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Abréviations

ADCC : Antibody-Dependent Cell-Mediated
Cytotoxicity

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

APOBEC : Apolipoprotein B mRNA Editing
Enzyme, Catalytic Polypeptide-Like 3G

ARV : AntiRétroViraux

ARV" : Patient sous traitements ARV
BDCA : Blood Dendritic Cells Antigen
CCL : C-C Chemokine Ligand

CCR : C-C Chemokine Receptor

CD : Cluster de Différenciation

CDC : Centers for Disease Control and
prevention

CHU : Centre Hospitalier Universitaire

CLR : C-Type Lectin Receptor

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CMV : CytoMégaloVirus

COX : Cyclooxygénase

CRD : Carbohydrate Recognition Domain
CXCR : C-X-C Chemokine Receptor

DC : Dendritic Cells

DCIR : Dendritic Cell ImmunoReceptor

DC-SIGN : Dendritic Cell-Specific Intercellular
Adhesion Molecule-3-Grabbing Non-Integrin

DMPA : Depot MedroxyProgesterone Acetate
EBV : Epstein-Barr Virus
ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

FACS : Fluorescence-Activated Cell Sorting

FITC : Fluorescein IsoThioCyanate
Galcer : Galactosyl Ceramide

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor

HEV : High Endothelial Veinule

HLA : Human Leukocyte Antigen

HIV : Human Immunodeficiency Virus
HMGB1 : High-Mobility Group protein B1
HRP : HorseRadish Peroxidase

HSH : Hommes qui ont des rapports Sexuels
avec les Hommes

HSPG : Heparan Sulfate ProteoGlycans
HSV : Herpes Simplex Virus

ICAM : Intercellular Adhesion Molecule 1
IFN : Interféron

Ig : Immunoglobulin

IL : Interleukin

IP : lodure de Propidium

IST : Infection Sexuellement Transmissible
LC : Cellules de Langerhans

Lf : Lactoferrine

LPS : Lipopolysaccharide

LTNP : Long-Term Non Progressor

LTR : Long Terminal Repeat

MCP : Monocyte Chemotactic Protein
mDC : Cellules Dendritiques Myéloides

MDDC : Monocyte Derived Dendritic Cells



MIG : Monokine Induced By y-Interferon

MIP : Macrophage Inflammatory Protein

NK : Natural Killer, cellules tueuses naturelles
NLR : NOD-Like Receptor

NOD : Nucleotide-Binding Oligomerization
Domain

ns : non significatif
NT : Non Traité
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PAMP : Pathogen-Associated Molecular
Pattern

PAP : Prostatic Acid Phosphatase

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell
pDC : Cellules Dendritiques Plasmacytoides
PG : Prostaglandin

PrEP : Pre-Exposure Prophylaxis

PRR : Pattern Recognition Receptor

PS : Plasma Séminal

PSA : Prostate Specific Antigen

RANTES : Regulated On Activation, Normal T
Cell Expressed And Secreted

RIG : Retinoic Acid-Inducible Gene 1
RLR : RIG-I-Like Receptor

ROS : Reactive Oxygen Species
SDF1 : Stromal Cell-Derived Factor 1

SEM : Standard Error to the Mean

SIDA : Syndrome D'ImmunoDéficience Acquise

Siglec : Sialic Acid-Binding Ig-Like Lectin

SIV : Simian Immunodeficiency Virus

SLPI : Secretory Leukocyte Protease Inhibitor
SMAC : SupraMolecular Activation Cluster
SP : Seminal Plasma

SVF : Sérum de veau feetal

TEER : Transepithelial Electrical Resistance
TGF : Transforming Growth Factor

Th : Lymphocyte T Helper

TLR : Toll Like Receptor

TMB : 3,3’, 5,5’-tetramethylbenzidine

TNF : Tumor Necrosis Factor

Treg : Lymphocyte T régulateur

TSLP : Thymic Stromal Lymphopoietin

VIH : Virus de I'lmmunodéficience Humaine

o : Ecart-type
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Contexte général

Dans le début des années 80, le monde fait face a I'émergence d’une nouvelle épidémie
meurtriere avec la découverte des premiers cas de SIDA. En 1983, le rétrovirus responsable de cette
pathologie est isolé et permet a la communauté scientifique de progresser aussi bien sur la
compréhension de I'interaction entre I'hGte et le pathogéne que sur le développement d’approches

thérapeutiques et préventives.

