimulent les anticorps anti-VIH en
mimant les protéines de surface du VIH, la gp120 et son précurseur la gp160.

Au lieu de vacciner avec une protéine entiére, une autre approche consiste a utiliser un
peptide protéique se composant de quelques acides aminés. La liaison d'un peptide a un
lipide (lipopeptide) a également été explorée comme une technique de vaccin contre le VIH.
Le lipide apporte le peptide directement dans les membranes cellulaires ou il peut étre
présenté au systéme immunitaire avec une efficacité maximale.

Les vaccins a ADN sont de petits morceaux d'ADN contenant des génes du VIH inséré dans
des plasmides induisant de fortes réponses T cytotoxiques et T CD4". Aprés injection, les
cellules de I'hote expriment les génes du VIH. Cependant, ce systeme n'est pas bien adapté au
modele primates du fait de la difficult¢ d'obtention de la dose vaccinale efficace apres
injection. De plus, des considérations de sécurité inhérentes a la conception des vaccins a
ADN existent, le matériel génétique du VIH pouvant entrainer l'infection par le virus. Des
vaccins a ADN permettant une production de cytokines en plus des antigénes viraux ont
également été testés et montrent que cette approche agit bien chez les singes mais peu chez
I'Homme (Boyer et al., 2000).
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Les vaccins utilisant des vecteurs recombinants sont construit en incorporant des fragments
de VIH dans la capside d'un virus pouvant infecter les cellules en causant peu ou pas de
symptomes (adénovirus, canarypox). Ces constructions infectent les cellules et se répliquent
entrainant une synthese des antigénes du VIH qui stimulent le systéme immunitaire et induit
principalement des réponses cellulaires.

Les réplicons ont les mémes propriétés physiques que les virus et les vecteurs viraux, y
compris la possibilité de pénétrer dans les cellules de types spécifiques, mais ils ont I'avantage
de ne pas se répliquer apres étre entrés dans la cellule, il y a donc peu ou pas de réponse
immunitaire contre le virus porteur du vaccin. Ainsi, un systéme de réplicon pourrait étre
utilisé a plusieurs reprises chez le méme individu afin de délivrer différents vaccins. Les trois
principaux systémes de réplicons pour les vaccins contre le VIH sont basés sur l'encéphalite
équine du Venezuela, virus de la forét de Semliki, et le virus adéno-associé.

Derni¢rement, la recherche s'intéresse au ciblage des cellules dendritiques de fagon a
orienter de maniére controlée la réponse immunitaire adaptative pour la rendre plus efficace,
plus slire et plus durable. Ainsi, il a été possible d'obtenir une réponse adaptative dirigée
contre le pathogene chez le primate suite a une vaccination ciblant les cellules dendritiques
(Lietal., 2012).

4.2. Les essais vaccinaux. échecs et espoirs

4.2.1. Essai AIDSVAX
Le premier vaccin contre le VIH a étre testé a grande échelle a ét¢ le AIDSVAX, vaccin a
base de protéine recombinante gp120 développé par VaxGen. Il a été congu pour induire des
anticorps neutralisants dans l'espoir de prévenir ou de stopper 1'infection par le VIH.
Le premier essai AIDSVAX, débuté en 1998, reposait sur deux isolats différents de virus de
sous-type B. Il a été testé chez 5400 individus a risque (90% d'homosexuels) aux Etats-Unis,
au Canada, a Porto Rico et aux Pays-Bas. Le vaccin a été injecté 7 fois sur une période de 30
mois (4 0, 1, 6, 12, 18, 24 et 30 mois) avec des visites de suivi pour les analyses de sang deux
semaines apres chaque injection et six mois apres la derniere injection. Les résultats de 1'étude
terminée en 2003 ont montré que le AIDSVAX n'a offert aucune protection significative
contre l'infection par le VIH dans la population étudiée (Flynn et al., 2005).
Le second essai VaxGen de phase III a débuté en Thailande en 1999 utilisant des isolats de
virus de «sous-type E» (maintenant class¢ comme CRF01_ AE) et de sous-type B. Cette ¢tude
a recruté¢ 2500 utilisateurs de drogues injectables en Thailande. Les résultats de I'é¢tude
terminée en 2003 n'ont également montré aucune protection du vaccin AIDSVAX B/E.

4.2.2. Essai STEP
La troisiéme étude a grande échelle réalisée a été 1'essai STEP (HVTN 502) entre 2004 et
2007 par la société MERCK (Buchbinder et al., 2008). Il s'agissait d'une étude multicentrique
internationale, aléatoire, en double aveugle. Le vaccin a été testé sur 3000 volontaires
séronégatifs de diverses populations a haut risque, y compris des HSH et des professionnelles
du sexe, entre 18 et 45 ans. Le candidat vaccin, un adénovirus (MRKAdS) exprimant les
protéines Gag, Pol et Nef de VIH-1 de sous-type B, visait a induire des réponses cellulaires de
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type T CD8. Les résultats de 1'étude ont montré que le vaccin MRKAdS n'induisait aucune
inhibition de l'infection ni diminution de la charge virale. Au contraire, il permettait une
sélection de variant viraux infectieux (Rolland et al., 2011) ainsi qu'une facilitation de
l'infection. Le vaccin aurait entrainé la prolifération des lymphocytes T CD4" et facilité leur
migration vers les muqueuses intestinales, lieu privilégié de la réplication virale (Benlahrech
et al., 2009). Une corrélation entre le titre d'anticorps contre 'adénovirus de type 5 (AdS), la
circoncision et le risque d'infection a été démontrée. En effet, les hommes avec un fort titre
d'anticorps AdS5 et n'étant pas circoncis avaient un risque accru d'infection lors de cette étude.

4.2.3. Essai HVTN 505

2500 hommes américains homosexuels, circoncis et ne possédant pas d'anticorps AdS5 ont
participé a l'essai de phase IIb HVTN 505 entre 2009 et 2013 dont la statégie vaccinale était
de type "prime (ADN)-boost (AdS)". Les exigences sur la circoncision et I'Ad5 ont été mises
en place suite a 1'essai STEP ou il avait été constaté en 2007 une augmentation du nombre
d'infections a VIH chez les personnes vaccinées, en particulier ceux qui n'étaient pas circoncis
et/ou possédaient des anticorps AdS. Des résultats intermédiaires ont démontré que le vaccin
expérimental n'empéche pas l'infection par le VIH et ne permet pas une réduction de la charge
virale chez les vaccinés qui ont ensuite €té infectés par le virus. En effet, 41 infections par le
VIH sont survenues chez les sujets vaccinés (30 chez les receveurs du placebo) et la charge
virale n'a pas été réduite chez 15 des sujets vaccinés ayant été infectés dans les 28 semaines
suivant le début de 1'étude (15 chez les receveur placébo également). De par ces résultats
décevant, l'essai a été stoppé en avril 2013.

4.2.4. Essais PAVE et Phambili

Dans le sillage de 1'essai STEP, PAVE 100, un essai de phase IIB présentant des similitudes
avec le vaccin STEP et impliquant 8500 participants sur 3 continents a été congu. La stratégie
vaccinale était de type "prime (ADN) - boost (AdS)" utilisé lors de 1'essai STEP. Cependant,
au vu des résultats préliminaires de l'essai STEP, PAVE 100 a été réduit a un essai
d'innocuité.

Tout comme I'essai STEP, I'essai Phambili était prévu pour un vaccin Ad5 chez des individus
a haut risque en Afrique du Sud. Cependant, il visait a tester le potentiel protecteur du vaccin
contre les sous-types B et C du VIH. L'étude a été abandonnée a la suite des résultats de
l'essai STEP.

4.2.5. Essais RV144 - essai "Thai" et RV305
L'essai " Thai" s'est déroulé de 2003 a 2009. Plus de 16 000 individus issus de provinces a
forte prévalence de VIH y ont participé. La stratégie vaccinale était de type "prime-boost": la
réponse immunitaire étant tout d'abord préparée par 1’administration d’un vecteur
recombinant CanaryPox (ALVAC-HIV, Sanofi Pasteur) puis "boostée" par injection de la
protéine d’enveloppe gp120 (AIDSVAX B/E). Les résultats de 1'essai ont montré une bonne
tolérance au vaccin ainsi qu'une diminution significative du taux d'infection de 31,2 % par
rapport au placebo (Rerks-Ngarm et al., 2009). Malgré un enthousiasme initial, I'essai RV144
offre une protection en dessous des normes d'homologation d'un vaccin. Etonnamment, il a
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été démontré aprés analyse d'échantillons prélevés deux semaines apres la fin de
I'immunisation que la capacité de fixation des anticorps IgA a l'enveloppe virale était corrélée
avec l'acquisition de l'infection. Au contraire, cette acquisition était inversement corrélée avec
la fixation des anticorps IgG aux boucles V1/V2 de I'enveloppe virale (Haynes et al., 2012).
Suite aux résultats encourageant de l'essai RV144, l'essai RV305 a débuté en avril 2012.
Durant cet essai, les volontaires non infectés de 1'essai RV144 recevront un rappel tardif avec,
soit le méme combinaison d'immunogenes que celle utilisée dans l'essai RV144 (ALVAC +
I'enveloppe AIDSVAX B/E), soit I'enveloppe AIDSVAX BJ/E seul, ou ALVAC seul. Le but
de cet essais est d'évaluer I'innocuité et la tolérance des rappels tardif chez ces volontaires,
d'essayer d'augmenter la réponse immunitaire obtenu dans l'essai RV144 et d'établir un
programme de vaccination prime-boost adéquat pour un futur essai. Les résultats sont
attendus pour 2014.

De nombreux essais sont actuellement en cours de recherche en phases I et II, la réussite bien
que modeste de l'essai RV144 ayant donné une nouvelle dynamique a la recherche vaccinale
anti-VIH (IAVI, 2013). Cependant, malgré les nouvelles stratégies en cours d’étude, le
développement d'un vaccin efficace contre le VIH semble nécessiter encore de nombreuses
années. Les chercheurs s'accordent sur l'importance d'un vaccin combinant une réponse
cellulaire et une réponse humorale spécifique La prévention de l'infection des cellules
présentatrices d'antigeénes, premicres cibles du VIH lors d'une infection par voie sexuelle
jouant un role majeur dans l'immunité, est donc essentielle.
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Chapitre 3 : VIH-1 et cellules présentatrices d'antigenes

1. Susceptibilité des cellules présentatrices d'antigénes a l'infection par le VIH-1
1.1. Cellules dendritiques et infection par le VIH-1

Du fait de leur localisation au niveau des muqueuses et de leur capacité a migrer vers les
organes lymphoides, les cellules dendritiques my¢loides ont été considérées comme jouant un
role prédominant dans la transmission et la dissémination du VIH dans tout I’organisme.

1.1.1. Génération de DCs in vitro pour I'étude de l'infection a VIH-1
Du fait des faibles proportions des populations DCs in vivo (les DCs circulantes représentent
0,5-2% des cellules mononuclées du sang périphérique -PBMCs-, les LCs 2 a 3% des cellules
épidermales) (Banchereau et al., 2000; Banchereau and Steinman, 1998; Liu, 2001) et de la
difficulté¢ d'obtention des DCs ex vivo pour modéliser la fonction immunologique des DCs et
¢tudier leurs interactions avec les VIH, les MoDCs, isolées du sang périphérique, sont
couramment utilisés dans les études expérimentales in vitro.

1.1.1.1. Cellules dendritiques dérivées de monocytes

Les MoDCs sont générées par différenciation de monocytes CD14" du sang périphérique
(représentant 10% des PBMCs) par utilisation de différents cocktails de cytokines pendant 5 a 7
jours.

Ces MoDCs possedent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de DCs myéloides
CDI11c" immatures. Elles expriment en effet fortement les molécules du CMH 11, le CD1 Ic, le
CD25 et le DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Non-integrin). Sous l'action de divers stimuli, tels que le lipopolysaccharhide, le TNF (Tumor
Necrosis Factor), le CD40L et l'interféron y, les MoDCs maturent (Banchereau et al., 2000;
Banchereau and Steinman, 1998) entrainant alors des différences de susceptibilités a I'infection
par le VIH-1 (Sanders et al., 2002).

1.1.1.2. Cellules dendritiques de Langerhans et interstitielles

Les cellules dendritiques de Langerhans et interstitielles peuvent &tre obtenues a partir de
monocytes du sang périphérique en utilisant une combinaison de cytokines: GM-CSF, TGF-f3,
IL-13 (Bechetoille et al., 2006) ou GM-CSF, TGF-p, IL-4 (Geissmann et al., 1998). Cependant,
les LCs ainsi générées ne possedent pas les caractéristiques des LCs in vivo (faible expression
de la langerine et des granules de Birbeck) (Bechetoille et al., 2006).

L'utilisation des cellules souches CD34" isolées a partir du sang de cordon ombilical afin de
générer les LCs et IDCs permet de palier ce manque. Dans notre laboratoire, afin d'accroitre le
nombre de DCs obtenues, les cellules souches CD34" sont tout d'abord amplifiées durant 7
jours dans un milieu contenant les cytokines GM-CSF, SCF, TPO et FI3t-L. Aprés cette phase
de multiplication, les cellules sont différenciées durant 5 jours en LCs et IDCs en présence de
TGF-B1, TNF-a, et GM-CSF (Peressin et al., 2011). Cependant, cette méthode de
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différenciation ne permet pas d'obtenir une culture de LCs, purifiée en absence d'IDCs. Le
passage de la culture cellulaire différenciée sur colonne de séparation, afin de purifier les LCs
des IDCs, mature les cellules qui ne sont alors plus susceptibles a l'infection par le virus.

Afin de palier a ce probléme et d'obtenir une culture de LCs purifiées, les LCs peuvent &tre
isolées de la peau (Pena-Cruz et al., 2001). Les cellules ainsi obtenues sont proches des LCs in
vivo. Cependant, les traitements utilisés de maniere extensive afin de dissocier les cellules de
l'organes sont abrasifs et les cellules ainsi obtenues sont le plus souvent matures et s'infectent
difficilement avec le VIH de tropisme R5.

1.2.2. Interactions cellules dendritiques - VIH-1
Les DCs circulantes, les IDCs et les LCs expriment des taux relativement faibles du récepteur
CD4 et des co-récepteurs CCRS5 et CXCR4 dépendamment de leur état d'activation mais sont
cependant susceptibles a l'infection par le VIH (Smed-Sorensen et al., 2005). En effet, les DCs
immatures expriment préférentiellement le CCRS et peu le CXCR4 les rendant ainsi plus
susceptibles a l'infection par des virus de type R5 que de type X4 (Granelli-Piperno et al.,
1998). Au court de leur maturation, 1'expression du CXCR4 a la surface des DCs augmente
alors que celle du CCRS diminue permettant leur infection par du virus de tropisme X4.
Par rapport aux cellules T CD4", la réplication du VIH dans les DCs est généralement moins
productives (Smed-Sorensen et al., 2005). En outre, in vivo, le pourcentage de DCs infectées
par le VIH est 10 a 100 fois inférieur a celui de lymphocytes T CD4" infectés (Mcllroy et al.,
1995). 1l a été démontré que, en moyenne, 1 a 3% des DCs circulantes pouvaient étre infecté
productivement par le VIH in vitro (Smed-Sorensen et al., 2005).
Cependant, l'infection des DCs in vivo est controversée, des études indiquant l'infection
productive des DCs in vivo est rare (Cameron et al., 1992). Les faibles taux d'expression des
récepteur et co-récepteurs du VIH ainsi que l'expression de facteurs de restriction cellulaire a la
surface des DCs (tels que APOBEC3G ou SAMHDI; voir chapitre 2, paragraphe 2.4) peuvent
expliquer les faibles taux d'infection des DCs.
Il a été proposé que les LCs seraient les premicres cibles du VIH lors d’une transmission
sexuelle (Zaitseva et al., 1997). Plus récemment, d’autres ont proposé que ces cellules ne
seraient pas ou peu infectées (Saba et al., 2010; van der Vlist and Geijtenbeek, 2010).
Bien que I’on estime que ces DCs soient productrices de faibles quantités de virus in vivo, la
réplication du virus a été mise en évidence in vitro dans des MoDCs (Holl et al., 2006b; Su et
al., 2012) ainsi que dans les LCs (Canque et al., 1999; Fahrbach et al., 2007; Kawamura et al.,
2003; Peressin et al., 2011).

1.2. Infection des macrophages par le VIH-1

1.2.1. Génération des macrophages in vitro
L'étude des macrophages est souvent délicate de part leur accessibilité limitée dans les tissus,
des méthodes d'obtention ex vivo inefficaces et la non prolifération des macrophages en culture.
Ainsi, la plupart des études in vitro utilise des macrophages dérivés de monocytes (MDMs)
obtenus par différenciation des monocytes du sang périphérique. Les monocytes peuvent étre
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obtenus par adhérence, élutriation centrifuge ou sélection positive des cellules CD14" du sang
périphérique.

1.2.2. Susceptibilité des macrophages a l'infection par le VIH-1

Il y a plus de 25 ans, les macrophages ont ét¢ décrits comme portant des marqueurs d'infection
productive par le VIH-1 in vivo (Koenig et al., 1986).

En raison de leur localisation dans différents tissus et de la capacité des monocytes a migrer
dans pratiquement tous les organes, notamment le cerveau, avant de se différencier en
macrophages, ils pourraient contribuer a la propagation du VIH-1 chez le patient (Gras and
Kaul, 2010; Schnell et al., 2011; Soulas et al., 2011). Par ailleurs, les macrophages du lait
maternel, cellules majoritaires du colostrum, ont été décrits comme cellules clés dans la
transmission de la mére a l'enfant lors de I'allaitement du fait de leur expression de DC-SIGN
(Yagi et al., 2010). En outre, le VIH-1 a développé des mécanismes afin de prolonger la durée
de vie des macrophages infectés (Reynoso et al., 2012; Swingler et al., 2007) qui sont beaucoup
plus résistants aux effets cytopathiques de la réplication virale que les cellules T CD4" activées
(Igarashi et al., 2001; Perelson et al., 1996; Swingler et al., 2007). Ainsi le VIH induit une
activité télomérase dans les macrophages conduisant a la protection des cellules contre le stress
oxydatif ainsi qu'une dérégulation du récepteur TRAIL (tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand) et une régulation positive des geénes anti-apoptotique bfl-1 et mcl-1
par le M-CSF (macrophage colony-stimulating factor). Les macrophages peuvent donc
"héberger" le virus pendant de longues périodes, constituant ainsi des réservoirs du VIH-1 et un
obstacle majeur a I'éradication du virus chez les individus infectés.

2. Cellules présentatrices d'antigenes et VIH-1: de l'infection a la dissémination

De nombreuses études ont suggéré que le SIV peut rapidement pénétrer la muqueuse vaginale
aprés une exposition virale, puis infecter ou s'associer avec des DCs intra-épithéliales,
lesquelles pouvant intervenir dans la transmission du virus aux cellules T CD4" (Hu et al.,
2000; Hu et al., 1999; Spira et al., 1996). 1l a été démontré dans une étude utilisant des explants
cervicaux exposés au VIH que les MoDCs migratoires du tissus cervical participent a hauteur
de 90% dans la dissémination du virus (Hu et al., 2004). Ces résultats suggerent que les DCs
peuvent jouer un role important dans la transmission du VIH. Les LCs ont été proposées
comme étant les premicres cibles du VIH lors d'une transmission par voie sexuelle. Outre les
DCs immatures, les macrophages résidant dans la muqueuse vaginale sont également les cibles
du VIH in vivo (Shattock and Moore, 2003).

Ces APCs sont non seulement infectées par des particules virales mais ont été décrites
également comme capables de transférer efficacement ces particules aux lymphocytes T CD4"
et joueraient donc un role primordial dans l'infection et la dissémination du virus dans
'organisme. Depuis de nombreuses années, il est estimé que le transfert du VIH-1 de cellule a
cellule est 100 a 1000 fois plus efficace que l'infection par du virus libre (Dimitrov et al., 1993).
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2.1. Mécanismes de transfert du VIH-1 des cellules dendritiques aux cellules T

Les mécanismes de transfert du VIH des DCs aux lymphocytes T CD4" ont été étudiés sans
étre toutefois clairement élucidés. Deux modes de transfert du VIH des MoDCs aux cellules T
CD4" ont été décrits: le transfert en trans durant lequel le virus n’est pas répliqué mais
directement transmis aux lymphocytes T et le transfert en cis au cours duquel les cellules
dendritiques sont infectées productivement. Il a été proposé que ces deux modes de
transmissions ne sont pas des mécanismes dépendants. En effet, durant les premiéres 24 heures
suivant 1’infection des DCs, le virus serait transféré en trans aux lymphocytes T CD4" puis,
dans les jours suivants, le transfert en cis s'effectuerait (Turville et al., 2004).