Ces découvertes ont permis de belles avancées puisque des données épidémiologiques récentes de
I’ONUSIDA et de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (ONUSIDA, 2013; UNAIDS, 2015; WHO
Media Centre, 2014) établissent que:

e Le nombre de nouvelles infections a diminué de 41% depuis 2001. Dans le monde, 2
millions de personnes [1,9 million—2,2 millions] ont été nouvellement infectées par le VIH
en 2014, contre 3,4 millions [3,3 millions—3,6 millions] en 2001.

e L'acceés aux trithérapies se démocratise. En 2015, I'OMS estime que 15 millions de
personnes ont eu accés aux thérapies antirétrovirales au niveau mondial.

e Le nombre de femmes enceintes infectées par le VIH-1 ayant accés a un traitement
antirétroviral a atteint les 73% [68%-79%)] en 2014.

e Le nombre de décés dus au SIDA s’éléve a 1,2 million [980 000-1,6 million] en 2014 et est
en recul par rapport aux 2 millions [1,7 million-2,7 millions] en 2005.

e Le nombre de transmissions mere-enfant a diminué de 35% entre 2009 et 2012.

Cependant, la situation reste sensible pour de nombreuses personnes infectées et les progres

réalisés ne doivent pas masquer les inégalités persistantes.

e Les femmes demeurent une population fragile notamment en Afrique Sub-saharienne ou
elles représentent 58% des personnes infectées. Cette différence peut s’expliquer par
des particularités biologiques (exposition d’une plus grande superficie de la muqueuse a
un plus grand volume de fluides contaminés par exemple), mais résulte également
d’inégalités sociales (accés a [I'éducation, violence et relations sexuelles non
consenties...). De plus, la mise en place de certaines stratégies de prévention est
dépendante de I'implication des hommes rendant les femmes plus vulnérables (usage du

préservatif, circoncision).



e En 2014, 'ONUSIDA estime que 19 millions de personnes sur les 36,9 millions infectées
dans le monde ne connaissent pas leur séropositivité. L'acces au dépistage demeure un
important facteur d’inégalité.

e La stigmatisation et la discrimination des personnes vivant avec le VIH-1 perdurent a
travers le monde et constituent des freins majeurs a la prévention des nouvelles
infections, a I'atténuation de I'impact de la maladie et a la prise en charge adéquate des

patients.

En 2009, I'essai clinique de phase Il RV144 fournit la preuve de concept qu’un vaccin anti-VIH-1
peut induire une protection efficace chez des sujets séronégatifs (Rerks-Ngarm et al., 2009).
Toutefois, la protection observée est modeste, entre 26,6% et 31,2% en fonction du groupe étudié,
confirmant la nécessité de développer des stratégies de protection alternatives telles que I'utilisation
de microbicides ou de traitements préexposition. L’'association de ces différents moyens de
prévention et leur adaptation a différentes populations ciblées pourraient permettre de gagner en
efficacité. Mieux comprendre les mécanismes a l'origine de l'infection par le VIH-1 est donc
primordial afin de progresser dans la lutte contre la transmission du virus. En particulier, la
transmission sexuelle étant la cause majeure de contamination a travers le monde, décortiquer les
mécanismes de franchissement muqueux et les interactions entre les différents acteurs au niveau
des portes d’entrée privilégiées du virus est capital. Cette theése a pour objectif principal d’étudier
I'influence du plasma séminal, fraction acellulaire du sperme, sur la transmission sexuelle du VIH-1

par les cellules dendritiques présentes au niveau des muqueuses génitales féminines et colorectales.