2.2.1. La synapse virologique

I1 a été démontré qu'un contact cellulaire entre la MoDC et la cellule T est nécessaire pour un
transfert de virus efficace au lymphocyte T (Tsunetsugu-Yokota et al., 1997). Une synapse
virologique se forme au niveau du contact entre les DCs et les cellules T CD4". Cette synapse
est structurellement similaire a la synapse immunologique formée durant la réponse
immunitaire mais posséde des caractéristiques morphologiques et dynamiques différentes
(Vasiliver-Shamis et al., 2010). La formation de la synapse virologique fait intervenir des
interactions entre des molécules d'adhésion (Jolly et al., 2007, Wang et al., 2009) et le
recrutement de récepteurs et co-récepteurs du VIH-1 (McDonald et al., 2003). L'architecture
tridimensionnelle de la synapse virologique formée entre les MoDCs matures et les cellules T
CD4" a été visualisée par microscopie électronique a balayage et tomographie électronique
(Felts et al. 2010). Cette visualisation a révélé que le VIH-1 est localisé dans des invaginations
(ou compartiments) profondes, contigiies avec la surface des DCs. En outre, deux types de
contacts distincts entre les MoDCs et les cellules T CD4" au niveau de la synapse virologique
ont été observés. Durant le premier type de contact, des projections d'actine de la MoDC
permettent des extensions membranaires couvrant ainsi le lymphocyte T CD4". Le second type
de contact fait intervenir des extensions filopodiales des cellules T CD4" atteignant et pénétrant
les compartiments de la MoDC, contenant le virus, contigus a la surface de la MoDC. Ces
observations démontrent que les contacts cellule-cellule impliquent des réorganisations des
membranes cellulaires et du réseau du cytosquelette importantes afin de permettre un transfert
efficace du VIH-1.

2.1.2. Le transfert en trans
Lors du transfert en trans le virus est capturé par une lectine de type C exprimée a la surface de
la DC n'induisant pas la fusion du VIH-1 dans la DC et ne conduisant donc pas a l'infection
productive de la DC. Divers mode¢les de transfert en trans on été proposés.

2.1.2.1. Transfert direct du virus
Lors de la transmission du VIH-1 en trans (absence de réplication) via la synapse virologique
(Garcia et al., 2005; McDonald et al., 2003; Turville et al., 2004), le virus fixé au DC-SIGN ou
une autre lectine de type C est concentré a la surface de la DC. Un contact étroit entre la DC
infectée et la cellule T CD4" permet la formation de la synapse virologique et un transfert
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efficace du VIH-1 aux cellules T CD4" (McDonald et al., 2003). Ce transfert se fait directement
sans formation d'exosomes (voir ci-dessous)

2.1.2.2. Transfert par la voie de sécrétion des exosomes
Les exosomes sont des vésicules libérées par les cellules afin de transmettre des molécules de
signalisation entre cellules. Dans ce mod¢le, le virus utilise la DC comme un cheval de Troie
afin d'échapper au systéme immunitaire et favoriser la propagation de l'infection.
Il a en effet ét¢ démontré que les particules virales capturées par les DCs immatures pouvaient
étre transférées aux cellules T CD4" par exocytose (Wiley and Gummuluru, 2006). Aprés
endocytose du VIH-1, les particules virales sont localisées dans des compartiments riche en
tétraspanine présumés étre des corps multi-vésiculaires (MVBs) (Garcia et al., 2005). Les
particules virales sont alors adressées directement a la voie de sécrétion des exosomes afin
d'étre libérées dans le milieu extracellulaire en association avec les exosomes (Wiley and
Gummuluru, 20006). 11 est supposé qu'afin d'échapper a la dégradation lysosomale, les particules
virales fusionnent avec la membrane du MVB les contenant.
Le VIH serait donc endocyté par les DCs (en I’absence d’infection productive de celles-ci),
maintenu infectieux dans un compartiment endosomal a faible pH, puis redirigé et délivré au
niveau de la synapse virologique apres le contact avec un lymphocyte T (figure 18A) (Kwon et
al., 2002). Ce sont alors les virions infectieux, intactes, précédemment endocytés qui sont
libérés des DCs et non des virions nouvellement produits par les DCs (Wiley and Gummuluru,
2006). Le pouvoir infectieux des virus associés aux exosomes est dix fois plus élevé que
l'infection par le virus libre (Wiley and Gummuluru, 2006).
En outre, ce transfert a ét¢ récemment contesté. En effet, I'utilisation de CD4 soluble (sCD4)
permet d'inhiber le transfert en trans entre les DCs et les cellules T CD4 " suggérant que la virus
est encore accessible aux anticorps et donc non protégé dans des compartiments intracellulaires
et que la voie d’endocytose du virus conduit uniquement a sa dégradation (figure 18B) (Cavrois et al.,
2007).
Afin de concilier les modéles de Kwon et de Cavrois, Yu et al., ont proposé un modele dans
lequel les virions fixés a la surface de la DC par des récepteurs alternatifs seraient présents dans
des invaginations encore accessible aux inhibiteurs et anticorps mais assez profondes pour
qu'une localisation intracellulaire du virus apparaisse en microscopie (figure 18C) (Yu et al,,
2008).
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Figure 18. Modeles de transfert du VIH-1 en trans des DCs aux lymphocytes T CD4. [A] Modé¢le des
exosomes selon Kwon et al., (Kwon et al., 2002). [B] Mod¢le proposé par Cavrois et al., (Cavrois et al.,
2007). [C] Modéle de conciliation proposé par Yu et al., (Yu et al., 2008). (Modifié¢ d'aprés (Yu et al.,
2008)).

La fixation du VIH-1 aux récepteurs alternatifs lors du transfert en trans conduisant souvent a
une dégradation du virale, le virus peut également étre transféré en cis.

2.1.3. Le transfert en cis

Lors du transfert en cis, le virus entre dans la DC par fusion aprées fixation au récepteur CD4 et
un co-récepteur (CCR5 ou CXCR4) exprimés a la surface de la DC. Aprés 24 heures, les
virions nouvellement produit par les DCs sont transmit aux cellules T via la synapse
virologique ou apres migration sur des filopodes. Ainsi, le transfert en cis, se déroulant de 24 a
72 heures suivant l'infection, implique la production de novo de virions par les cellules
dendritiques.

I1 a en outre été décrit que la production virale est accentuée dans les MoDCs en contact avec
des lymphocytes T CD4 (Holl et al., 2010; Su et al., 2012). Cette augmentation de la réplication
du VIH dans les MoDCs favoriserait également un transfert du virus en cis.
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Figure 19. Mécanismes de transmission du VIH-1 des cellules dendritiques aux lymphocytes T CD4".
Le virus peut étre transmis des DCs aux cellules T CD4" par trois mécanismes distincts. [A] Le transfert
direct en trans via la synapse virologique: le VIH-1 se lie au DC-SIGN ou une autre lectine de type C a
la surface de la DCs, "surfe" le long de projections d'actine et se place dans une structure en forme de
poche a la surface de la cellule. Lors du contact entre la DC et la cellule T CD4", la synapse virologique
se forme et est stabilisée par des interactions entre ICAM-1 et LFA-1. Le lymphocytes T CD4 " étend un
filopode (réarrangements du cytosquelette d'actine) dans la structure en poche de la DC afin de capturer
le VIH-1. [B] Le transfert en trans par la voie de sécrétion des exosomes: endocytose du VIH-1 dans les
corps multivésiculaires. Le virus peut alors étre exocyté associé a des exosomes et infecter les
lymphocytes T CD4" a proximité. [C] Transfert en cis: le virus entre dans la DC par fusion et se
réplique. Les virions infectieux nouvellement produit (virion avec une membrane bleue sur le schéma)
bourgeonnent hors de la DC et sont capable d'infecter les lymphocytes T CD4" aprés migration le long
de filopodes ou via la synapse virologique (modifié d'aprés (Coleman, 2013)).

2.1.4. Transfert du virus des cellules de Langerhans aux lymphocytes T CD4"
Contrairement au transfert du VIH-1 des MoDCs aux cellules T CD4", le transfert du virus des
LCs aux lymphocytes T CD4" est plus controversé. En effet, certains ont démontré un transfert
en trans de virus de tropisme X4 de LCs aux cellules T CD4 (Fahrbach et al., 2007) alors que
Kawamura et ses collegues ont montré une absence de transfert de virus X4 en trans et en cis,
le virus de tropisme RS étant transféré efficacement en cis des LCs aux lymphocytes T CD4
(Kawamura et al., 2008). Ces différences observées pour le virus X4 pourraient s’expliquer par
le type de LCs utilisées (différenciées a partir de cellules souches CD34" du sang de cordon
ombilical (Fahrbach et al., 2007) versus isolées de la peau (Kawamura et al., 2008)), le type de
virus (isolats primaires (Kawamura et al., 2008) versus pseudovirus (Fahrbach et al., 2007)), les
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méthodes de détection (microscopie (Fahrbach et al., 2007) versus cytométrie en flux
(Kawamura et al., 2008)).

2.2. Transfert du VIH-1 des macrophages aux lymphocytes T CD4'

Contrairement au transfert entre les MoDCs et les cellules T CD4", la transmission du virus des
macrophages aux lymphocytes T CD4" a été relativement peu étudiée. Dés 1999, il a été
démontré un transfert rapide du VIH-1 entre des macrophages infectés et des PBLs non infectés
nécessitant un contact direct entre les cellules et étant plus efficace qu'une infection par le virus
libre (Carr et al., 1999). Plus récemment, une étude a démontré que les MDMs forment une
synapse virologique afin de transférer le VIH-1 aux lymphocytes T (Groot et al., 2008). Un
MDM infecté pouvant transférer en cis le virus a au moins une cellule T toutes les 6 heures via
une synapse virologique se formant de fagon transitoire (Groot et al., 2008).

Dans les MDM infectés, il a été démontré que la protéine Gag s'accumule dans des
compartiments riche en tétraspanines suggérant ainsi un réservoir viral. Cependant, lorsque les
MDMs sont co-cultivés avec des lymphocytes T CD4" et qu'une synapse virologique se forme,
la protéine Gag, contenue dans les compartiments, migrent rapidement (5-10 minutes) jusqu'a
la synapse afin d'étre transférée efficacement aux cellules T (Gousset et al., 2008).

Outre le fait que seule une étude a démontré un transfert du VIH-1 des macrophages aux
cellules T CD4, elle ne traite pas du transfert précoce du virus en trans. En effet, dans cette
¢tude, les macrophages sont déja infectés par le virus et ne permet donc pas l'analyse du
transfert en trans qui est impliqué dans les étapes précoces de la dissémination virale.

2.3. Role des récepteurs alternatifs dans l'infection des cellules présentatrices
d'antigenes et le transfert du virus

Outre la molécule de CD4, récepteur du VIH-1, et les co-récepteurs CXCR4 et CCRS, d'autres
récepteurs exprimés a la surface des APCs interagissent avec la gp120 du virus. Ces récepteurs
alternatifs peuvent lier les particules virales favorisant ainsi les interactions avec le CD4 et / ou
les co-récepteurs et sont impliqués dans un transfert viral.

2.3.1. La langerine

Le réle de la langerine, exprimée spécifiquement a la surface des L Cs, dans I’infection des LCs
est controversé. En effet, il a été décrit que le VIH pouvait étre transféré en trans (voir
paragraphe 2.1.2) des LCs aux lymphocytes T CD4" aprés sa fixation sur la langerine
(Fahrbach et al., 2007). D’autres, au contraire, proposent que la langerine interviendrait dans la
dégradation du virus aprés internalisation dans les granules de Birbeck, exclusivement
présentes dans les LCs (de Witte et al., 2007b; van der Vlist and Geijtenbeek, 2010). Enfin,
d’autres encore suggerent que la langerine ne devrait pas étre considérée comme un récepteur
alternatif du VIH car elle ne participerait pas a I’infection des LCs (Kawamura et al., 2003;
Kawamura et al., 2008; Peressin et al., 2011).
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2.3.2. Le DC-SIGN
Le DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin), peu exprimé a la surface des LCs, IDCs et MDM s mais fortement exprimé par les
MoDCs, est considéré comme un récepteur alternatif de choix, de par sa forte affinité pour la
gp120, ainsi que par sa capacité a rapprocher le VIH du CD4 et du corécepteur. Il est décrit
comme intervenant dans la fixation suivie de I’endocytose du virus, 1’infection productive des
cellules dendritiques, et dans le transfert du virus des cellules dendritiques vers les lymphocytes
T (Nobile et al., 2003). En effet, la surexpression du DC-SIGN a la surface des cellules
dendritiques promeut I'entrée du VIH-1 dans les DCs et leur infection (Lee et al., 2001). La
liaison du virus au DC-SIGN déclenche une cascade de signalisation favorisant la réplication
du VIH-1 dans les DCs (Gringhuis et al., 2010). Aprés capture par le DC-SIGN, le VIH-1
internalisé par endocytose est majoritairement dégradé par le protéasome. Cependant, certains
virions échappent a la dégradation et sont redirigés vers des compartiments intracellulaires non-

lysosomiaux et peuvent étre transférés aux cellules T CD4 (Geijtenbeek et al., 2000; Kwon et
al., 2002).

2.3.3. Les siglecs

Les siglecs (Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins) sont des lectines de type I
exprimées a la surface des cellules immunitaires. La siglec-1 (CD169) exprimée par les
MoDCs et les MDMSs (pas ou peu exprimé a la surface des LCs et IDCs) a été récemment
décrite comme essentielle pour la capture du VIH-1 par les MoDCs de par sa liaison avec le
ganglioside GM3 (glycosphingolipide contenant des acides sialiques) présent dans la bicouche
lipidique du virus (Puryear et al., 2013). En outre, le virus utilisent également cette liaison
acides sialiques/siglec-1 afin de faciliter sa fixation aux macrophages et d'améliorer ainsi sa
liaison au CD4 (Zou et al., 2011).

2.3.4. Le DCIR
La molécule de DCIR (DC immunoreceptor) est une lectine de type C peu étudiée. Elle est
fortement exprimée a la surface des MoDCs et des MDM s mais est peu exprimée par les LCs
(Bates et al., 1999). Le DCIR a été décrit comme récepteur du VIH-1 grace a sa région "neck" a
la surface de la MoDCs immature et est impliqué dans la transmission du VIH-1 des MoDCs
aux cellules T en trans et en cis (Lambert et al., 2008).

2.3.5. Le récepteur au mannose

Le récepteur au mannose est une lectine de type C dont la fonction est de reconnaitre des
mannoses exprimés a la surface de particules étrangeres. Il est fortement exprimé a la surface
des MDMs, des IDCs et de MoDCs et lie, via son domaine carbohydrate, la gp120 du VIH-1.
La capture du virus par le récepteur au mannose facilite I'entrée virale par fusion et peut fournir
une voie naturelle pour la dégradation du VIH par la voie endolysosomal dans les MoDCs
(Turville et al., 2003). 11 a été également démontré que l'infection par le VIH est liée a une
diminution de 1'expression du récepteur au mannose a la surface des macrophages alvéolaires
(Koziel et al., 1998) et qu'il joue un réle dans le transfert du virus des macrophages aux cellules
T (Nguyen and Hildreth, 2003).
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2.3.6. Les syndécanes

La faible expression du CD4 a la surface des macrophages est insuffisante pour médier
l'attachement du VIH. Les syndécanes 1, 2 et 4, des protéoglycanes héparane sulfate (HSPGs),
sont fortement exprimé sur les MDM S (pas ou peu a la surface des LCset IDCs) et sont nécessaire
a l'attachement du virus sur ces cellules, compensant ainsi le faible taux de CD4 (Saphire et al.,
2001). Au contraire, des macrophages, les M0oDCs immatures, les LCs et les | DCs expriment
fortement le syndécanes 3. Ces HSPGs ont également la capacité de capturer, via leur chaine
héparane sulfate, le virus a la surface de cellules (Bobardt et al., 2003) et de le transférer
efficacement en trans des DCs aux cellules T CD4" (de Witte et al., 2007a). Ils concentrent
¢galement les virus a la surface de macrophages augmentant alors les probabilités d'interaction
entre les particules virales et les molécules de CD4 (Saphire et al., 2001).

3. Inhibition par les anticorps de l'infection des cellules présentatrices d'antigenes
et du transfert du VIH-1 aux cellules T CD4"

3.1 Neutralisation de l'infection des cellules présentatrices d'antigenes

Les anticorps neutralisants sont capable d'inhiber efficacement la réplication virale dans les
MoDCs infectées par du virus libre par deux mécanismes distincts: neutralisation du pouvoir
infectieux via la partie Fab des immunoglobulines G et inhibition faisant intervenir le domaine
Fc des IgG et les récepteurs Fey présents a la membrane cellulaire des MoDCs. Ainsi, le virus
opsonis¢ par les anticorps serait détruit dans un compartiment endo-lysosomal apres
internalisation des complexes immuns fixés via les récepteurs Fcy. En outre, les anticorps non-
neutralisants inhibiteurs, incapables de neutraliser les isolats primaires lors de I’infection de
lymphocytes par le virus libre, ont également la capacité d’inhiber efficacement la réplication
virale dans les macrophages et les MoDCs (Holl et al., 2006a).

Une inhibition de l'infection efficace par les anticorps neutralisants et non-neutralisants
inhibiteurs dans les LCs et IDCs comparable a celle observée dans les MoDCs a été observée
(Peressin et al., 2011).

Dans la plupart des cellules, le VIH-1 s'assemble au niveau de la membrane plasmique de la
cellule hote. 11 a néanmoins été démontré que dans les macrophages les virus s'assemblent dans
des compartiments "endosome-like" reli¢ a la membrane plasmique du macrophages par des
petit canaux (Welsch et al., 2007) permettant ainsi aux compartiments d'étre accessibles a
I'environnement extracellulaire. Cette liaison permettrait aux anticorps d'atteindre les
compartiments d'assemblage du VIH-1 et ainsi d'inhiber efficacement le virus. Cependant,
d'autres études suggerent, qu'au contraire, ces compartiments contenant le virus ne seraient pas
accessible aux anticorps et aux petites molécules et seraient donc des obstacles a I'élimination
du réservoir viral (Chu et al., 2012; Koppensteiner et al., 2012).
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3.2. Inhibition du transfert du VIH-1 aux lymphocytes T CD4" par les anticorps

L’activité inhibitrice des anticorps sur le transfert du VIH est controversée. Les divergences
dans les données résultent en grande partie des différences dans les méthodes expérimentales
utilisées: utilisation de lignées cellulaires ou de cellules primaires, infection par des isolats
primaires ou des pseudovirus, méthodes de détection du transfert différentes (cytométrie en
flux, immunofluorescence, PCR) et, surtout, étude des étapes précoces ou tardives du transfert.
Au regard du tableau 2 résumant les connaissances sur l'inhibition du transfert par les anticorps
neutralisants précédemment décrits (inhibition par l'anticorps en vert, absence d'inhibition en
rouge), la controverse existant sur l'efficacité des anticorps dans le transfert du VIH-1 des
APCs aux cellules T CD4 réside majoritairement dans 1'étape de transfert étudiée. En effet, les
différentes équipes s'accordent sur l'activité inhibitrice des anticorps sur les étapes tardives du
transfert du virus (blocage de l'infection productive de la cellule cible), tous les anticorps
neutralisants testés inhibant l'infection de la cellule cible. De méme, a l'exception de l'anticorps
neutralisant 2G12, les différents résultats d'inhibition des étapes précoces du transfert
(formation de la synapse virologique) concordent: les anticorps neutralisants anti-gp41 2F5 et
4E10 n'ont pas d'activité inhibitrice au contraire de l'anticorps neutralisant anti-gp120 b12 qui
inhibe la formation de la synapse virologique dans les différentes études réalisées. Certaines
équipes considerent donc que les anticorps 2F5 et 4E10 n'ont pas d'efficacité dans le transfert
alors qu'ils seront actifs dans I'inhibition du transfert selon d'autres, créant ainsi une discorde.

A T'heure actuelle, nous ne disposons que de trés peu de données sur 1'activité des anticorps sur
le transfert (précoce et tardif) du VIH-1 des APCs primaires aux cellules T CD4 primaires, la
majorité¢ des études ayant été réalisées sur des lignées cellulaires et ne reflétant donc pas la
physiologie de l'infection.
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Effet sur letransfert

Donneur Cible Virus Méthode de Etapes précoces Etapestardives Références
détection (étudedela (analyse del'infection
formation delaVs) delacellulecible)
Lignéescellulaires
CF 2G12,b12 (Sanchez-Palomino et al., 2011)
MOLT CDh4 Virus primaire 2F5,4E10
CF et PCR bl2, 2F5, 4E10 2F5,4E10, b12 (Massanella et al., 2009)
Jurkat Jurkat Virus primaire PCR 2G12, bl12, 2F5 (Martin et al., 2010)
Pseudovirus et virus sCD4, b12,2G12, 2F5, 4E10 (Durham et al., 2012)
Jurkat MT4 et CD4 primaire CF
Pseudovirus sCD4, b12, 2F5 (Chen et al., 2007)
PBMCs TZM-bl Virus primaire IF 2F5,4E10, 2G12, VRCO1, b12 (Abela et al., 2012)
MoDCs HOS-CD4 Pseudovirus IF sCD4 (Yu et al., 2008)
MoDCs TZM-bl et CD4 Virus primaire IF VRCO1, bl2, 2G12, 2F5, (Sagar et al., 2012)
4E10, PG16
Raji-DC-SIGN CD4 Pseudovirus CF bl12 2F5 (van Montfort et al., 2007)
et MoDCs 4E10, 2F5,2G12
Cellulesprimaires
MoDCs et LCs PBLs Virus Primaire CF sCD4 (Cavrois et al., 2007)
bl12, 2F5 2F5,b12 (Ganesh et al., 2004)
MoDCs CD4 Virus primaire CF VRCO1, VRCO03, b12, 2G12, (Su et al., 2012)
2F5,4E10
MDMs CD4

Aucunes données a cejour

Tableau 2. Etat des connaissances sur l'inhibition du transfert du VIH-1 de cellule a cellule par les anticorps. VS = synapse virologique, CD4 =cellules T CD4
primaires, MoDC = cellules dendritique dérivées de monocytes, LC = cellules dendritique de type Langerhans, PBL = lymphocytes du sang périphérique,
MDM = macrophage dérivés de monocytes, Raji-DC-SIGN = lignée cellulaire Raji exprimant la molécule de DC-SIGN, HOS-CD4 = lignée humaine
d'ostéosarcome exprimant la molécule de CD4, IF = immunofluorescence, CF = cytométrie en flux. Rouge: pas d'inhibition par l'anticorps. Vert: inhibition par

l'anticorps.
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Objectifs de 1'¢tude

La transmission du VIH-1 au niveau des muqueuses sexuelles joue un role critique dans la
pathogénése virale et définir les mécanismes de cette transmission est primordial dans le
développement de stratégies permettant de combattre le VIH-1. Les cellules présentatrices
d'antigénes (macrophages et cellules dendritiques de type Langerhans et interstitielles) sont
considérées comme les premicres cibles du virus dans la muqueuse vaginale et I'inhibition de
leur infection et du transfert aux lymphocytes T CD4 constitue une priorit¢ dans la lutte
contre l'infection par le VIH-1.

De nombreuses études ont été réalisées sur le transfert du virus des cellules dendritiques
dérivées de monocytes (MoDCs) aux cellules T CD4. De maniére intéressante, ces MoDCs
ont été décrites comme transférant efficacement in vitro en trans (absence d'infection des
APCs) et en cis (infection productive des APCs) le VIH aux lymphocytes T CD4, cibles
principales du virus. Ce transfert de cellule a cellule, extrémement efficace, faciliterait la
dissémination du virus dans 1’organisme. Il serait donc particuliecrement important de
l'inhiber. L'efficacité des anticorps neutralisants a inhiber ce transfert ont ét¢ récemment décrit
dans I'équipe (Su et al., 2012).

Cependant, peu d'études ont analysé le transfert du VIH-1 des cellules dendritiques de types
Langerhans (LCs) et interstitielles (IDCs) ou des macrophages (MDMs), cellules présentes au
niveau des muqueuses lors de la transmission du VIH par voie sexuelle, aux lymphocytes T
CD4. Enfin, l'inhibition de ce transfert par les anticorps n'a pas été analysée.

Dans ce contexte, les objectifs de mon étude ont été (i) de déterminer les mécanismes de
transfert en cis et en trans du VIH-1 d'APCs (macrophages et cellules dendritiques de type
Langerhans et interstitielles) présentes dans les muqueuses aux lymphocytes T CD4 primaires
et (i1) d'étudier I'activité inhibitrice des anticorps sur ce transfert.

Les travaux de thése comparant les mécanismes de transfert du VIH-1 de différentes cellules
présentatrices d'antigénes (cellules dendritiques de types Langerhans et interstitielles et
macrophages) aux lymphocytes T CD4 sont présentés sous la forme d'un manuscrit en
soumission (Manuscrit 1). L'étude de l'activité des anticorps sur le transfert du virus des
macrophages aux lymphocytes du sang périphérique est exposée sous la forme d'un manuscrit
en cours de rédaction (Manuscrit 2). Enfin, I'é¢tude des capacités inhibitrices des anticorps sur
le transfert du VIH-1 des MoDCs aux cellules T CD4 a laquelle j'ai contribué au sein de
1'équipe du Dr Christiane Moog est présentée en annexe (Publication 1).
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Les mécanismes de transfert du VIH-1 des cellules dendritiques dérivées de monocytes ont
été étudiés précédemment au laboratoire. Afin de nous rapprocher des conditions de transfert
du VIH dans les muqueuses, nous avons généré des cellules dendritiques de type Langerhans
et interstitielles (LCs/IDCs) et des macrophages dérivés de monocytes (MDMs). Nous avons
analysé le transfert du VIH-1 aux lymphocytes T par ces cellules présentatrices d'antigénes
présentes dans les muqueuses.

Nous avons démontré que ces APCs transférent le VIH-1 efficacement aux cellules T CD4
selon deux mécanismes distincts: les LCs/IDCs transférent le virus aux lymphocytes T CD4
majoritairement en cis alors que les MDMs transferent le VIH-1 en frans et en cis dans des
proportions similaires. La capacit¢ de fusion du VIH dans les APCs est plus faible en
présence de cellules T CD4 qu'en absence de celles ci, suggérant des modifications du
processus d'infection des APCs en présence de lymphocytes T. En outre, la fusion des virions
est plus rapide dans les MDMs et les anticorps neutralisants inhibent plus efficacement le
transfert du VIH-1 a partir des MDMs que des LCs/IDCs.

Cette étude montre les contributions majeures de différents types de cellules présentatrices
d'antigénes présentes dans la muqueuse dans la dissémination du virus dans l'organisme et
suggere que le virus détourne les propriétés de ces cellules afin de faciliter sa dissémination.
Les macrophages transmettraient le virus en trams rapidement aux lymphocytes T CD4
recrutés au niveau de la porte d'entrée du virus. Par la suite, les LCs et IDCs qui ont capturé le
VIH participeraient a la dissémination du virus plus tardivement suite a leur migration dans
les organes lymphoides.
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Abstract

Objective: The chronology of HIV infection in mucosal tissue after sexual transmission is
unknown. Several potential HIV targets cells are present at these sites, including dendritic
cells (DCs), macrophages and CD4 T-lymphocytes. DCs and macrophages are antigem-
presenting cells (APCs) and are thus involved in crosstalk with T-cells, This close contact may
favor efficient HIV-1 transfer to T-lymphocytes, resulting in rapid HIV-1 dissemination.
Design: We investigated the role of APCs in HIV transfer to T-cells by incubating Langerhans
DCs and interstitial DCs (LCs/IDCs) or monocyte-derived macrophages (MDMs) with HIV for 2
howurs before addition of uninfected autologous CD4 T-lymphocytes,

Methods: HIV infection was recorded after different time points. Following staining, the
measurement of intracellular p24 in the different cell populations was analyzed by flow
cytometry,

Results: We showed that LCs/IDCs and macrophages efficiently transferred HIV to CD4 T-
cells. Interestingly, a rapid HIV transfer in frons predominated in MODMs, whereas cis transfier
mainly occurred in LCs/IDCs cocultures, Neutralizing antibody 2G12, added to HIV-loaded
APCs, efficiently blocked both the trans- and the cis-infection of T-cells.

Conclusions: These findings highlight the major contributions of variows mucosal cells in HIV
dissemination and suggest that HIV hijacks the different properties of APCs to favor its
dissemination though the body. They emphasize the role of macrophages in the rapid
transmission of HIV to T-lymphocytes at mucosal sites, DCs being prone to migrate to

Iymphoid organ for subseqguent dissemination by cis-transfer,

Keywords: HIV, cell-to-cell transfier, Langerhans dendritic cells, macrophages, lymphocytes
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Introduction

Following sexual mucesal transmission, Langerhans dendritic cells [LCs), interstitial
DCs (IDCs), macrophages and T-lymphocytes residing in mucosal and submucosal tissues are
the first immune cells facing the virus [1-3]. T-lymphocytes are the principal HIV target cells
during acute infection, but antigen presenting cells (APCs) as DCs residing at mucosal sites
are also infected with HIV-1 [3-6] . However, the chronology of cell infection in mucosal sites
remains unclear: some authors consider DCs to be the first target cells [3-5, 7], whereas
others argue that T-cells recruited to the mucesa are responsible for HIV dissemination [2,
8]. The early contribution of macrophages (another type of APCs) to HIV infection was also
suggested [9, 10]. Regardless of the nature of the cells initially targeted by HIV, it is now
widely accepted that cell-to-cell spread is the initial step of HIV rapid dissemination [11]. LCs,
IDCs and macrophages are involved in crosstalk with T-cells and are therefore expected to
play a key role in HIV-1 transfer to neighboring T-cells, thereby contributing to the rapid
propagation of HIV.

The mechanism of HIV transfer has been explored almost exclusively through the use
of monocyte-derived DCs (MoDCs), a population of DCs readily generated from blood
monacytes. A two-step process of HIV transfer has been described in this population [12]. At
early time points, direct transfer of the virus from DCs to T-lymphocytes occurs in Erans,
without productive infection of DCs. Subsequently, following de nove synthesis of viral
particles, a transfer of HIV in cis to neighboring permissive target cells has been observed.
This two-step transfer process may invaolve the formation of virological synapses [13, 14], the
binding of HIV particles to alternative receptors [15] (such as DC-5IGMN [16-18]), or the
formation of exosomes [19, 20].

In mucosal tissues, the specific characteristics of resident LCs, IDCs and macrophages
may influence the mechanism by which viral particles are transferred to neighboring cells.
These cells express specific markers and, by contrast to MoDCs, do not express DC-5IGN. The
mechanism of HIV transfer from these APCs has been poorly studied. For the particular case
of LCs, the role of langerin in HIV infection and transfer remains a matter of debate [7, 21,
22]. HIV transfer from macrophages to T-cells has been studied mostly following the budding
of newly produced viruses [or pseudoviruses) by infected macrophages, corresponding

essentially to transfer in ¢is {Groot, 2008 #29}.
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In this study, the respective contributions of LCS/IDCs and macrophages to HIV
transfer to T-lymphocytes were assessed at early time points. These APCs transferred HIV to
T-cells efficiently, but at different rates and through distinct mechanisms: MDMs transferred
HIV rapidly in trans to T-lymphocytes, whereas LCs/IDCs preferentially transferred HIV in cis.
Transfer by bath the trans and cis mechanisms was inhibited by neutralizing antibody 2G12,

although the inhibition of HIV transfer was most effective in MDMs cocultures,

Methods

Antibodies, inhibitors and cytokines

Mouse monoclonal antibodies (Abs) used for cell staining: CD3-VipBlue [SBW264/56), and
CD83-APC (HB15) were purchased from Miltenyi Biotec 5AS% [France); HIV-1 antigen pld
KCS7-FITC (FH190-1) and CD207-PE (DCGMO4) were obtained from Beckman-Coulter [Roissy,
France); CD11b/MAC-1-APC-Cy7 (ICRF44), CD3-PE (UCHT1) were obtained from BD
Bioscience and CD64-R-PCS (10.1) from AbD Serotec.

Viability staining: The “Live/Dead” Fixable Dead Cell Stain Fluorescence kit was purchased

from Invitrogen Life Science (Applied Biosystems Inc. California, USA).

HIV-1-specific Abs; Human anti-HIV-1 IgG; 2612 was obtained from Polymun Scientific GmbH

(Vienna, Austria).

HIV-1-specific inhibitors: HIV-1 fusion inhibitor Fuzeon (T20) [AIDS Research and Reference
Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH) was used at a final concentration of 10
pg/ml. Azidothymidine [AZT), was used at a concentration of 5 pM. Indinavir (AIDS Research
and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, MIH) was used at a final

concentration of 1 uh.

Cytokines: All cytokines used for cell culture and differentiation were purchased from
Miltenyi Biotec SAS (France], with the exception of GM-C5F, obtained from RE&D Systems.

Ethics statement
Umbilical cord blood was obtained from healthy full-term newborns with written

parental informed consent according to the guidelines of the medical and ethical
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committees of Hopitaux Universitaires de Strasbourg and Université de Strasbourg, France,
and in full compliance with French law.

Human peripheral blood samiples were collected from anonymous HIV-1- and HCV-
seronegative donors [Etablissement Frangais du Sanmg (EFS), Strasbourg) according to the
guidelines of the medical and ethical committees of EFS and Université de Strasbourg,

Franmce.

Cell preparation

Langerhans cells (LCs) and interstitial dendritic cells {(IDCs) were derived from purified
CD34" hematopoietic progenitor stem cells obtained with immunomagnetic bead kits for the
isolation of human CD34" cells (AutoMacs; Miltenyi Biotec), after Ficoll-Hypague
sedimentation. Purified CD34" cells were cultured in RPMI containing 10% FCS and
supplemented with 50 ng/ml Flt3-L, 50 ngf/ml GM-C5F, 25 ng/ml SCF and 10 ngfml TPO at
37"C, under an atmosphere containing 5% CO0;, for seven days to allow cell multiplication.
CD34" cells were then stimulated to differentiate into LCs/IDCs by incubation for another
five days in RPMI containing 10% FCS, supplemented with 50 ng/ml GM-CSF, 6 ng/ml TGF-J},
and 2 ng/ml THF-c.

Autologous CD4”™ T lymphocytes were purified by CD4 positive selection on the CD34°
population (AutoMacs; Miltenyi Biotec). Cells were then activated by incubation with
phytohemaglutinin-A (PHA) (10 wg/million cells) for 3 days, before freezing in liquid nitrogen.
Cells were thawed one day before use.

Monocyte-derived macrophages (MDMs] were obtained by differentiation from
blood monocytes. Briefly, monocytes and PBLs were obtained by centrifugal elutriation after
Ficoll-Hypague sedimentation. 3.75 x 10° monocytes per well were seeded in 48-well plates
and differentiation into macrophages was induced by incubation in AIM medium
supplemented with Glutamax (1 X) in the presence of GM-CSF (1 ng/ml) for 5 to 7 days.
Autologous PBELs were activated by incubation with PHA (10 pgfmillion cells) for 3 days and

were then frozen in liguid nitrogen until use,

Virus preparation
Primary isplates of HIV-1 were amplified on human blood leukocytes, as previpusly

described [25]. Virus stocks were collected at peak virus production and were concentrated
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by a factor of 70 with a 100-kDa cutoff polyethersulfone filter (Centricon 70 Plus Biomax
Filter, Millipore, France), HIV-1a, isolates (subtype B, RS strain) were provided by 5. Gartner,
M. Popovic and R. Gallo from the NIH. HIV-1py; (subtype C, RS strain) was obtained from 5.
Engelbrecht from MNHLS, University of Stellenbosch, Tygerberg, South Africa.

HIV transfer experiments with LCs/1DCs and outologous €04 T cells

LCs/IDCs were infected and cocultured with CD4" T lymphocytes in conditions similar
to those previously described for HIV-1 transfer experiments [26-28]. Briefly, immature
LCs/IDCs were incubated with HIV-1g, or HIV-11y, at a concentration of 500 ng/ml viral p24
antigen for two hours. Cells were then thoroughly washed to remove unbound viral
particles, and resuspended at a density of 8 x 10° cells/ml in RPMI containing 10% FCS. We
added 25 pl of HIV-1-loaded LCs/IDCs suspension to 25 pl of a suspension of autologous
stimulated T cells at a density of 16 x 10° cell/ml (corresponding to a DC/T cell ratio of 1:2).
When indicated, NAb 2612, AZT (5 uM), indinavir (1 pM) or T20 (10 pg/mL) were added to
the coculture at the same time as T cells. Cultures were carried out in a final volume of 100
plfwell. As a control, HIV-1-exposed LCs/IDCs and infected Ilymphocytes were cultured alone
in similar conditions. The phenotype and productive infection of each cell population in the

coculture was assessed by flow cytometry after 72 hours of culture.

HIV transfer experiments with MDMs and autologous PBL

As MDMs are adherent cells, we therefore adapted the transfer experiment protocol
accordingly. MDMSs (cultured in a 48-well plate, 0.375 x 10%/well) were incubated with 150
pl of diluted HIV-1g,, primary RS isolate (corresponding to approximately 200 ng/m| viral p24
antigen) per well for 2 hours. Cells were extensively washed and 50 pl of a suspension of
autologous stimulated PBLs was added (7 x 10° T cell/m, corresponding to an MDM/T cell
ratio of 1:1). When indicated, NAb 2G12, AZT (5 pM), indinavir (1 pM) or T20 (10 pg/mL)
were added to the coculture at the same time as T cells. Cultures were carried out in a final
volume of 150 pl/well. The productive infection of each cell population in the coculture was
assessed by flow cytometry after 48 hours.
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Cell staining and flow cytometry assay

Briefly, cells were labeled by incubation with the “Live/Dead” kit for 10 minutes at
room temperature. Cells were then stained for 10 minutes at 4°C with Abs directed against
CD11b, CD83 and CD3 for LC/IDC cocultures, or CDB4 and CD3 for MDM cocultures. Next,
cells were fixed and permeabilized using Cytofix and Perm/Wash kit solutions (BD
Biosciences). Finally, MDM cocultures were stained for intracellular p24 antigen and DC
cocultures were stained for CD207 and p24. The percentage of cells infected in each cell
population was analyzed by flow cytometry. Multicolor acquisition was performed with LSRII
S0RP cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA) as previously described [21, 29, 30]. Final

analysis and graphical output were carried out with FACS Diva software [BD).

Statistical analysis

Groups were compared using GraphPad Prism 5.04 software (GraphPad, 5an Diego,
California, USA) using a two-tailed unpaired t-test in fig. 3 and a matched paired Wilcoxon -
test in fig. 4. Values of *p<0.01 and **p<0.001 were considered to be statistically significant.

Results
Efficient HIV transfer from APCs to T-lymphocytes

We investigated the contribution of APCs residing in the mucosa to HIV transfer to T-
Iymphocytes, by generating different types of HIV target cells: (1) primary Langerhans and
interstitial OCs (LCs/IDCs) [21, 29), (2) monocyte-derived macrophages and (3) autologous
PHA-activated T-lymphocytes. These cells have phenotypes closely resembling those of the
different APCs and memory T-cells residing in mucosal and submucosal tissues [31, 32]. We
analyzed the early transfer of HIV, by investigating transfer to T-cells after 2 howrs of APC
incubation with HIV-1 [12]. At various time points, we assessed by flow cytometry the
phenotype and the productive infection [intracellular viral protein p2d) of the different cell
populations (Fig 1a and b).

Kinetic studies of HIV transfer showed that the productive infection of CD3" T-cells in

MDM cocultures was sporadic on day 1 [data not shown), but was systematically detected
on day 2 (Fig. 1b and 1c). In DC cocultures, the percentage of infected CD3" T-cells was only
just above the detection threshold on days 1 and 2 (data not shown), despite the use of
similarly high viral inoculate. After three days of DC/T-cell coculture, 2.5% of the CD3" T-cells
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were p24° (Fig. 1a and 1c). Experiments performed on cells isolated from several donors
showed that HIV transfer to T-cells was repeatedly observed two and three days post
infection in MDMs and LC/IDC cocultures, respectively (Fig. 1c). The differences in the rate of
HIV transfer observed with MDMs and LCs/IDCs suggest that these different types of APCs

transfier HIV to T-cells through distinet mechanisms.

HIV trans-infection of T-cells in cocultures

Mext we investigated the relative contributions of HIV trans and cis infection from
APCs to T-lymphocytes. To limit analysis to trans, we blocked the production of de novo viral
particles by adding an HIV-1 protease inhibitor, indinavir. The proportion of T-cells infected
by transfer in trans was determined (Fig. 2a). In these conditions, about 20% of the T-cells
were infected through trans-infection in LCS/IDCs cocultures, whereas with MDMs, half of
the T-cells were infected in trans. Thus, macrophages rapidly and efficiently transfer HIV
particles to T-cells in trans, while LCs/IDCs transfer HIV principally in efs.

Moreover, in presence of indinavir, the percentages of MDMs and LCs/IDCs
displaying HIV replication were similar to those observed in the absence of protease
inhibitor on days 2 and 3, respectively, indicating that a single cycle of infection had oocurred
in APCs at these time points (Fig. 2b). These results emphasize the differences in HIV
replication and transfer kinetics between MDMs and DC subsets.