Introduction

Le virus de 'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1) appartient a la famille des rétrovirus,
caractérisée par son mode de réplication. Le génome constitué de deux copies d’ARN simple brin de
polarité positive est transcrit en un ADN bicaténaire grace a une enzyme contenue dans le virion et
caractéristique de cette famille de virus : la transcriptase inverse. Le VIH-1 est un virus d’environ 120
nm de diamétre. Les particules virales sont constituées d’une enveloppe externe d’origine cellulaire
dans laquelle sont insérées les glycoprotéines d’enveloppe. Cette enveloppe est tapissée a l'intérieur
d’une matrice qui entoure la capside virale qui contient le génome viral, la nucléocapside et les
enzymes nécessaires a la réplication (Figure 1). Les virus VIH-1 sont divisés en quatre groupes, M, N,
O et P dérivant de virus simiens transmis a I’homme lors de trois épisodes indépendants de zoonoses.
Les groupes N, O et P se retrouvent essentiellement en Afrique centrale. Les virus du groupe M sont
responsables de la pandémie et se divisent en 8 sous —types: A-D; F-H, J et K. Le sous-type C est

majoritaire en Afrique et en Inde alors que le sous-type B est dominant en Europe, en Amérique et
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en Australie. Il existe une forte diversité génétique entre ces virus du fait, d’'une part, de I'apparition
de mutations suite a des erreurs de la transcriptase inverse (estimée a 1/10 000 bases soit une par
cycle de réplication) mais également de la recombinaison entre virus de différents sous-types,
d’autre part (Maartens et al., 2014). L'infection des cellules cibles met en jeu I'interaction entre un
trimere de glycoprotéines d’enveloppe gpl20 et un récepteur (principalement le CD4). La
contribution de corécepteurs dont les principaux sont le CXCR4 et le CCR5, est également nécessaire.
L'exploitation de ces corécepteurs définit le tropisme du virus dit X4 lorsque le virus utilise le CXCR4,
R5 lorsque le virus utilise le CCR5 ou X4R5 aussi désigné « dual-tropic » lorsque le virus peut utiliser
les deux corécepteurs. D’autres mécanismes d’entrée du virus ont également été décrits comme la
pénétration par I'intermédiaire du récepteur Fc des Immunoglobulines ou encore I'endocytose selon
une voie CD4-indépendante. Les cellules cibles du virus sont majoritairement les lymphocytes T CD4
et en particulier les lymphocytes mémoires. D’autres cellules sont toutefois infectables comme les

macrophages, les cellules dendritiques (DC) ou les cellules microgliales du cerveau.

Furtion

4
A ¥
o synthesis
*? ®
W
Ribonucleotide,
reciuct;
release of Hiv-] RA

Uncoating and

Figure 1 : Structure et cycle réplicatif du VIH-1. A. Structure du VIH-1, d’apres Owen et al. (2013). B. Cycle réplicatif du
VIH-1 d’aprés Drakesmith and Prentice (2008).

Le virus se transmet sous forme de particules virales libres ou associées aux cellules via des fluides
biologiques contaminés. La transmission peut avoir lieu par contact avec du sang contaminé, comme
cela a été le cas chez des personnes transfusées dans plusieurs pays a la fin des années 1980. La
transmission par le sang concerne également les usagers de drogues injectables ainsi que les
personnels soignants. La transmission peut avoir lieu entre une mére et son enfant, au cours de la
grossesse, de l'accouchement ou de l'allaitement. On parle alors de transmission verticale. En
I"'absence d’intervention, les taux de transmission varient de 15 a 45%.Une bonne prise en charge de
la femme enceinte peut permettre de diminuer ce risque a moins de 5% (OMS, 2015). En 2015,

'OMS a d’ailleurs validé I'élimination de la transmission du VIH-1 de la mére a I'enfant a Cuba,
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premier pays au monde a y parvenir. Enfin, I'exposition des muqueuses a du sperme ou des
sécrétions cervicovaginales contaminés peut conduire a I'infection. La transmission sexuelle du VIH-1
est d’ailleurs le mode de contamination le plus fréquent a travers le monde, bien que le risque de

transmission par acte soit plutot faible (Tableau 1, Figure 2).