Early HIV fusion events and HIV replication in APCs

The efficient trans infection of T-cells in MDM cocultures suggested that HIV particles
were rapidly transferred to T-cells before fusion with MDMs, We thus analyzed the
percentage of HIV that fused to APCs during the two hours of incubation and before the
addition of lymphocytes by treatment with the fusion inhibitor T20 (Fig. 3a). In coculture
conditions, more than half the total number of HIV particles bound to MDMs had already
fused with the cells, whereas in the same conditions, less than 30% had fused with LCs/1DCs.
HIV fusion capacity was also analyzed in APCs in the absence of T-cells, The percentage of
the virus particles fused to APCs was 44% of control values for LCs, 51% for 1DCs, and 76% for
MDMs (Fig. 3b). These results show that the fusion capacity of HIV is higher with MDMs than
with LCs/IDCs. Interestingly, the capacity of HIV to fuse with APCs was generally lower in the
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presence of T-cells, suggesting that in coculture conditions, APCs are more susceptible to
infection,

As coculture decreased the fusion capacity of HIV to APCs, we determined the
percentage of infection of LCs/IDCs or MDMs in both the presence and absence of T-
lymphocytes (Fig. 4). We found that the percentage of infected LCs and IDCs in the presence
of T-cells was higher than in the absence of T-cells (Fig. 4a). Conversely, the addition of T-
cells to MDM cultures decreased the percentage of infected macrophages (Fig. 4b). Similar
results were obtained with HIV-1p, strains (Fig. 4¢ and 4d). Thus, coculture with T-cells
triggered changes in the fusion and replication of HIV in APC cocultures with T-cells: 1) lower
levels of fusion and higher levels of HIV replication in LCs/I1DCs, and 2) lower levels of both
fusion and HIV replication in MDMs.

Antibody-mediated inhibition of HIV-1 transfer from APCs to T lymphocytes

As the neutralizing Ab (NAb) 2G12 strongly inhibit infection of LCs/IDCs and MDMs
[21, 33], we investigated its ability to inhibit trans and cis infection.

We assessed the effect of various concentrations of NAb 2G12 on the inhibition of
HIV transfer to T-lymphocytes. NAb 2G12 efficiently inhibited HIV transfer to T-cell infection
in both types of cocultures (Fig. 5a). Surprisingly, the inhibition of HIV tranmsfer to
lymphocytes was one thousand fold more effective in cocultures with MDMs than with
LCs/IDCs. Indeed, NAb 2G12 inhibited the transfer of HIV from MDMs to T-cells with an 1Cg,
(inhibitory concentration of Ab reducing infection by 80%) of 0.03 pg/ml, whereas the ICg
was 40 pg/ml for T-cells cocultured with LCs/IDCs (Fig. 5a). As trans infection accounted for
50% of all T-cell infections in MDM cocultures, we therefore analyzed the inhibitory activity
of this NAb in MDM cocultures in the presence of indinavir (Fig. 5b). In these conditions, the
ICan of 2G12 for inhibiting HIV trans infection from MDMs to T-cells was 5 pug/ml, indicating
that 2G12 inhibited direct transfer in trans. In LCAIDC cocultures, the percentage of transfer
occurring in trans was low [(20% of all T-cell infections, corresponding to less than 0.5% of
the infected cells), and it was therefore not possible to assess the inhibitory activity of NAb
in these conditions. Overall, these results demonstrate that 2G12 NAb effectively inhibits the
transfer of HIV from APCs to T-cells.

We then analyzed the ability of 2G12 to inhibit APC infection in coculture conditions.
slightly lower levels of infection of HIV-loaded APCs were abserved in the presence of 2612
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[Fig. 5c). About 30% and 45% of DCs and MDMs, respectively, remain infected in the
presence of 2612, These percentages of infected APCs correspond to the percentages of
APCs already infected during the 2 hours of incubation with HIV (as shown in Fig. 3).
Therefore, as a decreased viral replication was observed, 2G12 likely inhibits the replication

of HIV particles that have not yvet fused to APCs after the two-hour incubation step.

Discussion

In addition to infection by free virus particles, cell-to-cell transfer of HIV has been
identified as a crucial mode of HIV-1 dissemination in the body. The transfer between
MoDCs and T-cells has been widely studied, but specific cell-to-cell transfer from APCs
present at the mucosal site, such as LCs, IDCs and macrophages, has been poorly
investigated.

In this study, we demonstrated that HIV-1 is efficiently transferred from LCS/IDCs and
MDMs to autclogous activated T-lymphocytes. Howewver, the speed of transfer differed
between DCs and MDMs: T-cell infection was detectable after two days of incubation with
HIV-loaded MDMs, whereas three days were necessary to detect infection in LCSIDC
cocultures. This rapid transfer from MDMs to lymphocytes was associated with a high
percentage of transfer in trans. Moreover, the fusion capacity of viral particles was also
found to be higher with MDMs than with LCs/IDCs. This efficient fusion of HIV with MDMs
involved rapid viral entry into the cell wio receptor and co-receptor binding, decreasing the
percentage of virus particles remaining bound to the surface of the cells. However, the
mechanism by which MDMs transfer HIV efficiently in trans remains unclear. It has been
suggested that wvirus particles attached to alternative receptors on APCs may be efficiently
transferred to T-lymphocytes in trans [1, 14, 23, 34, 35]. However, most detailed analyses of
the mechanisms underlying transfer have been performed on MoDCs, which display high
levels of DC-5IGN expression on their surface. This lectin, which has been reported to
participate in efficient HIV transfer between DCs and T-cells [17, 18, 36], is poorly expressed
on LCs, IDCs and MDMs. Other alternative receptors, such as the mannose receptor, which is
strongly expressed by macrophages, may therefore play a role in the binding and
transmission of HIV [34]. Interestingly, in our study, the efficient transfer of the virus in trans

from MDMs to T-cells was associated with an efficient fusion and replication in these APCs,
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raising questions about the potential role of the binding of HIV particles to cell surface
receptors in this type of transfer,

Even more puzzling, the kinetics of viral fusion and replication were modified in the
context of APC/T cell cocultures. In the presence of lymphocytes, lower levels of HIV
replication were observed in MDMs, suggesting a redirection of the virus to the principal HIV
target, the T-cells. In addition, contact between MDMs and T-cells may have induced the
production of antiviral cytokines [37], thereby limiting HIV replication in these cells.
Conversely, the presence of T-cells in LC/IDC cocultures resulted in higher rates of HIV
replication in DCs. This phenomenon was not HIV strain-dependent [Fig. 4) and has already
been described for MoDC/T-cell cocultures [29, 30). The precise mechanism underlying this
increase in HIV replication is unknown. Furthermore we previously reported that the
coculture of MoDCs with T-cells induces a slight maturation of the DCs, independently of
viral replication [29, 30), and that these mature DCs remained uninfected. These results
suggest that, in our coculture conditions, the state of the DCs may be modified by crosstalk
with T-cells. Thereby, it remains to be determined whether expression of various factors
{such as restriction factors, cytokines or cellular proteins) by LCs and/or IDCs are madified in
our coculture conditions, where immature HIV-loaded DCs are cultured with uninfected
primary T-cells.

Finally, we demonstrated that the transfer of HIV from LCs/IDCs and MDMs to T-cells
was inhibited by the NAb 2G12. The effects of 2G12 were particularly potent in MDMs/T-
cells cocultures. The inhibition of HIV transfer to T-cells was one thousand fold more
effective in cocultures with MDM;s than with LCs/IDCs. As trans infection accounted for more
than 30% of all viral transfer from MDMs to T-cells, this higher inhibition may be related to
the inhibition of a mechanism or component involved in trans infection. MDMs have been
reported to store newly produced HIV particles in intracellular compartments still connected
to the external environment [38-40]. Similar compartments may harbor both HIV particles
and Mabs, facilitating the efficient neutralization of HIV particles before their transfer to
neighboring cells. Furthermore, the binding of NAb to the high-affinity Fcy receptors strongly
expressed on MDMs may locally increase its concentration, that might enhance the potential
of the MAD to inhibit HIV transfer in these cells [33]. Further investigations of the mechanism
by which HIV transfer is inhibited should facilitate definition of the characteristics of Abs

associated with the potent inhibition of early transfer in Erans.
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Altogether, our study demonstrates that macrophages transfer HIV viral particles
very efficiently to T-cells in trans while LGAIDC favors cis-infection of lymphocytes. These
results are consistent with a possible two-step propagation mechanism leading to the
efficient dissemination of HIV after mucosal transmission. Following T-lymphocoyte
recruitment to the site of infection, MDMs transmit viral particles effectively in trons, leading
to the direct infection of neighboring HIV target cells at the mucesal site. Subsequently,
LCs/IDCs, mostly mediating wiral transfer in cis following de nove production of wiral
particles, may promote HIV dissemination at later time points and to distal sites, following

their migration to the lymph nodes.

Acknowledgments

We particularly wish to thank Mrs. D. Mirisky, 5. Marteau and M.P. Henry [Prof. . Nisand,
Service of Gynecology and Maternity, CHU Strasbourg-Hautepierre) for supplying healthy
cord blood samples and Alexandre Lederle for its assistance with aspects of this research.
This project was supported by founds from EuroMeut 41 (FP7-HELTH-2007-A-201038),
EuroPrise [LSHP-CT-2006-037611), Sidaction, Fondation Dormeur, fonds de dotation Pierre
Bergé and ANRS grants. M.P was supported by EuroMeutd 1 grants.

Authors’ Contributions

M.P, A.P. and 5.5, performed the experiments; M.P., A.P., V.H and C.M. analyzed the data;
MP., 55, BS, AP, VH, ML, MEB, GL, T.D, and CM. provided
reagents/materials/analysis/tools; M.P. and C.M. conceived and designed the experiments

and wrote the paper,

Disclosure of conflicts of interest

The authors have no conflict of interest to declare.



Résultats - Manuscrit 1

References

10.

1.

13.

14.

15.

16.

17

Piguet V, Steinman BM. The interaction of HIV with dendritic cells: outcomes and
pathways. Frends Faprnenod 2007 28: 503510,

Gupta P, Collins KB, Ramer D, Watkins 5, Naus GJ, Landers DV, Patterson BEK.
Memory CD4(+) T cells are the earliest detectable human immunodeficiency
virus type 1 (HIV=1)<infected cells in the female genital muocosal tissue during
HIV-1 transmission in an organ culiure system. 5 Firod 2002 76 9868-9876.

Hladik F, Sakchalathorn P, Ballweber L, Lentz G, Fualkow M, Eschenbach D,
McElrath M), Initial evenis in establishing vaginal eniry and infection by human
immunodeficiency virus type-1. fominity 2007, 26:257-270,

Spira Al, Marx PA, Patterson BK, Mahoney J, Koup BEA, Wolinsky SM, Ho DD
Cellular targets of infection and route of viral dissemination after an intravaginal
ingculation of simian immunodeficiency virus info rhesus macaques, J Fxp Wed
1996, 183:215-225.

Hu I, Gardner MB, Miller CJ. Simian immuonodeficiency virus rapidly penetrates
the cervicovaginal mucosa alter intravaginal  inoculation and  infecis
intraepithelial dendritic cells. ./ Firol 2000,74:6087-6095,

Miller CJ, Shanock EJ. Target cells in vaginal HIV transmission. MWicrobes Infect
2003 55967,

Kawamura T, Kovanagi Y, Nakamura ¥, Ogawa Y, Yamashita A, Iwamoto T, er al.
Significant virus replication in Langerhans cells following application of HIV to
abraded skin: relevance (0 occupational fransmission of HIV. J Jmewwel
20008 1 80:3297-33044,

Zhang £, Schuler T, Zupancic M, Wietgrefe 5, Saskus KA, Reimann KA, ¢f ol
Sexnal transmission and propagation of 51V and HIV in resting and activated
CDd+ T cells, Science 1999 286;1353-1357

Shen R, Richter HE, Clements EH, Movak L, Huff K, Bimczok D, e ol
Macrophages in vaginal but not intestinal mucosa are monocyte-like and
permissive o0 human immunodeficiency virus tvpe 1 infection. J Firal
200 B3 3258-326T,

Shen B, Richter HE, Smuth PD. Early HIV=1 target cells in human vaginal and
ectocervical mucosa. Am J Reprod Tmmvirod 200 1,65:261-267.

Haase AT. Targeting early infection to prevent HIV-1 mucosal transmission.
Natre 2010,464:217-223,

Turville 3G, Santos J), Frank I, Cameron PU, Wilkinson J, Miranda-Saksena M, ef al,
Immunodeficiency virus wpiake, furnover, and 2-phase transfer in human
dendritic cells. Blood 2004, 103:2170-2179.

McDonald D, Wu L, Bohks 5M, EewalRamani YN, Unumaz D, Hope TJ.
Recruitment of HIV and its receptors to dendritic cell-T cell junctions, Science
2003 300:1295-1297.

Piguet ¥V, Sanentau ). Dangerous haisons st the virological synapse. J CVin fovess
2004, 1 14:605-610

Wu L, KewalRamam VN, Dendritic-cell interactions with HIV: infection and viral
dissemination. Moy Bev fomenod 2006, 6:859-868,

Boggiano O, Manel M, Litman DE. Dendritic cell-mediated irans-enhancement of
human immunodeficiency virus tyvpe 1 infectivity is independent of DC-S1GN. 7
Viral 2007 81:2519-2523.

Geijtenbeek TB, van Kooyk Y. DC-SIGN: a novel HIV receptor on DUs that
mediates HIV-1 transmission. Curr Top Microbiol fenmunol 2003 276:31-54,



Résultats - Manuscrit 1

15,

19,

20.

21.

26.

27.

28.

29.

30

3.

32
33

34,

Kwon DS, Gregorio G, Bitton N, Hendrickson WA, Littman DR, DC-SIGN-
mediated internalization of HIV is required for trans-enhancement of T cell
infection. fovmeniny 2002 16:135-144,

lzquierdo-Useros N, Naranjo-Gomez M, Archer J, Hatch SC, Erkizia I, Blanco J, ef al.
Capture and transfer of HIV-1 particles by mature dendritic cells converges with
the exosome-dissemination pathwayv. Blood 2000 113:2732-2741.

Wiley RD, Gummulure S, Immaiure dendritic cell-derived exosomes can mediate
HIV-1 trans infection. Proc NaWl Acad Sei U785 A 2006, 103:738-T43.

Peressin M, Holl ¥, Schmidt 5, Decoville T, Mirizky D, Lederle A, ef al. HIV-1
replication in Langerhans and interstitial dendrific cells is inhibited by
neutralizing and Fe-mediated inhibitory antibodies. ./ Firo/ 20011 85:1077- 1085,

de Witte L, Mabatov A, Pion M, Fluitsma I, de Jong MA, de Gruijl T, e al. Langerin
is a matural barrier to HIV-1 transmission by Langerhans cells. Nar Med
2007,13:367-371.

Groot F, Welsch 5, Sattentau QJ. EMicient HIV=1 transmission from macrophages
to T cells across transient virological syvnapses, Slood 2008111 :4660-4663,

Gousset K, Ablan 5D, Coren LV, Ono A, Soheilian F, Nagashima K, ¢ al. Real-time
visualization of HIV-1 GAG trafficking in infected macrophages. Plok Pathog
2008 e 10000 5,

Holl ¥, Peressin M, Decoville T, Schmade 5, Zolla-Pazner 5, Aubertin AM, Moog C.
Monnentralizing antibodies are able to inhibit human immonedeficiency virus
type 1 replication in macrophages and immature dendritic cells. J Firol
2006, 80:6177-6181.

Cavrois b, Meidleman J, Kreisberg JF, Greene WC. In vitro derived dendritic cells
irans-infect CIM T cells primarily with swrface-bound HIV-1 wvirions, FPlos
Pathogr 2007 3:04,

Yu HI, Reuter MA, McDonald D, HIV itraffics through a specialized, surface-
accessible intracellular compariment during trans-infection of T cells by mature
dendritic cells, PLoS Porhog 2008 4.6 1000134,

Gummuluru 5, KewalRamani YN, Emerman M. Dendritic cell-mediated viral
iransfer to T cells is required for homan immunodeficiency virus tvpe 1
persistence in the face of rapid cell turnover. J Firel 2002, 76: 10692-10701.

Holl V, Xu K, Peressin M, Lederle A, Biedma ME, Delaporte M, ef of. Stimulation of
HIV-1 replication in immature dendritic cells in contact with primary CIM T or
B lymphocytes. J Virol 2000,84:4172-4182.

Su B, Xu K, Lederle A, Pereszsin M, Biedma ME, Laumond G, o @/, Neotralizing
anfibodies inhibit HIV-1 fransfer from primary dendritic cells to aviologous C14
T lymphocytes. Blood 2002,120:3708-3717.

Hirbod T, Kaldensjo T, Lopalco L, Klareskog E, Andersson 5, Uberti-Foppa C, e al,
Abundant and superficial expression of C-tvpe lectin receptors in ectocervix of
women at risk of HI'V infection. J Acguir fmmrune Defic Syndr 2009,51:239-247,
Valladeaw 1, Saeland 5. Cutaneous dendritic cells. Semdn Inmanod 2005 17: 273283,
Holl ¥V, Hemmerter 5, Burrer E, Schoudi 5, Bohbot A, Aubertin AM, Moog C.
Involvement of Fe gamma RI (CD64) in the mechanism of HIV-1 inhibition by
polyvelonal Igl: purified from infected patients in culiured monocyie-derived
macrophages, J fmmunod 2004 173:6274-6283,

Nguyen DG, Hildreth JE. Involvement of macrophage mannose receptor in the
binding and transmission of HIV by macrophages. Ewr J foemnnerod 2003 33483
493,



Résultats - Manuscrit 1

36

T

38,

39,

40,

Martin N, Sattentau ). Cell-to-cell HIV-1 spread and its implications for immune
evasion, O COlpin HIV ATDS 2000 4:143-149,

Turville 5, Wilkinzon J, Cameron P, Dable J, Cunningham AL. The role of dendritic
cell C-type lectin receptors in HIV pathogenesis. ./ Lenkoc Siol 2003, 74:710-718
Herbein G, Gras G, Khan KA, Abbas W, Macrophage signaling in HIV-1 infection.
Retroviraiogy 20010,7:34.

Pelchen-Manhews A, Kramer B, Marsh M. Infectious HIV-1 assembles in late
endosomes in primary macrophages. J Cell Siof 2003,162:443-455,

Welsch 5, Groot F, Krausslich HG, Keppler OT, Sattentau Q). Architecture and
regulation of the HIV-1 assembly and holding compartment in macrophages. .J
ViFad 2001 85:7922-T027.

Welsch 5, Keppler OT, Habermann A, Allespach I, Krijnse-Locker J, Krausslich HG.
HIV-1 buds predominanily at the plasma membrane of primary human
macrophages. PLoy Patfiog 2007 3036,



Résultats - Manuscrit 1

14
v I - ln ® AZT
3 | L R— 3. =i o | B
L[ /P R A A R
1::3'_ - = 4 -
: e - : HIW- Y 0 AT - B V-l ® AT
; 1 1o a=d a= i 1 ﬁé’
A i A4 L ek [ |
j .I.—.H'— -! 3 1.;‘ 3 a: E .Ir.:! I_.-:- :I - I'._.‘-'r ;?
18 g [+
14,
Yy, - g Wl ing & BT
_'_i J | 14
e | owly o] .
3 -I_.- F Y 1_.- I e -I_ * = 7 E %1&.
ol " — pd - L]
MV g P -, AT E :
iy @ |y el @bl " |
% “:__ﬁ____ FIQL 'lm-J i :
S e e . a 1

COY nas Lenog MO
coculteres  coculbures

Fig. 1. Transfer of HIV-1g,, from LCs/IDCs or MDMs to autologous T-cells. (a) LCs, IDCs and
CD4 T-cells are distinguished by their expression of langerin (CD207), CD11b and CD3,
respectively. Expression of HIV-1 protein p24 in each cell population was analyzed in the
presence or the absence of AZT (10°M]) after 3 days of culture. (b) MDMs and PBLs are
distinguished by their expression of CDE4 and CD3, respectively, Expression of p24 in each
cell population was analyzed in the presence or the absence of AZT (10°M) after 2 days of
culture. [c) Box plots represent the percentage of p24 positive T-cells in the cocultures with
LCs/1DCs (n=17) or MDMs (n=15) after 3 or 2 days, respectively.
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Fig. 2. Transfer in trans from APCs to T-lymphocytes. (a) Box plots represent the percentage
of p2d-positive T-cells in cocultures with LCSIDCs (n=7) or MDMs [n=10) resulting from
trans-infection. Protease inhibitor indinavir (1uM) was added at the same time as T-cells in
the cocultures, and the percentage of infection in the presence of indinavir was compared to
the percentage of infection in the absence of drug. [b) Single cycle of replication in APCs in
coculture conditions. Box plot representation of the percentage [compared to control
without drug) of infected LCs and IDCs (n=5), and MDMs [(n=7] in coculture conditions in the

presence of the protease inhibitor indinavir [1pM].
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Fig.3. HIW-1p, fusion with APCs in presence or absence of T cells in the culture. Box plot
representation of the percentage of infected APCs (compared to control without drug) in the
presence of fusion inhibitor T20 {5 pg/mL) (n=5), (&) in the presence of T-cells in the
cocultures and (b) in the absence of T-cells in the cocultures, T20 was added after the 2
hours of incubation of HIV-1g,, JAPCs, at the same time as T-cells. Statistical comparison

were performed using an unpaired f-test (*p<0.05).
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Fig.4. HIV-1 replication kinetic in APCs is modified by the presence of T-cells in the
cocultures. LCs/IDCs or MOM: were incubated 2 hours with HIV-1y,, (3 and b)) or HIV-1y (e

and d), prior to culture with or without uninfected autologous T-cells. Box plots represent
the percentage of infected LCs and IDCs (a and c) or MDMs (b and d) (n211 and nz6 for HIV-
15, and HIV-1py, experiments, respectively). Statistical comparison were performed using a
matched paired Wilcoxon t-test (*p<0.01, **p<0.001).
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Fig.5. Inhibition of HIV -1y, transfer by neutralizing antibody 2G12. Different concentrations
of 2612 were added in the cocultures at the same time as T cells. Percentage of infection
was determined in each cell population in the 2 types of cocultures after 2 or 3 days, for
M DMs or LCSIDCs cocultures, respectively. (a) Inhibition of HIV-1a, transfer by NAb 2G12 in
the different types of cocultures; [b) Inhibition of HIV-1g, trons-infection by 2G12 in MDMs
cocuftures in the presence of protease inhibitor indinavir (1 pM, added at the same time as T
cells and 2G12 in the cocultures); {c) Inhibitory activities of 2G12 on APCs infection in
coculture conditions. Data are representative of three independent experiments performed

with three different donors, and performed in duplicates. Results are shown as mean +/-

5.2.0m.
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L es anticor ps neutralisants anti-gp120 inhibent plus efficacement
letransfert du VIH-1 des macrophages aux lymphocytes que
I'infection par leviruslibre

Anti-gp120 neutralizing antibodies better inhibit HIV-1 transfer from
macrophages to lymphocytes than infection by free viral particles

Alizé Proust, Sylvie Schmidt, Bin Su, Maryse Peressin, Mélanie Lambotin, Marina E.