Tableau 1 : Risque de transmission par acte sans protection ni prise de traitements antirétroviraux (ARV), d’aprés

Patel et al. (2014)

Mode de transmission Risque pour 10 000 expositions a
une source infectée

Transmission parentérale

. . 9250

e Transfusion sanguine

e Partage d’aiguilles entre usagers de drogues injectables 63

e Piqgdre d’aiguille percutanée 23
Transmission sexuelle

e Rapport sexuel anal réceptif 138

e Rapport sexuel anal insertif 11

e Rapport sexuel vaginal réceptif 8

e Rapport sexuel vaginal insertif 4

e Rapport sexuel oral faible
Transmission verticale

e Meére a I'enfant 2260
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Etats-Unis Malaisie

B Transmisssion hétérosexuelle

B Transmission homosexuelle

O Utilisateurs de drogues injectables
O Transmission mére-enfant

I Prostitution

O Autre

Inde Kenya

Figure 2 : Incidence par groupe de transmission du VIH-1 dans quatre pays différents. A. En 2010, aux Etats-Unis,
d’apres le CDC, 2015. B. En 2013, en Malaisie, d’aprés Malaysian AIDS Council & Malaysian AIDS foundation, (2014). C. En
2012-2013, en Inde, d’apres Rewari, (2013). D. En 2008 au Kenya, d’aprés Kenya National AIDS Control Council, (2009). Bien
que I'épidémie différe en fonction des pays, la transmission sexuelle est le mode majeur de contamination par le VIH-1 dans
le monde.

L’évolution spontanée de l'infection par le VIH-1 peut-étre divisée en trois phases : la phase aigué
ou primo-infection, la phase chronique et la phase finale ou stade SIDA. En I'absence de traitement,
le virus se réplique activement quelle que soit la phase. Cette réplication est toutefois plus
importante au cours de la primo-infection et du stade SIDA, augmentant de ce fait le risque de
transmission (Frange et al., 2012; Hollingsworth et al., 2008). A I'heure actuelle, les traitements
antirétroviraux disponibles sont uniquement virostatiques. S’ils permettent le contréle de la
réplication, ils sont incapables d’éradiquer le virus du fait de la présence de réservoirs viraux latents
non ciblés par cette stratégie thérapeutique (Blankson et al., 2014). Le tractus génital masculin
pourrait notamment constituer un réservoir viral jouant un réle dans la transmission sexuelle du VIH-
1 (Le Tortorec and Dejucg-Rainsford, 2010). Prévenir I'infection par le VIH-1 constitue une approche
complémentaire essentielle pour endiguer I'épidémie. Bien qu’ils existent déja des moyens de
prévention contre l'infection par le VIH-1, ceux-ci sont imparfaits soit du fait de leur manque
d’efficacité, de leur co(t ou de leur inadéquation pratique et culturelle. Pour pouvoir proposer de
nouvelles stratégies préventives, il est primordial de bien connaitre les mécanismes de transmission

du VIH-1. La transmission sexuelle du VIH-1 constituant le mode majeur de contamination a travers
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le monde, les muqueuses sont, de ce fait, les portes d’entrée privilégiées du virus. Comprendre les
interactions entre le virus, son vecteur, les cellules cibles et leur environnement constitue donc un

enjeu de taille.

1. Les muqueuses : sites d’entrée du virus

A. Description générale

Les muqueuses sont des tissus recouvrant I'ensemble des cavités internes du corps. Elles sont
constituées de cellules épithéliales reposant sur un tissu conjonctif de soutien, appelé lamina propria
ou chorion. Ces deux structures sont séparées par une lame basale, couche acellulaire d’épaisseur

variable et non vascularisée. Les épithéliums sont classés selon trois criteres morphologiques :

1. Le nombre de couches cellulaires qui les constituent. Les épithéliums simples sont
constitués d’une seule couche de cellules tandis que les épithéliums stratifiés sont
constitués de plusieurs.