Biedma, Thomas Decoville, Géraldine Laumond, Vincent Holl et Christiane Moog

Publication en préparation

Des études récentes (Manuscrit 1; Groot et al., 2008) démontrent que les macrophages
transférent efficacement le VIH-1 aux lymphocytes T. Nous nous sommes intéressé aux
mécanismes impliqués dans ce transfert et nous avons analysé les capacités d’inhibition des
anticorps sur ce transfert.

Dans des conditions de transfert ou 50% des particules virales sont transférées en trans et
50% sont transférées en cis, nous démontrons que les anticorps neutralisants (AcN) dirigés
contre les épitopes de la gp120 et la gp41 du VIH-1 inhibent efficacement le transfert du virus
des MDMs aux PBLs. Au contraire, les anticorps non-neutralisants inhibiteurs (AcNNI) n'ont
pas d'activité inhibitrice sur ce transfert. Par contre, les AcN et certains AcNNI inhibent la
réplication virale dans les MDMs bien qu'ils soient ajoutés deux heures apres l'incubation des
MDMs avec le virus. L'inhibition du transfert du VIH-1 des MDMs aux PBLs par les
anticorps a ¢été comparée a l'inhibition de l'infection des PBLs par le virus libre. Nous
observons que l'efficacit¢ des AcN sur le transfert du VIH-1 des MDMs aux PBLs est
dépendante de I'épitope viral reconnu et la souche virale utilisée. Ainsi, les anticorps dirigés
contre la gp120 sont particulierement efficace dans l'inhibition du transfert du VIH-1p,;.

Ces résultats suggerent que 1’induction d’AcN in vivo au niveau des muqueuses permettrait
d'inhiber le transfert du VIH-1 de cellule-a-cellule, limitant de ce fait la dissémination du
virus dans I’organisme.
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Abstract:

Spread of HIV-1 in sexual mucosa plays a critical role in viral pathogenesis and defining
mechanisms of this spread is crucial for the development of strategics against HIV-1
infection. In our study, we analyzed the ability of macrophages (MIDMs) to transfer HIV-1 1o
autologous periplieral blood lymphocyies (PBLs) and the capacity activily of antibodies 1o
inhibit such transfer. We showed that MDMs transferred HIV=1 to PBLs using rrons- and cis-
mechamsms which were efficiently imhibited by neutralizing antibodies. On contrary, non-
neutralizing antibodies did mol prevent transfer. However, neulralizing and non-neulralizing
antibodies were able to inhibit HIV=1 replication in MDMs and cells reinfection by newly
synthesized virions. Comparison of the efficiency of neutralizing antibodies on the transfer
from different antigen presenting cells to T cells demonstrated that neutralizing antibodies
inhibitory activity may be dependant of viral strain, donor cell and HIV-1 epitope recognize
by the antibody. Taken together, our results demonstrate a major participation of MDMs in
the HIV-1 dissemination. We propose that neutralizing antibodics, able to efficiently inhibit
HIV-1 transfer from MDMs 10 PBLs and HIV-1 replication in MDMs, should be one of the
components to be induced by vaccination direcily al the mucosal to prevent dissemination of
the virus after sexual HIV-1 infection.
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Currently, HIV-1 is mainly transmitted through heterosexual intercourses (1), Thus,
vaccing strategies are focused on the induction of an immune response at mucosal sites to
prevent infection of the first warget cells and spread of HIV-1 in the body (2).

CD4 T lymphocytes are the main targets of HIV-1. However, during infection by genital
tracts, it has been proposed that antigen presenting cells (dendritic cells and macrophages)
present in the genital mucosa, the gateway of the virus, are the first targets of the virus (3-5),

Macrophages, present in large numbers in the genital mucosa, are able to replicate HIV-1,
spread the virus to the brain and act as a reservoir (6, 7). Moreover, similarly to dendritic
cells, they are also involved i HIV-1 capire and transmission 1w peripheral blood
Iymphocytes (PBLs). Cell-to=cell transfer is particularly efficient and would facilitate the
spread of the virus in the body. Howewver, only few data are available regarding HIV-1
transfer from MDMs to PBLs. A rapid transfer between HIV-1 infected monocyvtes-denved
macrophages (MDMs) and uninfected PBLs requining direct cellular comtact has been shown
(8). More recently, two studies have shown that MDMs created a transient virological synapse
to tramsfer HIV=1 1o CD4 T Iymphocytes in cis, allowing an infected MDM 1o transfer the
virus to at least one CD4 T cell every 6 hours (9, 10). However, o date, no studies have
investigated the inhibitory efficacy of antibodies on HIV-1 transfer from MDMs to PBLs.

Two mechanisms have been described for HIV-1 transfer from monocytes-derived
dendritic cells (MDDCs) to CD4 T lymphocytes (11, 12): frans-transfer in which the virus is
directly transmitted to CD4 T cells without viral replication in DCs (11, 13) and cis-transfer in
which the MDDCs are productively infected and the virions newly produced are transmitted
to CD4 T Iymphocytes (11). Interestingly, it has been proposed that these two modes of
transfer may be separated in time: during the first 24 hours after infection of MDDCs, the
virus is transferred in frans to CD4 T cells, while the transfer would occur in cis during the
following davs (11).

The notion of broad neutralizing antibodies (NAbs) specifically refers o monoclonal
antibodies, cloned from infected individuals, with the ability 1o prevent HIV-1 infection of
target cells in the absence of other factors such as Fe receptors or complement. NAbs are able
to efficiently inhibit infection of MDDCs, MDMs, Langerhans and interstitial dendritic cells
by most HIV-1 isolates and are of particularly imterest for vaccines development. In addition,
non-neutralizing inhibitory antibodies (NMIADBs) have no newtralizing activities but are able 1o
inhibit HIV-1 replication vie Fo recepiors (14=16). The inhibitory activity of NAbs on HIV-]
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transfer from MDDCs 1o PBL is controversial. Nevertheless, recent studies suggested that
virus transferred between MDDCs and T4 T cells would be accessible to MAbs (17-19).

In this study, we frst examined the mechanisms of HIV-1 transfier from MDMs 10 PBLs.
We also investigated the efficiency of NAbs to inhibit HIV-1 transfer from MDMs 1o
autologous PBLs. We then compare these efficiencies to the ones of the same NAbs on (i)
HIV-1 transfer from MDDCs 1o CD4 T cells and (ii) infection of PBLs by free viral particles.
We demonstrated for the first time an efficient HIV-1 transfer from MDMs 10 PBLs in frans
and in cis involving a rapid fusion of the virus in the macrophages, NAbs directed against
HIV-1 gpl20 inhibit efficiently this transfer with a higher efficiency than MNAbs directed
against gpdl. NMNIAbs have no inhibitory activity on this transfer, Very interestingly, we
observed a better efficiency of anti-gpl20 NAbs to inhibit HIV-1 transfer from MDMs 1o
PBLs than to block either PBLs infection by free viral particles or HIV-1 transfer from
MDDCs 1o CD4 T cells,
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Results:

Efficient HIV-1 frans- and cis-transfer from MDM to PBLs and replication in MDMs

independently of the viral strain

We first studied mechamsms of HIV-1 transfer from MDMs to PBLs by incubating MIDMs
for 2 hours with BE3-primary 1solates of HIV-1 (BaL or SF162) before extensive washes o
remove unbound wvirus. MDMs were then coculured for 40 hours with non-infected
autologous PHA-activated PBLs. Productive infection of both cell tyvpes was detected by
measurement of intracellular p24 in each cell population by flow cytometry, with MDMs and
PBLs bemg disenmuinated i the coculture according to their specific markers (CD64 and CD3
respectively) (figure S1).

Adter 40 hours of culture, both MDMs and PBLs were detected posinve for imtracellular p24
indicating effective infection of both cell types and efficient transfer of HIV-1 from MDMs 1o
PBLs {figure 1A and C). HIV-1g,, strn 15 macrophage-tropic while HIV =1 g 62 stram 15 nod,
explaining why infection of MDMs was less efficient using HIV-1s5162 Strain compared to
HIV-1ps stramn. Interestingly, using HIV-1ga strain, the percentage of infected MDMs was
sigmficantly decreased in coculture with PBL compared to the infection of MDMs alone (1.6
fold decreased) (figure 1A).

In order to distinguish frons- and cis- transfer, we added indinavir at the same time as PBLs
(coculture time = 0 hours). Indinavir, a protease inhibitor, prevents new cycles of infection by
blocking final assembly and maturation of newly synthesized virions. Under these conditions,
3.5% (HIV-1pa) and 2.9% (HIV-1sps2) of the MDMs in the coculture were positive for
ntracellular p24 (figure 1A and C) cormesponding, respectively, to 72% and 46% of control
infected MDMs without indinavir (figures 18 and D). This result indicates that about 7T0%
(HIV =1 e ) and 43% (HIV=1<p62) of the MDMs infection in coculiure correspond 1o a single
evele of replication while the 30% and 35% remaining correspond to a second cyele of
replication allowing reinfection of the MDMs, Conversely, about 353% (HIV-1g.u and HIV-
lspiez) of the PBLs population was found positive for intracellular p24 in the presence of
indinavir (figure 1B and D) indicating that about 35% of the HIV-1 replication detected in
these PBLs corresponds to HIV-1 transfer in frans and the resting 65% corresponds to HIV-1

transfer in cis,
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These results indicates that HIV-1 15 efficiently transferred in frans and in cis from MDMs to
PBLs, independently of the viral strain,

Newtralizing antibodies inhibit frans- and cis-iransfer from MDMs o PBLs.

We then analyzed the capacity of monoclonal antibodies to inhabit HIV-1 transfer from
MDMs to PBLs by adding a panel of specific anti-HIV-1 Abs at senal concentrations at the
same time as PBLs (coculture time = 0 hours). The percentage of intracellular p24-infected
PBLs was determined after 40 hours of coculture and the concentration of antibody required
to inhabat 0% of infection (inhibitory activity 70, IC;0) was calculated. The four MAbs
directed HIV-1 gpl20 tested (2G12, bl2, PGY and VRCO1) prevented efficiently HIV-1
transfer from MDMs to PBLs with 1C5y values between 0,02 and 3.9 pg/mL (figure 2A and
). Those NADbs had a better inhibatory activity on HIV=1gy transfer than HIV <1555 transfer.
Of note, NAbs PG2, known to have no neutralizing efficacy on HIV=15562 viral stramm (20, ,
also exhibit no efficacy on HIV=1sp52 transfer inhibibion. MAbs directed against HIV-1 gp4l
(2F5 and 4E10) inhabat less efficiently HIV-1py transfer from MDMs to PBLs and had no
signmificant inhabatory activity on HIV=1 5562 viral straan (figure 2A and C). Mon-neutralizing
antibodies (246-D, 4B3 and 3D6) did not prevent HIV-1 transfer to PBLs, Inhibitory activity
of antibodies on HIV-1 wansfer from MDMs to PBLs are summanzed Table 1.

As MDMs transferred efficiently HIV-1 in trans and in cis to PBLs, we studied the ability of
NAbs to inhibit both transfer mechanisms by adding NAbs and indivanir at the same time as
PBLs {coculture nime = 0 hours). Indeed, using indinavir, the cis-transfer 1s blocked, allowing
us to analyze efficacy of Nabs only on frans-transfer. In this condition, we observed an
inhibition of PBLs infection implying that NAbs efficiently inhibit HIV-1 frans-transfer
(figure 2B). The difference between the inhibition in presence or absence of the protease
inhibator, comesponding to the cis-transfer, indicates that the civ-transfer 15 also mhibited by
MNabs although with a lesser efficiency than frans-transfer (higure 2B).

Comparison of antibodies inhibitory activity between HIV-1 transfer to PBLs and
infection of PBLs by free virus

We first compared the inhibitory efficacy (1Cq) of antibodies on HIV-1 transfer from MDMs
to PBL to neutralization of PBL infection by free virus (figure 3). The three anti-gp120 NAbs
tested (2G12, b12 and VRCOI) had a better inhibitory activity HIV-1y, transfer than on
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neutralization. A similar profil was observed using HIV-155)52, except for b12 which appears
to better inhibit neutralization than transfer. On the contrary, the 105 of the two anti-gpdl
MAbs tested (4E10 and 2F5) were equivalent for neutralization and for HIV-1 transfer from
MDMs to PBLs (figure 3).

We then compared the inhibitory efficacy (1Cyw) of these NAbs on HIV-1p, transfer from
MDMs to PBLs to HIV- 1y transfer from MDDCs to CD4 T cells (19) (figure 52).. The ICy
of 2F5 and 4E10 were similar for the two types of transfer, On the contrary, the ICy of b12,
VRCO! and 2G12 were respectively 75, 80 and 95 fold lower in transfer from MDMs than
from MDDCs indicating that b12, VRCOI and 2G12 antibodies better inhibit HIV-1py
transfer from MDMs to PBLs than from MDDCs to CD4 T cells.

Taking together, these data demonstrated a better efficiency of anti-gp120 NAbs to inhibit
HIV-1 transfer from MDMs to PBLs than PBLs infection by free viral particles and HIV-1
transfer from MDDCs to CD4 T cells. The efficiency of anti-gp4]1 NAbs was quite similar in

the two types of transfer and neutralization.

Newtralizing antibodies elMiciently inhibit HIV-1 replication in MDMs even after 2 hours

afl MDMs incubation with the virus

MDMs are efficiently infected by HIV-1 in transfer conditions. Therefore, in parallel to the
impact of antibodies on HIV transfer to PBLs, we analyzed their capacity to inhibit MDMs
infection in coculture conditions. As shown on figure 4A and C, antibodies efficiently inhibit
MDMs infection. However, this inhibition is only partial, suggesting that after 2 hours
mncubation with the virus, 1e at the nme of antbodies addinon, part of viral particles have
already enter into MDMs, and are therefore not accessible anymore to antibodies.

To confirm this hypothesis, we studied the fusion step of HIV-1 in transfer conditions. For
that purpose T20, a fusion inhibitor, was added at the same time as PBLs (coculture time = 0
hours). In these conditions, more than 40 % (HIV=1 ) and 30 %% (HIV-15p062) of the MDMs
were infected compared 1o control in the absence of T20 (figure 4B and D). These results are
consisient with the partial inhibition of HIV-1 replication observed in MDMs and suggest that
after 2 hours, part of the viral particles has already fused into MDMs in coculiure and are no
longer accessible to antibodies. Interestingly, NAbs were able 1o mhibit viral particles
reinfecting the MDMs (inhibition curves below T20 value). These results indicates that NAbs
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ar¢ able to effectively inhibit virus not fused in MDMs as well as newly produced viral
particles reinfecting the MDMs.

Interestingly, non-neutralizing  inhibitory antibody 246-D0 capable of inhibiting HIV
replication vig binding to Fe receptors on MDMs (15), also inhibited replication of HIV-1 in
MDMs in the coculture. Surprisingly, anti-gp4] NAbs 2F5 and 4E10 had no efficacy to
inhibit HIV-1py, replication in MDMs in similar extent than non-neutralizing antibodies 483
and 306 (figure 4A).

Morcover, after 40 hours of coculture, T20 almost completely inhibited HIV-1 transfer to
primary PBLs (figure 4B and D).

Taking together, these results demonstrate that monoclonal neutralizing and non-neutralizing
inhibitory antibodies are able to efficiently inhibit the replication of HIV-1 and newly
prosduced viral particles reinfecting the MDMs.
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HIV-1 cell-to-cell transfer has been described as particularly effective and facilitating virus
spread in the body, Although the virus transfer from MDDCs to CD4 T cells has been
extensively studied (11, 13, 19, 21-24), very few data are available conceming transfer from
MDMs to T cells {9, 10) and none at an early time point.

In this study, we used primary MDMs and autologous PBLs to study HIV-1 transfer from
MDMs to PBLs at an early time point and its inhibition by neutralizing antibodies. We
demonstrated for the first time an efficient HIV-1 trans- and cis-transfer from MDMs 1o PBLs
using two different viral strains, Interestingly, for HIV-1yy, viral strain the percentage of
MDMs infected in the coculture is lower than when MDM are cultured alone, Opposite results
were obtained when analyzing transfer of HIV-1 from MDDCs to CD4 T cells (19) and from
Langerhans (LCs) and interstitial dendritic cells (IDCs) to T cells (Maryse Peressin, personal
communication), suggesting that different APCs subtypes differentially express cellular
restriction factors in presence of CD4 T cells.

We demonstrated that neutralizing antibodies are able to efficiently inhibit trons- and cis-
transfer of two HIV-1 viral strains from MDMs 1o PBLs whereas non-neutralizing antibodies
have no inhibitory activity on this transfer. On contrary, both newtralizing antibodies and non-
neutralizing inhibitory antibodies are able wo efficiently inhibit viral replication in MDMs and
to neutralize MDMs reinfection by newly symthesized virions even if added vwo hours after
the incubation of MDMs with the virus.

We finally described that newralizing antibodies directed against gpd 1 have a similar activity
on HIV-1 transfer from MDMs wo PBLs, from MDDCs to CD4 T cells and infection of PBLs
by free viral particles. Very interestingly, neutralizing antibodies directed against gpl20
inhibit more efficiently HIV-1 transfer from MDMs to PBLs than infection of PBLs by free
virus, HIV-1 transfer from MDDCs to CD4 T cells and HIV-1 transfer from LCs1DCs 1o
CD4 T lymphocytes (Maryse Peressin, personal communication). Of note, efficiency of NAbs
on HIV-1 transfer depends both of HIV-1 viral strain and type of donor cells (figures 3 and
52), with inhibitory activity of anti-gp 120 NAbs being higher than the one of anti-gp41 NAbs
(figure 2A and C), suggesting different transfer mechanisms allowing a better efficiency of
some combination virus/antibody, Moreover, it has been shown that Fey receptor 1 (CD64),



Résultats - Manuscrit 2

highly expressed on MDMs, increase the inhibitory activity of neutralizing antibodies on
MDMs infection by free viral particles {14). Therefore, it is possible that the high expression
of CD64 on MDMs surface increases the efficiency of neutralizing antibodies on the HIV-1
transfer from MDMs to PBLs compared to the transfer from MDDCs, LCs and IDCs.
Furthermore, we already know that anti-gp41 NAbs 2F5 and 4E10 have a hydrophobic region
CDRH3 {complementary-determining region of the heavy chain) allowing them to recognize
lipid components {Haynes, 2005 #260}. Thus, we can hypothesize that the non-specific
fixation to lipids reduce neutralizing efficiency of these antibodies. Ofek and colleagues
generated a 2F5 mutated in the loop of the CDRH3 region unable to recognize lipids. This
mutant neutralized HIV-1 ten-fold more efficiently than the wild-type 2F5 [Ofek, 2010
#370). We can hypothesize that this variant would have a similar activities as anti-gpl20
MAbs in the transfer of HIV-1 to CD4 T cells and free viral particles, implying a major effect
of the non-specific fixation of the antibody to lipids.