2. La forme des cellules observées sur des coupes perpendiculaires a la surface épithéliale.
Les épithéliums peuvent étre pavimenteux, cubiques, prismatiques ou cylindriques. Pour
les épithéliums stratifiés, la classification structurale est déterminée par la forme de la
couche la plus externe.

3. La présence d’annexes telles que les cils.

Les cellules épithéliales possedent deux régions principales, le domaine apical et le domaine baso-
latéral, définies par des caractéristiques structurales et fonctionnelles spécifiques. La fonction de
barriére de I'épithélium est assurée grace a I'attachement solide des cellules les unes aux autres et a
la lame basale via la présence de molécules d’adhérence et de jonctions cellulaires spécialisées. Trois
types de jonctions cellulaires sont distinguées (Figure 3) : (i) les jonctions serrées (ou tight junctions) ;

(i) les jonctions d’ancrage et (iii) les jonctions communicantes (ou gap junctions).

Les muqueuses sont caractérisées par la sécrétion de mucus, fluide composé principalement de
glycoprotéines et d’eau mais également de molécules antimicrobiennes et de plusieurs types
d’anticorps sécrétoires favorisant la défense de I'organisme contre l'infection par des agents
pathogénes dont le VIH. Néanmoins, les muqueuses représentent de plus faibles barrieres que la

peau et les agents pathogeénes peuvent plus facilement pénétrer ces tissus.
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Figure 3 : Les différents types de jonctions cellulaires d’aprés Cummings (2008). Les jonctions serrées régulent les
transports paracellulaires. La résistance électrique d’un épithélium (TEER, trans electrical resistance) est fonction du
nombre de jonctions serrées présentes. Ces jonctions sont formées par l'interaction de plusieurs protéines dont les
claudines, famille de seize protéines transmembranaires et I'occludine, protéine transmembranaire constituée de quatre
sous-unités qui interagit avec quatre protéines principales : ZO-1, ZO-2, ZO-3 et AF-6. Les jonctions d’ancrage assurent la
cohésion mécanique en présentant des points d’ancrage pour le cytosquelette des cellules adjacentes. Deux formes
distinctes existent : les jonctions adhérentes ou zonula adherens et les desmosomes ou macula adherens. Les jonctions
adhérentes se situent sous les jonctions serrées dont elles renforcent les effets. Elles sont formées par des bandes
péricellulaires continues contenant des glycoprotéines transmembranaires appelées e-cadhérines, sur lesquelles s'appuient
des filaments d'actine. Les desmosomes forment eux des disques d'environ 0,5 um de diamétre contenant des
desmogléines, autres glycoprotéines transmembranaires appartenant a la famille des cadhérines. lls sont qualifiés
d'hémidesmosomes lorsqu'ils assurent I'ancrage ponctuel entre certaines cellules épithéliales et la lame basale. Les
jonctions communicantes créent de petits canaux intercellulaires reliant les cytosols des cellules adjacentes. Elles sont
constituées par un complexe de six connexines, protéines transmembranaires, qui s’assemblent pour former un connexon.
L’aboutement des deux connexons présents dans les membranes plasmiques de cellules voisines forme un pore de 2 nm de
diametre.