Altogether, our study demonstrates for the first time that macrophages efficiently transfer
HIV-1 to PBLs through frams- and cis-mechanisms, which are both inhibited by neutralizing
antibodies. These very hopeful results provide compelling evidence that such antibodies

would be to be induced by vaccination to prevent virus dissemination after sexual infection.
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Antibodies

Mouse anti-human CD3-PE (clone UCHT1), CD209-PerCP-Cy5.5 (DCN46) and CD64-APC
(clone 10.1) were purchased from BD Pharmingen™. Mouse anti-human CD64-RPE-Cy5
{clone 10.1) was from AbD Serotec. VioBlue-conjugated mouse anti-human CD3
(BW264/56) was from Miltenyi Biotec. Ag p24 KCS7-FITC (FHI190-1-1) was purchased
from Beckman-Coulter,

12G1 2G12 (directed against gpl20), 2F5, and 4E10 (against gp4 1) NAbs were obtained from
Polymun Scientific. Monoclonal NAbs directed against the CD4-binding site were kindly
provided by D). Burton (The Scripps Research Instinete, La Jolla, CA) for 1gG1 bl12 and by J.
K. Mascola (National Institutes of Health [NIH], Bethesda, MD) for VRCOI. Inhibitory mAbs
Ighal 246-D and 4B3 (against gp41) were kindly provided by 5. Zolla-Pazner {(New York
University School of Medicine, NY) and Polymun Scientific GmbH, respectively.

Cell preparation

Blood samples were collected from anonymous healthy donors (EFS, Alsace, Sirasbourg).
Monocvies and non-activated peripheral blood Iymphocvies (PBLz) were oblained by
centrifugal elwtriation after Ficoll-Hypaque sedimentation of human peripheral blood
leukocytes. PBLs were activated with phyviohemagglutinin-A (PHA, 1 mg/mL, Sigma) in
EPMI medium=-10% fetal calf serum (FCS) supplemented with antibiotics (Penicilin and
Streptomicyn, 100 Units'mL and 100 pg'mL, respectively) at the concentration of 10.10°
cells/mL for 30 minutes. Cells were then cultivated in RPMI medium-10% FCS supplemented
with antibiotics at 2.10° cells'mL. After 3 days, cells were frozen and thawed 1 day before
use. MDMs were generated by differenciation of monocyvtes for 5 to 7 days in AIM medium
(Gibeo) supplemented with GlutaMax 1X (Gibeo) and GM-CSF (10 ng/mL, R&D Systems)
in a 48-wells plate (250 pLiwell) at a concentration of 1,5.10° cell/mL (fresh cells) or 2.10°
cells/mL (thawed cells).

Immatures MDDCs and PHA-activated CD4 T Iymphocytes were obtained as previously
described (19).

Virus preparation
HIV-1py, and HIV-1gpps isolates (subtype B, RS strain) were provided by 5. Gartner, M.
Popovic, and R. Gallo (NIH) and by the National Institute for Biological Standards and
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Control (NIBSC), respectively. HIV-1 primary isolates were produced on human blood
leukocytes, as described previously {Holl, 2006 #173}. Virus stocks collected at peak virus
production were concentrated TO-fold with a 100-kDa cutoff polyethersulfone filter
(Centricon Plus-70 Biomax Filter, Millipore),

HIV-1 transfer experiments and antibody neutralization assays

MDMs were incubated with primary RS HIV-1 isolate (approximately 200 and 500 ng/ml
viral p24 antigen for HIV-1pg and HIV-1sp5; respectively) for 2 hours, Cells were then
washed thoroughly to remove unbound viral particles.

Mext, MDMs were incubated with 50 pL of autologous non-infected PHA-activated PBL at
7x10% cells/'mL in AIM + GM-CSF (10 ng'mL, R&D Systems) + IL-2 (0,1 pg/'mL, R&D
System), 50 pL of human mAbs and 50 pL of AIM + GM-CSF (10 ng'mL, R&D Systems) +
IL-2 (0,1 pg'mL, R&D System) medium. Productive infection in both cell populations was
assessed after 40 hours of culture by detection of intracellular viral p24 antigen by flow
cytometry (figure 51).

To study HIV-1 fusion and replication steps in MDMs and autologous PHA-activated PBLs,
fusion inhibitor Fuzeon (T20, 10 pg/mL) or protease inhibitor Indinavir (IDV, 10°% M) were
added simultanecusly as PBLs (T20 and 1DV, AIDS Research and Reference Reagent
Program, Division of AIDS, NIAID, NIH).

Conditions used for HIV-1 wansfer from MDDCs o PHA-stimulated CD4 T lvmphocytes

were simiilar 1o those previously described (19

MNeutralizing activity of antibodies on PHA-stimulated PBL infection by free viral particles
wis assessed as previously described (14).

Cell staining and fMow cytometry analysis

Cells were labeled with Live/Dead Fixable Dead Cell Stain  fluorescence kit
(Invitrogen/Applicd Bioisystems) for 15 minutes at room temperature. After washing, cells
were incubated with a mixture of Abs directed against CD3 and CD64 cell-surface molecules
for 10 minutes at 4°C. Cells were then washed, fixed and permeabiliized using Cytofix and
PermWash kit solutions (according to the manufacturer’s instructions, BD Biosciences).

Cells were then stained for intracellular viral p24, washed again, and analvzed by flow
cytametry.
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Multicolor data were acquired on a eyvtometer LSEIN SORP (BD Biosciences, San Jose, CA).
Cytometer setup and tracking calibration particles (CST, BD Biosciences) were used to ensure
the consistency of fluorescence intensity measurements throughout all experiments.
Compensation was achieved with a flow cvtometry CompBeads kit (BD Biosciences). Gating
on forward and side light scatter was used 1o exclude dead cells and debris from the analysis.
Forward width and forward area were used 10 exclude doublet cells. The final analysis was
performed and the graphical output was generated with FACSDiva software (BD

Biosciences).

Statistical Analysis

Pairwise comparisons were made using ©ests (Mann-Whitney test). Values of * p=0,025 was
considered to be statistically significant, All statistical calculations were performed with
GraphPad Prism Version 5,03 software (GraphPad, San Diego, California, USA).
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» Conclusion générale

Actuellement, le virus de I'immunodéficience humaine est transmis majoritairement par voie
hétérosexuelle (environ 80% des nouvelles infections). Le développement d’un vaccin
efficace induisant une réponse immunitaire forte combinant une réponse cellulaire et une
réponse humorale spécifique est a l'heure actuelle primordial. En effet, les études sur le
modéle primate non humain indiquent que les anticorps et les cellules T CD8" peuvent
respectivement prévenir de 1'acquisition du virus et diminuer la réplication virale (Girard and
Plotkin, 2012) et démontrent ainsi 1'importance d’une réponse immunitaire constituée a la fois
d’une réponse a médiation cellulaire et d’une réponse humorale.

Le transfert du VIH-1 de cellules a cellules a été décrit comme particulierement efficace et
permettant une dissémination du virus dans l'organisme. Afin de mieux comprendre les
mécanismes de protection contre l'infection conférés par des anticorps spécifiques ainsi que
l'activité de ces anticorps sur le transfert du virus des cellules présentatrices d'antigénes aux
cellules T CD4, des ¢études in vitro sur des modéles de transfert a partir de cellules primaires
présentes dans les muqueuses sont essentielles.

A Theure actuelle, la majorité des données sur le transfert du VIH-1 aux cellules T CD4 ont
¢été obtenues avec des lignées cellulaires ou des cellules dendritiques dérivées de monocytes
(MoDCs) comme cellules donneuses. Trés peu d'études se sont rapprochées des conditions
physiologiques en étudiant le transfert du VIH-1 des LCs ou des MDMs aux lymphocytes T
CDA4. En effet, seule une étude a analysé le transfert en cis du VIH-1 des MDMs aux
lymphocytes T CD4 et ne s'est pas intéressée au transfert du virus en trans. De plus, nous ne
disposons d'aucunes données sur l'inhibition du transfert du VIH-1 de ces APCs aux cellules
T CD4 par les anticorps neutralisants, cette inhibition pouvant a son tour prévenir la
dissémination du virus dans l'organisme.

Au cours de ma these, afin d'approcher des conditions physiopathologiques d'infection par
voie sexuelle: j'ai déterminé les mécanismes de transfert du VIH-1 dans ces différentes APCs
(MDMs et LCs/IDCs) présentes dans les muqueuses aux lymphocytes T CD4 et étudié
l'activité inhibitrice des anticorps sur ces transferts.

» Mécanismes de transfert du VIH-1 de cellules présentatrices d’antigénes aux
cellules T CD4

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés aux mécanismes de transfert du VIH-1
des APCs aux lymphocytes T CD4 (manuscrits 1 et 2).
Nous avons tout d'abord mis en évidence un transfert efficace du VIH-1 des LCs/IDCs et
MDMs aux lymphocytes T CD4. Nous avons démontré que la cinétique de transfert des
LCs/IDCs est différente de celle des MDMs. En effet, elle est plus rapide sur les MDMS ( 2j
versus 3j). Ce transfert rapide est associé a un pourcentage é¢élevé de transfert en trans
(transfert direct du virus, sans production de VIH par les MDMs) dans les MDMs (50% de
transfert en trans et 50% de tranfert en cis).
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De plus, nous avons observé une fusion plus efficace dans les MDMs par rapport aux
LCs/IDCs impliquant I'entrée virale dans les MDMs via la liaison du virus au récepteur et co-
récepteur. Cette fusion rapide permet une infection forte des MDMs. Néanmoins, cette
réplication virale est plus faible en présence de lymphocytes T CD4 que celle observée en
absence de cellules T, suggérant une redirection du virus vers sa cible principale, les
lymphocytes T CD4, dans les co-cultures. La fusion du virus observée dans les MDMs
pourrait limiter le pourcentage de particules virale restant liées a la surface de ces cellules.
Cependant, nous observons un pourcentage ¢levé de virus transféré en trans démontrant que
le passage du virus aux lymphocytes T CD4 est efficace.

Au contraire des MDMs, les LCs/IDCs transférent le VIH-1 aux cellules T CD4
majoritairement en cis (transfert suivant l'infection des APCs). La fusion et la réplication sont
plus limitées dans ces DCs. Cependant, dans la co-culture LCs/IDCs, la présence de cellules T
CD4 entraine une augmentation de la réplication du VIH-1 dans ces DCs et ainsi un
pourcentage élevé de virus transféré en cis. Ce phénomene lié a la présence des lymphocytes
T CD4 n'est pas dépendant de la souche virale utilisée et a déja été décrit dans les co-cultures
MoDCs/cellules T CD4 (Holl et al., 2010; Su et al., 2012) mais son mécanisme précis n'a pas
¢été identifié. Nous recherchons actuellement I'expression de facteurs de restriction cellulaires
dans ces cellules. Nous avons démontré dans I'équipe que lorsque les MoDC:s et les cellules T
CD4 sont en coculture, l'expression de la protéine SAMHD1 dans les MoDCs est diminuée.
Cette diminution est corrélée avec un accroissement de la réplication virale dans les MoDCs
(Bin Su, communication personnelle). Cette étude suggere une levée de restriction de
SAMHDI dans les MoDCs en condition de coculture. Elle devrait donc étre étendue aux
LCs/IDCs et aux MDMs afin de confirmer ces données obtenues sur MoDCs.

Ainsi, nous avons démontré que les macrophages transferent trés efficacement en trans des
particules virales aux cellules T CD4. En outre, ce transfert differe de celui observé dans
LCs/IDCs, suggérant ainsi deux mécanismes de dissémination du virus. Nos résultat
permettent de proposer un modele de transmission du VIH au niveau des muqueuses. Les
macrophages répliqueraient le VIH et les cytokines et chimiokines sécrétées localement par
les macrophages favoriseraient le recrutement des lymphocytes T CD4 au niveau du site de
l'infection. Les macrophages transmettraient alors le virus en trams rapidement aux
lymphocytes T CD4 recrutés au niveau de la porte d'entrée du virus. Par la suite, les cellules
dendritiques de types Langerhans et interstitielles qui ont capturé le VIH participeraient a la
dissémination du virus plus tardivement suite a leur migration dans les organes lymphoides.
Cette hypothéese serait a confirmer in vivo en suivant la migration et le transfert du VIH aux
cellules T CD4 par microscopie. Le modéle macaque infecté expérimentalement avec un virus
chimérique SHIV pourrait étre utilisé pour suivre la dissémination du virus dans l'organisme.
Il serait particulierement intéressant d'utiliser un modele d'infection expérimental avec des
cellules infectées afin de se rapprocher du contexte de transfert de cellule a cellule dans un
mod¢ele animal. L'équipe de Roger Le Grand a démontré que les macaques peuvent étre
efficacement infectés par voie vaginale par du virus associé¢ aux cellules. Ils ont observé ces
cellules infectées dans les ganglions lymphatiques 21 heures apres le challenge suggérant que
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les cellules infectées migrent et transférent le virus dans des organes ¢loignés du site
d'inoculation (Sall¢ et al., 2010).

I1 a été proposé précédemment que les particules virales fixées a la surface des MoDCs via
des récepteurs alternatifs (DC-SIGN, DCIR,...) pourraient étre transférées efficacement aux
lymphocytes T (Groot et al., 2008; Lambert et al., 2008 ; Martin and Sattentau, 2009; Piguet
and Steinman, 2007). La molécule de DC-SIGN est peu exprimée a la surface des LCs/IDCs
et des MDMs et ne peut donc pas contribuer au transfert du virus entre ces APCs et les
lymphocytes T CD4. Cependant, d'autres récepteurs dits "alternatifs" jouent un role dans la
liaison et la transmission du VIH-1: la molécule siglec-1 et les molécules de syndécanes 1, 2
et 4 fortement exprimées a la surface dans MDMs mais pas ou peu exprimé a la surface des
LCs et IDCs (Bobardt et al., 2003; Nguyen and Hildreth, 2003; Zou et al., 2011), la langérine
exprimée exclusivement a la surface des LCs, le récepteur au mannose et le DCIR exprimés
par les MDMs et les IDCs (Lambert et al., 2008; Nguyen and Hildreth, 2003). Ainsi, une
liaison préférentielle du virus a la membrane de MDMs via les syndécanes 1,2 ou 4 ou la
molécule siglec-1 pourrait participer au transfert en trans plus efficace des MDMs aux
cellules T CD4. Les molécules impliquées dans le transfert des MDMs aux lymphocytes T
CD4 devront donc étre caractérisées. La contribution des récepteurs alternatifs exprimés a la
surface des APCs (langerine, récepteur au mannose, DCIR, siglec-1...) dans l'infection et le
transfert du virus aux cellules T CD4 pourrait étre analysée dans des expériences de
compétition par incubation d'anticorps dirigés spécifiquement contre les différents récepteurs
alternatifs des APCs. Ces expériences permettrons de mieux définir les paramétres impliqués
dans le transfert du VIH par différentes cellules afin de pouvoir les inhiber de manicre
efficace.

» Inhibition du transfert du VIH-1 des cellules présentatrices d'antigénes aux
lymphocytes T CD4

Dans un second temps, nous avons étudié¢ 1'inhibition du transfert du VIH-1 des MDMs et
LCs/IDCs aux lymphocytes du sang périphérique (PBLs) (manuscrits 1 et 2).
L’étude du mécanisme d’inhibition de l'infection par le virus libre réalisée dans le laboratoire
a précédemment permis de montrer que les anticorps neutralisants de type IgA et IgG sont
capables d’inhiber I’infection par le virus libre de nombreux types cellulaires, dont les
lymphocytes T CD4 primaires, principales cibles du virus, et les cellules présentatrices
d'antigénes (APCs) des muqueuses. De plus, d’autres types d’IgG dépourvus d’activité
neutralisante a proprement dite, nommé anticorps non-neutralisant inhibiteurs, inhibent
¢galement I’infection de ces cellules par un mécanisme dépendant des récepteurs Fcy (Holl et
al., 2006a; Holl et al., 2006b; Peressin et al., 2011)
Nous avons démontré que les anticorps neutralisants inhibent efficacement le transfert en
trans et en cis du VIH-1 des MDMs aux PBLs. Par contre, aucune activité inhibitrice des
anticorps non-neutralisants inhibiteurs sur le transfert du virus n'a été observée, suggérant
ainsi que seule I’activité neutralisante des anticorps neutralisants intervient dans le mécanisme
d’inhibition du transfert. Nous envisageons d'¢largir cette étude aux nouveaux anticorps
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neutralisants décrit récemment (anticorps PGTs) et d'autres anti-gp41 afin de corroborer les
différences d'activité.

En parallele, I'¢tude de l'efficacité des anticorps spécifiques du VIH-1 sur la réplication des
MDMs en co-culture avec des PBLs nous a permis de démontrer que les anticorps
neutralisants inhibent partiellement la réplication virale dans les MDMs bien qu'ajoutés 2
heures apres l'incubation des MDMs avec le virus. L'analyse des capacités de fusion virale
dans les macrophages nous a permis de démontrer que les anticorps inhibent le virus qui n'a
pas encore fusionné dans les macrophages. Les virus ayant déja fusionné n'étant plus
accessible aux anticorps. En outre, nous avons démontré que les anticorps neutralisants étaient
également capable d'inhiber les particules virales nouvellement produites. De fagon
intéressante, les anticorps non-neutralisant inhibiteurs sont capable d'inhiber la réplication
virale via une fixation aux récepteur Fc des MDMs aussi efficacement que le bl2, un
anticorps neutralisant.

Le transfert du virus de cellule a cellule étant plus efficace que l'infection par le virus libre,
nous avons par la suite comparé les activités d'inhibition des anticorps neutralisants dans le
transfert du VIH-1 des MDMs aux PBLs et la neutralisation dites "conventionnelle"
(manuscrit 2).

Nous avons observé que lorsque les anticorps neutralisant anti-gp120 sont ajoutés a la culture
en méme temps que les cellules T CD4, l'inhibition du transfert du virus des MDMs aux
lymphocytes T CD4 est environ 4 a 260 fois plus efficace que leur activité neutralisante
(inhibition du virus libre). Au contraire, les anticorps neutralisants dirigés contre la gp41 du
VIH-1 conservent une activité inhibitrice similaire en conditions de transfert du virus des
MDMs aux PBLs par rapport a la neutralisation du virus libre. Cette augmentation d'activité
inhibitrice des anticorps neutralisants anti-gp120 n'est pas observée dans les expériences de
transfert du VIH-1 des LC/IDCs ou MoDCs aux lymphocytes T CDA4.

Suite a la mise en évidence de différences dans les mécanismes de transfert décrits pour les
différentes APCs (publication 1, manuscrits 1 et 2) nous avons comparé l'efficacité des
anticorps neutralisants dans le transfert du VIH-1 aux cellules T a partir des MDMs, des
MoDCs et des LCs/IDCs (manuscrits 1 et 2). L'activité neutralisante des anticorps dirigés
contre la gp41 du VIH-1 est similaire a celle observée dans le transfert du VIH-1 des MDMs
aux PBLs. Au contraire, celle des anticorps dirigés contre la gp120 est 75 a 1000 fois plus
¢levée dans le transfert du VIH-1 a partir des MDMs que dans le transfert du virus a partir des
MoDCs et LCs/IDCs.

Le récepteur Fcyl (CD64) est fortement exprimé a la surface des MDMs au contraire des
MoDCs et augmente 1'efficacité des anticorps neutralisants dans 1'inhibition de l'infection des
MDMs par le virus libre (Holl et al., 2004). Nous pouvons donc proposer que l'efficacité des
anticorps sur le transfert des MDMs aux PBLs est également favorisée par la forte expression
de la molécule CD64 sur les MDMs. L'incubation des MDMs avec un cocktail d'anticorps
dirigés contre les récepteurs Fcy avant I'ajout du VIH-1 (expériences de compétitions) nous a
permis de corroborer cette supposition (résultats préliminaires). Cependant, malgré la
spécificité des anticorps utilisés, tous les récepteurs Fcy exprimés a la surface des MDMs ne
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sont pas bloqué et I'importance des récepteurs Fcy dans l'inhibition du transfert du VIH-1 des
MDMs aux PBLs par les anticorps est peut étre sous-estimée.

Cependant, cette hypothése ne peut pas étre prise en compte pour les anticorps 2F5 et 4E10.
En effet, I'activité inhibitrice des anticorps 2F5 et 4E10 n'est pas modifiée dans le transfert des
MDMs aux PBLs par rapport a la neutralisation du virus libre. Il a néanmoins été démontré
précédemment que les anticorps neutralisants 2F5 et 4E10 posséde une région hydrophobe
(CDR H3) leur permettant de reconnaitre des composants lipidiques (Haynes et al., 2005). 11
est donc possible que la fixation non spécifique aux lipides de la membrane virale de ces
anticorps diminue leur activité¢ neutralisante dans le transfert du VIH. Ofek et ses collegues
ont produit un anticorps 2F5 muté dans la boucle de sa région CDR H3 (Ofek et al., 2010). Ils
ont démontré que les variants 2F5 possédant des substitutions tryptophane au niveau de cette
boucle neutralisaient environ 10 fois plus efficacement le virus que l'anticorps 2F5 sauvage.
Nous pouvons donc penser que ces variants auraient une activité neutralisante du méme ordre
de grandeur que celle des anticorps anti-gp120 a inhiber le transfert du VIH-1 aux cellules
CD4 et le virus libre.

» Perspectives : vers le développement d'un vaccin induisant des anticorps
neutralisants et/ou inhibiteurs

Un vaccin efficace contre le VIH devrait étre capable d'induire une immunité durable et de
prévenir l'acquisition de l'infection et/ou de diminuer la réplication virale chez les personnes
infectées afin de ralentir 1'évolution de la maladie et de réduire la transmission du virus
(Johnston and Fauci, 2007; Virgin and Walker, 2010). A 1'heure actuelle, il est admis que le
développement d'un vaccin contre le VIH doit reposer sur l'induction d'anticorps exergant des
activités neutralisantes ainsi que des activités inhibitrices de type ADCC et ADCVI.

Il a été démontré que le transfert passif d'anticorps neutralisants, en particulier les anticorps
neutralisants a large spectre tels que le b12, le 2G12, le 2F5 ou le 4E10, protége les macaques
rhésus contre l'infection expérimentale par le SIV et le SHIV par voies intraveineuse ou orale
(Baba et al., 2000; Shibata et al., 1999), par voie vaginale (Hessell et al., 2009a; Hessell et al.,
2009b; Mascola, 2002) ou par voie rectale (Hessell et al., 2010). La "vaccination génétique"
par immunisation des macaques rhésus avec un vecteur adénoviral exprimant des
immunoadhésines dérivées d'anticorps neutralisants a large spectre peut également protéger
de l'infection comme I'a démontré I'étude de Johnson et ses collégues. Les macaques ont
montré une activité neutralisante de longue durée dans leur sérum et ont été¢ totalement
protégés contre le challenge SIV administré par intraveineuse (Johnson et al., 2009). Cette
étude a été confirmée sur un modele de souris humanisées totalement protégées de l'infection
par le VIH-1 par injection intramusculaire de vecteur exprimant des anticorps neutralisants du
VIH-1 (b12, 2G12, 4E10 ou 2F5) (Balazs et al., 2012). Par conséquent, les anticorps
neutralisants a large spectre protégent contre l'infection expérimentale méme si leur rdle dans
le controle de la virémie chez I'hote serait limité (Euler et al., 2010; Poignard et al., 1999;
Stamatatos et al., 2009a).
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Cependant, les anticorps neutralisants a large spectre sont trés complexes et résultent d'une
longue maturation rendant leur induction par vaccination extrémement délicate. L'induction
d'anticorps non-neutralisants inhibiteurs (AcNNI) pourrait alors étre une alternative. Ces
anticorps sont dépourvus d'activité neutralisante mais possédant une activité inhibitrice via
des mécanismes dépendants des récepteurs Fc.

Néanmoins, bien que nous ayons démontré dans nos études que les AcNNI ont une activité
inhibitrice sur la réplication du VIH-1 dans les APCs, nos résultats montrent qu'ils ne sont pas
efficaces dans 1'inhibition du transfert du VIH-1 des APCs aux cellules T CD4. Concrétement,
afin que les AcNNI proteégent de l'infection par le VIH-1 ils devraient étre induits tot, avant
contact des cellules avec le virus et dans des concentrations suffisantes pour inhiber 1'infection
de toutes les cellules cibles. Les essais expérimentaux in vivo chez le macaques n'ont
démontré que des protections partielles des animaux par les AcNNI contre les différents
challenges d'infection (Burton et al., 2011; Moog et al., 2013). Ces résultats suggeérent que les
AcNNI ne sont pas capables a eux seuls de protéger de l'infection par le VIH-1. Cependant,
ces infections expérimentales sont assez ¢éloignées des conditions physiologiques de
l'infection par le VIH-1 chez I'Homme. Il est en effet a noter qu'afin d'obtenir une meilleure
¢évaluation statistique des résultats d’infection des macaques, les cycles menstruels des
animaux sont synchronisés en phase lutéale avec du depro-provera. Cela provoque un
affinement de la muqueuse vaginale des macaques et les virions peuvent accéder plus
rapidement aux cellules présentes dans la lamina propria. De méme, les inocula utilisés dans
les challenges vaginaux sont généralement élevés afin de favoriser une infection efficace. Ces
inoculations de hautes doses de virus ne reflétent pas les conditions d'infection par le VIH-1
chez 'Homme pour lequel les risques d'une contamination par voie sexuelle sont faibles. De
plus, pour l'instant, les infections expérimentales sont réalisées avec du virus libre ce qui ne
permet pas d'étudier le role des anticorps dans la transmission précoce du VIH par les cellules
infectées. En effet, lors d'une infection parle VIH chez I'Homme, des virus libres ainsi que des
virus associés aux cellules sont transmis. Des infections expérimentales de cellules infectées
aux macaques pourraient permettre de se rapprocher des conditions physiologiques et
d'étudier le transfert du virus de cellule a cellule (Sall¢ et al., 2010).

La protection non compléte des macaques par les AcNNI lors de ces challenges peut donc
s'expliquer par une concentration en virus trop €élevée ou en AcNNI trop faible. Toutes les
cellules présentes dans la muqueuses ne seraient donc pas protégées de 1'infection par le VIH-
1 et les APCs de la muqueuse transféreraient efficacement le virus aux cellules T CD4,
échappant ainsi aux AcNNI incapables d'inhiber ce transfert. Cela démontrent 1'importance
des anticorps neutralisants inhibant a la fois la réplication virales dans les cellules cibles mais
¢galement le transfert du virus aux cellules T dans la lutte contre l'infection par le VIH-1.

Nos différentes études et essais réalisés in vitro suggerent que les anticorps conférant une
protection stérilisante optimale contre l'infection par voie sexuelle devraient étre constitués
d'une partie Fab possédant une activité neutralisante forte capable de protéger de l'infection
par le virus libre et le transfert du VIH-1 de cellules a cellules ainsi qu'une partie Fc capable
d'induire une activité antivirale dépendante des récepteurs Fcy. Un vaccin capable d'induire de
tels anticorps associé a une réponse cytotoxique forte pourrait permettre une protection contre
le VIH-1 lors d'une transmission par voie sexuelle.
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Al human bl ample: wor edllocied from dosm smncgaine his
HIN | amad 19CY (EFS L linsatare Bol 205 weie cdtamed by tie S8 crentae-
Nhim il parified Buman Bood CTH4" aemicyies wilh s i
i jiarslamern after Piooll Mypegios sedimensatan | AmobIAVCS; SMkanyi
eotech An desordwnl previomly, ™% gncopous CO4 T lymphacyies
were porified by positive wlecton afer CDI4 parification. Primary
puriicd T Tlymphocyion were solivabod by incubatios with
physcheriapgligin-A PHA: | jag per millios cells. | mgfml) for 3 dags.
Cells were feren and thasead §day belise e ™

Witun preparatian

Primary V-1 jenlstes wore smpliied on homsn blesd ubocyin, as
dpsmibhed previous |y ™ Vi vinchs collpcied s peak, vinus produciion wens
wvepcrmiraied T (odd woith o P0G s el pastyotboroul fone it (Ceaire
e Pl Bhomasy, Filier; Millgwere i, Primary RS HIV-15, dssbivpe i
s pevrided by S, Garmer, B Popovic, ssd B Galls (INBHL IV 10y
isabiype 2 RS sirain) was obialeed fmm S, Eegelbarechi (8HLS, U e
sty o Sacllenbouct. Typerherg. Sl Adrscal, IV lgum (sulaype B, RS
st s il Tro e MNational [nsteue for Baslogic Stssdands sml
Cemtrol (NERSC)L

HI%-1=iransler expariments

T crmalitsioms weend Feor Mol imlevtimon sl coscti ore s ith FHA scts asl
avlledognein TIME T lyimghacylon wene simdad G e disoribid e
u-]F.:Iﬂ"qrﬂ':r. mmmnatuss Mols were mlogiad wil primary RS HIV-1 @1
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o wrecratration of 500 aghmll, of virad p24 Ag. Afor D bowrs of iscuhation,
e el were wanhod thvughly o resene mabound free vl pantiiies,
Mot 2%l off HEVG 1 =hosied N0l @ 650 WP celle'ml ) weee msoubated
with 2% il ool IPHA ot vaned O T Iymaplocyies o1 24 50 10° oolamil and
24l of luiman mABs (s sl 2ojobl dilimeens Boginsing liom &
wtmscenirat i of M ppiml. eccept fon VRCD] amd ¥ RO, Bor wisch the
haling eosdentiaion s 3 ppimlb in Bewell plae. Wheee mlalad,
bl AFT (Segine: Albie®i & reverne mamioripas ishilster, win shled ai
e maimee e 6% e CTRL T lymphocytes, Lo preveat HIV: ] seplicatios. The
desection of varal p24 Ag in AT treated wells was oomsbdanal 1o repeesem
weniileal 24 deteciad in the sbsenoe of de @ ifn syallesie. Unléss
wihorwisg sbmad, productive infeooon was quamibal by low cxtometry
Tl im s deogtion cof smi raor lular virad pd Ag in boih ool popuilations
aliey 48 hawars of culvane

Kinsties of HNV-1 fusion, replication, snd deloction of a
ainghe cyeks of HIV-1 repliestion in ceculharsd MaDCs
mnd CO4 T lymphesyies

For sradbes of the Kinetcs of BEIN-1 fusson el seplion bons o SolXs mnd
mimslogous PHA-a0lvated T4 T lymphocyies. we shkied 3 pptel of
Fareen (T2, an MIV-1 fuskon imhdlses: AIDS Hecsarch sad Refemense
Reageed Progrem, D of AIDS, NEATIY NI or 580 HINV-0 AXT &
varkma times afler infection. We sided the HIV- | profeass inkibisor
iisalinavir AF0%; AIDS Hescarch sad Relererse Heapest Progras, [Rvison
ol AIDS, MEAITY, KIH @ 3 ooscrairation aof §phf" i MaDCs o the ame
mme g CIM T lyesphocyles T analya of e single cyole af HIV-
arplizatam

Ab pputraliring activity on purifisd CO4 T lyenphoeyte

The sewmhizing sno oy of &b was aseuoed i Seswriled ey Rasly. =
Hewfly, we mscubaied 23 plof geimary HIV. Dgg tadiie [oomoeni raton o
S ngtml. of vl p24 Ag o give 2= 26 jnfecied colla) for | howr with
35 pd, of hosan mAkas, We des addod 25 pl, of PHA&-slimeleed CTH
T lymaphaocyies ol |5 0 10F celluiml. Aler 48 s, the pereentape of
anfected CTRE T lyrpihencyion was dedemnined by Misa Gplomebic asalynis
o imtrace|lular 4 virsl Ag.

Call stairing and Now cylamalng anaay

Heiefly, oells weee lobcled with Liveiead Finshie Dl Cell Siain
Pimsecesce kiti @ lavevogen/ A pphed Bhagsiems | lor 10 didsiles. o soom
nermpeialre. Aller wadeap. o siberg of At difegted agatieg the histian
TN, CIEL, snd (T colf-sarfece molprules was isewhated for 10 mis-
s gk 80, Calls were Axed sl pormeabilined with. the CytofiuUyiipenm
wash Ll soletioms (HD Bimoesces ) and subpecied b0 miracelluler p24 8
abaiping. The perceatapes of infecied IC-SHON * (0009 5 0100 Mols
anmd indecigd CT3° DC-SHON - CTME T lymphecyies woerg deicrmme) by
Marw vy, Multsoodon samples were agqpimnd wiih an LSRE] SORP
wytomeier (HDP Diwcemorsi. We wed cyiameter svap ssd irscking
caliteaion reriicles o s ihai the uoresoeney Inlenesy measurmem
was pomkalrmt @ w7 ayperimesn, We wad @ ow oytomanry Compllesds
ki (R Rescienesl v congyasation. Frwad-agls sed side-scalier
light guting were inad w0 evchale ool debwis from e anslisis. Forwanl
wiikl smil Torwasd ares wene wall o e loke dosble celfle sl dead orlls
were eacloded with the Livecsd Kin sobrtin. The nal snalyeis was
FTMMHL’EET;W&.I.!-MWHhﬂnhhHH

jposcraied o prapshical earifas.

el st 1 cwbsaberd Witk vawess aite TV D oapevalis Abs Lol a concentie-
e o D00 el exoept fow VIROD] sl VOO, send @ & oonoemratesn
ol 40 pptell) fior 10 mesines 2l 870 waibed with PES, and inciuhsnl for
10 myimies @ 4°C with pow Fiab's fragmesd asii-leman kG (Foy-TE
IBeckman-Couber]). Cells weee wndend ol fved in Cyiofin sdution. 'We
desenminnl the percenuge of el positive Tiw Ab hmling by Mo
eytmetry (SR SORPL In parallel, we Blocked Foyls i the seface of

MoDCs by mcubetmg MoDs with & megluie of prrabed sai-FeyRI
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JCURIE, ¢homa MCH Al (1D Pharmisgenk @1 10 pgiml, for MK mimgies &
B iy addimg AR specific for FITW-E, The prreostage of &h bding vis
Py o MiolbCs woan defimed e the percemtage of Abh bisding 10 Mol
e thar pevcemiagy o Abs Tengbag o My eystos) with awii- Fogl b

ELISA

W'p denermined e st oof MV | p2d g pelrasnd s tha sspemataa) of
orubned ool popailstioss By [LES A (lnsopeaetacu]ngim |

Siatistical anakysis

iy worg cvanpeeesd by |-y AROAA K nas ksl Wighlas fewi 1, with figsds
) for pairwwe comepansaoms |V s Whatsey desi L o2 0 mas gonsil-
pred alatiancally sigmfoast Conelaiias sorg snalyoesd by caloglaag de
Pearson corre latios coelficaest, with P < 08 conusderad siatisically vignifi-

cant. All statmiicsl calosdaions wore perfiormend with Froun Yersaon 504
sl way | CGraphlPalt

Results
Productive HIV-1 nlection of MoDCs snd CO4 T lymphesyles

W scheciod HIY: | <ransfer conditions saiable For asessment of
the early singe of HIY-1 transfer in frams from MoD}Cs o CD4
T Iymphaocyies {Figare | PHA-activatod CEH T |y mmplsocstes and
anli=HIY- | -spexific Abs wore shied 10 immanere MolCs mcu-
batied for 2 hours with HIV- . 'We determned HIV- | roplication
aller AN Bowmre of enfegtion o minimiee multiple cyeles of e
wansgrigion keading (o wansfer in ol (Figure | A8 this lme poss,
HIV- | transfor e MalaCs dis FHA -activated CDE T lemphosyies

w e = w § &

5 ol miegied P -ctevatod

[ Wy
i vl ettt el bayCell

Figurs 1. DelscSos of mbscelule HIV-1 pld Ag prodecton by immiiers Be0Cs and

PHA-Rctivaled COE T lymphocplan. |&) Oelges

astoigoun
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Fagues 3. Minstics of HIV-1 Rusion snd repicstion in cotulunes MoDls snd prirmary suacbogoe s PHA-scirvaied COH T ipmphocyiss. @ soded L gl T0 it 1

Famirt ratibsiar, A br Skl AFT

s [0 - o] AeDCRTEM T herptacy i cooslormst al seroun Srmssa. inlscfion man sl 41 Fou

&N e wil b IHNHWHMMHWWMHWHM [laly s apewnaand i madre = B0 ba = B jKj o7

n = 4 i} C

e rwils hom iefernnd neady oo donors 5

o ool poputiion ir e remseos o

P VLT it el M1V Exripuiiond will il sl i) ol by 0 17, DAl B el i B ki = 0 i 11 = 14 kv Sy Pl pavisssasl

il ol bom diffsend Fealry Siood donom

wms efficient | 4.6% of O3 T lymphocyies were p24°; Figure
240 Ineddition, infected immabare MolxCs were detecied, hecane
5249 of these oells were p2d® [(Fegure 28) This infection
wresponded 10 eewly synihesiced virkons, bocase (e low
percemapes off p2d* cells were detecied in the proseace of the
reverse ransoriplass imbibilor ALT (Figure 24 ) and wore simaler s
umanicoted Moy cocultured with CDd T lymphesyles (Figure
IA) i e shience of O T Iympboeyies, oaly o few (6%
mmature DE-SIGKY 5alCs displayed HIV-1 peplication after
A% howrrs | Figore 240
Efficient HIV: D wransfer B MolXCs g0 C04 T Iymaphacybes
was ohsorved ropestedly (n = 58k The poroontage of HIY-0
replication im CDM T lymphocytes was oomelaled with that i
MolICs (Fipmre 1H) sapgesting a high degroe of oooperstion
Betweem Moy mml OO T lymphos yvics i promats HIY-0
gl b il these 2 G2l) lrpses,

Kinotics of HIV-1 fusisn and repliesticn

We analyred the Kinctics of HIY- | membrane fusion i cooshiure
ool it by sdifing a Fosion ishihitor { TX0) @ variows time points
aler infection | Figueo 24 When T20 was acdded 10 IV |=loaded
ModMCs it the same time as CDd T lymphocyes, approsimate by
20FE off e MalMCs woore Fotrmad 1 e possitine or infrace halar p24
Ag AR hosars fater sompared with contre Mol)Cs in ihe shsnog of
T20. Thersfione, approtimately 805 of the HI'V-] particles had yer
b P wlth amiissiuee Mol sfier 2 Bowrs of | scubaton §Figuns
1) and wore sill soocisible o HIY: | =ypecilic Abs. Momover, al
s wme podad, THI almost compleicly mdabiled HIV-1 irsnster s
primary O T Iynespdoyies, denwwmslrating e roquinsmsnl (o
Busiowd i HIW-1 wamler o CIM T lymiphocyics, os descivhed
previousty (Figure 144

Wi als investigated the Linetics of HIV- | mvorse Bansciion
By adding the fovsrse transciiplase mdibibad AET & vaiiois lene
ranis alker mfoction, The icvene Fanscrapion profikes of Mol)s
aml T T lvmphocyies wore sjimiles o coculiee ¢omidinis
iFagune 1H1 Indeed. 4% of MoldCs mnd 369 of C0E T [ympho.
eyies were aleoady infectod wheon AZET was added 20 hours aflor
mfection comparsd with contral eells in the absomce of AET. The
reverse anscriphon in MolDCs alose {in the abssnor of O
T bymphocytos) bogan aflcr 45 hours and the Brd mound of viml

repd bcaisin was ol detected until 72 hours (dals nol sheovamp =
Therelise, an increascid raie of revere lmmeriplon wa ohserval
fm Mol when gonuliiond with CDd T hmphocytes. This e
wrcass of roverse franscriplem rde may sxoun) lor the higher
porcomage of HIW-l pld* MoDCi obareod whon ihey wene
coculiured with C04 T lymphocyies,

Eingle cyele of HIV-1 infection in MoDCs and CO4
T iymphocytes in coculiure

We investigoicd whether the HIY-1 meplicalem in MolCs and
Clel T lymphaocyiles cormespomded d0 o single oycle ol HIY.
isfection after 8 hows of incubatiesy by addssp 8 professe
iskaltoe, [IW, IDV provent mew cyeles of infegtion by blocking
Fenall assgiidhly s maturatim of newly synibcsiasd vicions n the
prescaee of IO, infocled Mol s comrospond o B9 of conirl
infocted Mol s din she absence off 1D Figuee 300 The FIT-
replicaten detovicnl im thes wells afler 45 haurs was them e dus
ewimially B 3 dngle Sycle of infection. Convenely, approgi-
matlcly hall of the lympbcs yie populslion was Tound o he posilive
For intrmccllubar p24 Ag production in the presonce of 1DV (Figure
3Tk endficating the occormesce af @ pew cycke of HIY: 1 roplication
im CI T lyenphocytes. Therelore, appeos enately half of tbe HIY-1
replicatssn detectedd in these Iymphocyles comesponds e HI-1
transier i drams, the olber hall coresponding s HIV-1 irssader in
pin, Howewed, fumlicd slsles afe g 1 B i uiie W et
IBee mew infections particles were produced by Mol or CTM
T bhymphocytes. Cooulliure for 24 Botirs ws not suffficient for the
mialyads of p2d im M- 1—infevied MoDCs and C14 T 1ymplocyies
b B cylrciey (dais nil shoani. Wi therclore chive 1 e an
isgihation perion] of 45 hinirs, cofrespondisg mainly & irssler in
fresas froom [0 b O T lymphocyies. o analysis of the
imhihitson of HIV: | transfer by Abs,

ib-meeclinbed Enhibiticn af HIV-1 transler

Wi analyrcd the inhiBation of HIY-1 trasafer Erom mmatiune s
1o O T ymphaocyies by Abs usisg o pese] of specafic anti-HIY- |
Abs 8l variois comcesimisms, and he conceplrala of Al
resmllingg im & TIFE deviwass im the percentage of infkoied oells
Linhibstory concendmiion 70, Kb valees wore caboulatod (Figons 4
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anal Table 1 Edeed, hevamise 2060 ol HIV-1 had abesdy Dised with
WhobaCs before the sbfition of Abs (Figure 1), 10 wonld have
Been s aringenl |n sddithon, 10w wes pol very reproducible
ecamse of the inbrssic varishility amosg primary HIV-1 isolaies
infeciing primary human cells. We found the the & NAbs
{anti-gpl e 260X bi2 VRCOL, and VRCE) and anti.gpd 1= 275
anad EENOG effectively provented HIVA tramsfer Trom SoldCs o
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Figpern d. Inhibfion of M- § frans-irisction by varicus
HIW-1-apeciie Abm. HY. 7 oapeifs ide wees adaked
& toary @ T mlechon of Pates MoDCy @ T
s e P, actvaled COH T hmpfooytes. Afer
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iegecien of M1 minasediutas pd A prducion By Sow.
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PHA-activaled CDS T lymspdescyies {Figere 4A-10 snd Table 1),
These NAEs had 15, valees between 4 and 4T ppiml, for HIV-)
tramader b CTR T lymsphocyies (Tabde 1), whesea the NNAB AF3
and [370-00 mnd the MNAbs Foy medaied inhikiiory Abs 346-13
and JBY did moi prevesd HIVA iremder o O04 T lymphocyics
{Figure 4E-F and Table 1). We furiber analysed ihe inhibition hy
At of IV | rmmsfer in trans only by siding the protcanss inhihiior

Tabie 1, inhibition of cef-to-cell iranaier by mAbs and el maturation
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1DV W e coculiure, [nbibigon officency was similar in the
presne anid absenee ol TRY supplemental Figuee 0018 availabis
o the Hivesl Wil site see the Sapplemonzall Matonals lisk gl the
top of i onlise siicle ), demonsirating the capacigy of MAbs 1o
imBribit drams-infection. Moeeover, this inhibstion was moabstaned
onver B pedhod of 3 days, indicating o subaequent imhibition by Abs
o manafer b oy (deis gl shoswn), This Ab-medisted inhibftion of
HIV-T tramsler wos obseeved sfier the isfecoon of MoDCs with
wbsype © IV Dy ol subiype B HIV- D gap vises i sddition ie
MW g Tilaim i shaovwmi).

B additien w inhibiing HIV-1 rancfee, Noba als inhibited
Mol mlection in these coculiure comistions despite the loading
ol MaldCs with HIV-1 2 Bours before the additon of Al (Figure
4A- 1, supplemental Figane |A-H, and Tabke 11 Moreoved, slaghly
ey bevels of BN replicaton bn BMoDCs were detecied an the
presence of NMNAL 2460 (Fipae 4E and Table 1), abdwugh no
il bt ol Y tremader o CTM T lymphocyies wos observed.
Foer MAbs directed againsg gpl 20, the inhibstion of HIV- 1 tansier
from Mol s o CDd T hymphocyies was maore eificiost than the
imbwbsition of HIY- 1 replication in MolDCs i Figure 44 B, supplemen:
tal Figawe DAL, sl Tahle 15, In contrass, fir the ani-gpd] Habs
mndl 3 NN ABs {2460 mid AHEL HIV. D replicatsn im Mol s was
imByibited] moee sromgly than HIW- | irseler o CDE T lymphocyies
(Fapure 4C-F, supplemental Fipare 1HIL and Tabie 1), Thess
defferences were obierved reproducibly in ot hesa 4 independen)
cxperiments with colls from differem healhy Blood  donon,
umggesting that Ab function may depesd on ihe ghyoopenicim
spbanil langeicd. [ndeed, the BMAbs AE 115 and 275 have been shorwm
o bo sclinve oven afkr COMCCRS engagomend,” whereas anii-
gpl20 NAbs gpitopes may have limited acves o HIV alealy
marnd i Svlo 60w

We also snalyred vird release inle the sopernatast. Siomlar
curves were obisined for the inhibstion of HIV-1 imnsfor mad the
imhi bithon off p24 release into the supermatant. thus confinming thai
orverall] prodsctive nfecthon was (sbabited by Bk | Figure -1
The mmcunt aof viral p24 Ag released inio ihe supommatant was ol
approximaiely SFF krwer in the presence of the NN Abs 246-0 and
A% (Figare AE-Fi. Our nesults show ghal MAbs both elliciomly
imihit HIV-0 ranaler from MoDCs g0 CDE T Iymphaocyios in frams
aned imcis mad hnhibis the Edection of SinDCs

IgG-mediated |nhibitian &l HIV-1 replicaticn in MeDCs is
eairabated with the Malurslien slabus af these colls

DC maturckn decresses seecepibiliny i HIV-1 RS infection.™
W thercloee ssaesscd the capacity of Al o indooe Mol
maturation. The expwression of the [ meturabon marker CDEY o
ihe samflscr of infocied MolkCs wes dotormined in the oooslure
with various concenirations of Aba and compared with MolDC
a6 e absenee of Abs (Frpese 34 ssd Table 1) The
ati-gpdl Nk JE10 anid 2F3 indeoad o Bigh peroeniage of mature
MloldCs (309 and 42%, pespoctively, Figure 54 snd Tobde 1). D
muturation was sliphily lower in the presence of b2 ssd no CDEY
cxpresadon wias deteciod with 2G1Y, cven whom prosent ol @
concentrmion of [0 pgiml (Tabke 15 The NN Abs 246 16 mnd SF3
mduced MolDC maturstion, whetess 48B3 gnd 130D & Dol
Imzpease ghe kevel of CIRY eypressiom oa DO (Table 1 This
maturnlion comll sl be hevawe of (B presesee of endotoning
bocauise embobonin levels were founid 10 he very low ibetween
0.0 gl O |9 ELT) w100 gugfmil of Abs, the highes) concenira-
tien wrsell I addstion, D malurstion was mverscly cormelated with
the rolative percentage of infeciod MoldCs {Figure 61 MolC
mfection did nol induce MoDC maturaison in The abanor o T

USE 0N oo Tyom OF 1.1 TRANSEER FRCM OCs TO LYMMWOCTTES 37113

T lymphocyies, and she 4E10 Ab alone had misimal eifects on the
maluration prosess (Figuee T Elficiest MaldD maturiss aas
betected b ihe conte sl of goulise wilh CTH T 1y msplsesyles i ih
presenee ol the 4EI0 Ab independendy of sigal replication
LF = 08 by st Fipure Th Mo Mol maturstion wes obsorved
ey incubarion with paified polychonsd 130 from HINC isfecsed or
HIV-megmive subjects of with sntb-dengue mAdb | DEN-3; das mol
shown ). Therelore, the Mol maturation ohaerved s the coniex
il oculhere was Ab dependend.

Binding of Al lo FeyRa on the surface of MoDCs

We demoaniraied previsnly e mvolvement ol Foy receplins
(FoyRe) in whe mechanism of HIV:D inhibstion by MAbs and
BiAks in MolCs ™ In the present siisdy. we investigated the
mecchanim of Mo malurstion by specilic Abs against HIV-1 by
mnalyring the capooiy ol these Abs bo bind 1o FoyRa present o (ke
MolC surfoce. Mabs JEI0 mnd IFF hoomd efficiontly o the
sirfoe of Mol s with approximatcly T65% and 62% Ak positive
wells, rspevtinely, The NNAbs 26 IF and 403 bousd MolRs,
giving 4%% and 27% pewilive ool respoctively. Ab 2012 bound
Mo only weakly, with spprocimatedy |85 poaitive MolCs
i Figue 5183, We invedigaiod whether this binding was medssted by
the F portions of these IpGs by blockimg FoyRes with o misgure of
Aba dureeted against FoyBl. FoyRIL s FoyHIl el siding
spocific Abs spaima HIV-1. We found thal competition with
mli-FoyHs Abs hal no impsit on Nak JHE1E bading o MalRCs,
whetea i binding of e NNARs J45-13 am] JH3 B MalXs
devrrascd o 22% ssd | 7%, respectively, after FoyRls hlockabe,
The presence of anli-Fey R Abs ol Secremed the hinding capai-
ties of e MAbs AEI and ZFS 1o Moelds by 1T and 15%.
meepoetively, bul 399 amd 375 of MoBXC0s, mspectively, nmsines]
poitive despiie the addstion of amti-FeyRe Abs (Fipure SB)
Therelore, the WA AE 1D and 2FS bimd FoyBs and other ligands
o dhe surfate of MoldCs, We ten investigaled the oorrelstion
between Al bisbing and MoldC melestion. We fousd & sirong
msaciation Between the wal banding capachy ilfigure 30 or
FoyR-spocific hindisg copacity (Figure 1) of the varioes HIY-1-
spocific Abs and MolC malurstion. We therefore suggest that (ke
himfing of Abs 1o MalCs induces the maturatsm ol thes eclls,
resilting im bwer levels of HIV: ] replicstion.

Compariscn betwnen Ab-mediabed inhibiticn af celi-lo-cell
HIV-1 tranaier snd comven Banal neutralization

The eMicacy with which Al inhibsted HIV-1 oansiier Do Maol2Cs
to 1 T Bymphescyies was compared wich Abomed)sed inhibition
in @ conventicansl seubmalivstion asay with cefldree viral anicles
infecting CDd T Iymphocyles {(sepplomestal Figure I NMAbs
ifisplaved similar kevels of inhikb#tion im both azays and the 10w
walues were im ihe same range, kndicaling that inhibition of HIV-1
tramsfer by Abs b almost o efficient as inhidsitiom of HIY-D free
wirns partiches. h12 inhikied free vis panicles slighily o
oiffichently. smad 2012 inhibited HIV.1 cell-ip-cell irmsmission
betier than B nowtralived coB-free virus (supplemental Figue 20
Because only a fow MoDCs wore mfocied afler 4% hours in the
phenoc of CEH T lymphocytes (Figure ZA), we did not assces the
inh#bilony sctvity of Abs i MolXCs alone.

Discussion

Emmmiatine DN b boem poporiend o captare vimas and o iramsler il
cifickenily o neigibonng CDH tarpot oclls through ihe Tormalion of
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nayfeard

sodopical synapses 2 1 has boom suggested that s el of
cell-t-gell spresad ol HIV-D is eatmemely effcmnl. sllowing the
rapkl dissemimaibm of the virus in the body! I b sherelore
ewential fo deteming whether HIV: |—spoecalic Abs block HIY-)
wansler, paticulslly rasaler s drans, which is respomihle for the
mitial Emnsmisskon of the virm o COH T lhmphocyies a8 e
L ST ET T

We devekiped s HIV-l-ransfsr assay for ssalyzing carly
HIV- | replicatiom in imenetare Mol and CD T Bymphaocyies.
With the proteass inhibaor isdinavir, we demonsirated that 4% hours
ol incubaison correspanded 0 s single cycle of HIY. | infection in
WiolaDs. W iherefore used (hese oot o gaasss The capacsy
ol HIV-1—specific Abs i inhibat HIV-0 fransfe @ frina o T4
T Iymphas:yics. W demuonstrated that NAbs clficiently imbabinod
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Infected MoDCs (% of control)

Flusresoonce micrasoopy sl ¢hectrom emography have shisn
that inhibiors bave mcess to the prefoamed virdoghoal symapses
and can intorfore withi IV cell-toscell infection. ™ Consequenly,
ihe HIV- 1 bound i the O surface remains scoessible o nostralir-
ing mAbs. Moreover, e inhibitory effects of MAbs on HIV.]
wrunsfer were of similer sirength o those detecied when free HIV- 0
particles infeot COMd T lymphacytes (supplemental Figure 25 or in
e cllassis neutmlicsthon ssays involving PEMCL ™™ [ neuial-
iring conditiens, PEMCs were fimn incubsied with free vins
jarticies, sd en culiueed o confluence. HIV-] tmnsfer frem
el probahly cogmis during Bhis incehatnm phase, aml Abs
womthd absiy meeil Wy inhihin (s cell-to-cell irammibvaon, This ey
scevmged [or the kigr ovgrall dnhiBatiry sctivity of MAbs in
comventmomal pwimany FRMOs sueys than in 8 single-cvele, Tocell
Tine-Bases] nestralization away, ™

Soveral sl have investigaied the infhites of HIV-1
tramsipy by Abs and have mpodicd conBlicting eosulis, s
showing HIV-1 trinsfer 0 be osistant o ondry anhibison of
WAk LB gl sibers popating cfBcient inhibition of HIV-]
rephivaion, ' *FUTIILAER 41 of these stidies smalyvecd cigher (b
catly sop al viral eatry of HI'Y-1 releass imto the supomatant; nosc
sonaadered HEV-1 replication in immatsse Mo[DCs, We shavw hercin
Thad | mematsere MalCs play o miajor role s Both HIV-1 jproduction
and HIV-1 inhibition by Abs. & higher poromage of infocicd
Moy was repealedly ohserved 48 hours afier infeotion after
incebualion in e presency of autedogous sctivated CTe T bymphas-
wyies, o describod proviosdy. ™ This Bighor rasc of HIY- | ceplica-
tiom in s after mvtoraction with OO0 T lymphocyies sifects the
Nak-madimied inhibaien.

In msdalitim 1o imhibiging WY1 transdor o CTCT Bymphos yics.
Nibs deorcased HIY. 1 replication in MoldCs, By dissecting e
early steps of HIV-1 nepdicathon during coculture, we showed that
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moee then B0 of the vins Bad not et fused with immaiure
MlalM0s 2 hours aller infoctaon, This sappots (el HIV-1 bound i
the surface of MoDXCs remains scccusible o anti-HIV-D Ak
Mlorgover, wime Abs, such m NNAD 3460k did s allecs HIV-1
trasnder oo infecied Mols o C1 T Ivmphocyies, but signifi-
cantly ikerased ihe perentage of infeied MaDCs Fathermore,
the nbabitis ol HIV-1 rephoation in Mol was conelaied with
the exprexsion of the D€ masturaesn marker COE3,

Is ithe cowmient of DBC-Twll cois-isll, HIVIAB |msmune
oomiperes have heen dwowm 1o he more sificient than vine slone
for e ggering Ag e it By D FeyH engapement om D
i maluration. " We therelon: aseued the capasity of Ab
bind fevepicrs a the suifpee of DO @nd Found thal some A,k
e the MABw AEID and JF3, boumd efficaenily w Mol This
bindssg pastially involved FoyRs, hecmmse hwer hevels of Ab
bindesg were observed i the prescice of anti-Fey R Abs. Howsaer,
s FoyH-oaseloied Bending was also obsepvd. This addisons
bindisg capaciny of the MAbs JE10 and 3F% may be because of
thetr podyspecific mooestibody properthes™ Because they biml other
proviciie such as phosgheliphds.”

Ab banding to FoyBs on the surface of Mol was comelated
with DO mabsration (Fipnuie 3C-00 Abs may theie e be syl vl
in mn sddivions] mechaniam keading 1o DU maiucstion e might
proect DAs againad infection with BS vimses ssd contribeste o ihe
effchent imdscon of HINV-I-specific immune regponees. This
maluratken may therefone be Bghly valushle in the content of &
presective prophylactic vaccise, although it might lead 1o ok rasce
in the coses ol cheonss infections.® For Al 3G the hinding o
Molds wan vory low. We proposed thal this low bending may be
becmise of the very special dimeric fomm of this 1209 therefure
mismmizing ik capacity of this Al do bisd o Foys sl oonse-
ajuesily prevesting oD mabsation. Oar resulis suggest thsl, =
the comeat of DC-=Tcell cocwhiure, ithe isbihiton of s infeoton
whsorved wish some Abs isvolves ot lead 3 dilferent mechamisma:
the scuiralization of virs paticles sl stisched o fhe Modd
surface by the Fab pat of the lpG and the mmurstion of MolXCs
thrsugh bgle-PoyRs or other Ahecell imbe e tosrs.

HIW: | replicstion is Bighly restricied s DCe It has boos
suggestod thal SAMMHDD limils HIV:=1 mplication by decroasing
ANTP pooks e mvelohd celle ™ Mamee DOs we ol veny
sisceptible o RS vienl rephcathos; the viral lile cycke {8 blocked
shorily sfier eniny” oed the kevels of ihe APOBECMG pesiriction ociog
we high™ In ar experimentsl conditions for HIY: | mamder. BV
replic st s [0S was aroagly modulssed, incressing on coculuee wids
TR T Dyesphaoc yies wnal decreasing alier dhe oS of I | -speciiic
Al Further imvesiigatons. me regquired o detensine the mechanimmn
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iversdvend i theese meodu lations, which may bave @ magor mpac om HIY
replication ol descrnimulion in vnas,

Alsonph favewable Bachs of HIV-1 roplication went obsord
i e comlilions uscd for the cogaliune of Enmature MollCs and
primary Ol T homphocyies in the peosend shaly, well-known
M Ahs were ahle o inbabic HIV- 1 trssder and eeplicstion silciemly,
These sesults i exremely eocoursging and peovide [uithes
evidence of ke need lod sy voaccing o induce the prslecton of
wmh Als diectly ol the mucmad sl W prevent the early
deweminmtbon of HIV:1 sfier lix sevus] irsramission. Moreover,
alibouagh NMAs inhibised HIV-E rasafer from B0 10 D4
T ymphescyies only IneThcicsly, sime NiABs docreasad HIY-1
peplication in Mols wipniicaniby, wigyesig o passible conteibu-
w1 prrodectaon agatnss HIV-1L
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Annexes - Publication 1

Supplemental Figures

Figure Legends:

Figure 51. Inhibition of HIV-1 frans-infection by HIV-1-specific antibodies in the
presence or absence of profease inhibitor, The protease inhibitor indinavir IRV {1 phd) was
added at the same ume as monoclonal ant-HIV-1 NAbs b12 (A, Cland 4E10 (B, D). After 48
hours of coculture, the percentage of infected CD4 T-lvmphocyies (C, D) or infected MolD{Cs
iA, B) was determined by the detection of HIV-1 intracellular p24 antigen by flow cvtometry,
and compared 1o control cells without Abs, Data are means + standard deviation (SD) of at

least 4 independent experiments with cells from different healthy blood donors.

Figure 52. Comparison of the inhibition by anti-HIV-1 antibodies of cell-to-cell transfer
and conventional nentralization assavs with free viral particles. The capacitv of MAbs o
inhibit cell-to-cell ransfer (transfer protocol, # 15 the number of independent expeniments
performed with cells from different healthy blood donors in Table 1) and cell-free HIV-1
particles (conventional neutralization protocol, #=3 independent experiments performed with
cells from 3 different healthy blood donors) was analyzed in CD4 T-lymphocytes, The
nhibitory concentration 70 (1Cs: concentration of Abs able o inhibit by T0% the percentage
of intracellular p24 positive cells) was calculated for each antibody. Data, expressed as means
+ 8D, Pairwise companizons were made by using the Mann-Whitney ¢ tests, with p<0.05

considered significant,
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Etude du transfert du VIH-1 des cellules
présentatrices d'antigenes aux lymphocytes T
CD4 primaires et inhibition par les anticorps
neutralisants

Résumeé

Les cellules présentatrices d'antigénes (APCs) présentes dans les muqueuses
comptent parmi les premiére cibles du VIH-1 et participent a sa dissémination dans
I'organisme.

Durant ma thése, j'ai étudié le transfert du VIH des macrophages (Mg) et des cellules
dendritiques (DCs) aux lymphocytes T. J'ai montré que ces APCs transférent
efficacement le virus aux lymphocytes par le biais de différents mécanismes:
transfert direct en trans dans les coculture M@/T, et transfert en cis (suite a la
production de nouveaux virions) dans les DCs/T. Ces deux modes de transfert sont
inhibés par les anticorps neutralisants (AcN). De maniére intéressante, certains AcN
anti-gp120 inhibaient plus efficacement le transfert du VIH dans les cocultures Mo/T
que dans les cocultures DCs/T et l'infection des cellules T par le virus libre.

Ces résultats suggérent que les APCs participent activement au transfert et a la
dissémination du VIH et que les AcN sont capable d'inhiber ces différents modes de
transfert.

Mots clés: VIH-1, anticorps neutralisants, cellules présentatrices d'antigénes,
transfert de cellule-a-cellule.

Résumé en anglais

Antigen-presenting cells (APCs) present at mucosal sites are among the first HIV-1
target cells and contribute to the spread of infection.

During my thesis, | studied HIV transfer from macrophages (M¢) and dendritic cells
(DCs) to CD4-T lymphocytes. | showed that APCs were able to efficiently transfer
HIV particles to lymphocytes, but through different mechanisms: Mg rapidly
transferred HIV by direct trans-transfer, whereas DCs were mainly implicated in cis-
transfer (after production of de novo HIV). Moreover, | have demonstrated that these
two modes of transfer were inhibited by neutralizing antibodies (NADb) in both type of
cocultures. Very interestingly, | showed that anti-gp120 NAb inhibit more efficiently
HIV transfer in Mo/T than in DCs/T cocultures and T cells infection by free viral
particles.

These findings highlight the major contributions of various mucosal target cells in HIV
transfer and demonstrate the potent role of NAb on inhibition of cell-to-cell transfer.

Keywords: HIV-1, neutralizing antibodies, antigen-presenting cells, cell-to-cell
transfer.