Dans le cadre de la contamination par voie sexuelle, les muqueuses génitales et ano-rectale
constituent les principales portes d’entrée du virus. La muqueuse buccale apparait plus résistante a
I'infection par le VIH-1 et les cas reportés d’infection sont souvent couplés a la présence d’infections

buccales comme les gingivites ou les périodontites (Campo et al., 2006).
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B. La muqueuse génitale féminine

a. Organisation tissulaire

La muqueuse génitale féminine se divise en deux zones : le tractus génital inférieur qui comprend
le vagin et I'exocol et le tractus génital supérieur qui comprend I’endocol, I'endométre et les trompes
de Fallope. Le vagin et I'exocol sont recouverts d’'un épithélium pavimenteux stratifié tandis que
I’endocol, 'endomeétre et les trompes de Fallope sont recouverts d’un épithélium cylindrique simple.
L’'endocol contient des glandes tubuleuses mucosécrétantes dont I'activité sécrétoire est régulée par
les cestrogénes. Entre I'exocol et I'endocol se trouve la zone de jonction (ou zone de transformation),

zone de transition entre les 2 types d’épithéliums (Figure 4).
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Figure 4 : Histologie de la muqueuse génitale féminine. A. Epithélium cylindrique simple de I'endométre; B.
Epithélium transitionnel de la zone de jonction ; C. Epithélium pavimenteux stratifié de la muqueuse vaginale, d’apres :

www.histology-world.com

b. Systéme immunitaire

Le systeme immunitaire du tractus génital féminin remplit la double fonction de protection
contre les agents pathogenes et de tolérance vis-a-vis des spermatozoides et de l'unité foeto-
placentaire. La répartition des cellules immunitaires n’est pas homogéne au sein du tractus (Givan et
al., 1997, Figure 5). Au niveau de I'utérus, quelques rares formations lymphoides organisées existent
avec du centre vers la périphérie de rares lymphocytes B, quelques lymphocytes T CD4 et une

majorité de T CD8". Au niveau du vagin, de telles formations sont rarement observées. Peu de
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cellules immunitaires intra épithéliales sont présentes. La plupart de ces cellules sont des DC et en
particulier des cellules de Langerhans (lijima et al., 2008) et des lymphocytes T CD8. Au niveau de la
lamina propria, la majorité de lymphocytes T sont de type mémoires (CD45R0O") et des macrophages
sont également présents. Au niveau de I’exocol, la quantité de lymphocytes T CD4 intraépithéliaux et
de DC augmente. Des «cellules tueuses naturelles» (NK) CD57" sont présents en méme proportion au
niveau vaginal et ectocervical alors que les CD56" sont retrouvés en plus grand nombre au niveau
ectocervical. La plus forte densité de cellules immunitaires est retrouvée au niveau de la zone de
transformation ol se concentrent essentiellement des lymphocytes T CD4 et des DC. Dans |’endocol,
la densité cellulaire est la plus faible avec une majorité de lymphocytes exprimant des marqueurs de

cytotoxicité (Pudney et al., 2005).
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Figure 5 : Répartition des cellules immunitaires au sein du tractus génital féminin, d’aprés Wira et al. (2010). A.
Schéma de la répartition des cellules immunitaires au sein des épithéliums simples et stratifiés. B. Distribution des cellules
immunitaires visualisée par microscopie confocale. (a-d) Répartition au niveau de l'utérus, avec le marquage de cellules
épithéliales en rouge, du CCR5 en vert et de CXCR4 en bleu. (a) Glande épithéliale qui s’étend de I'interface du myomeétre (a
gauche) au coOté apical de I'épithélium (a droite). (b-d) Agrandissement des régions visibles en (a). (f) Agrégat lymphoide au
niveau de 'endomeétre au cours de la phase proliférative. En rouge : cellules T, en vert : cellules B et en bleu : macrophages.
(e) Epithélium vaginal stratifié qui exprime GalCer (vert). (g) Détection des lymphocytes T CD8 au niveau de I'épithélium
stratifié et du stroma. (h) Détection des macrophages CD14" au niveau du stroma et au sein de I'épithélium stratifié. (i)
Détection des DC CD1a" présentes au sein de I'épithélium vaginal.

¢. Zones potentielles d'infection par le VIH-1

Le site privilégié de I'infection par le VIH au sein du tractus génital féminin n’est pas clairement
établi. L'utilisation de modeles simiens a permis de montrer que I'infection peut avoir lieu au niveau
vaginal, ectocervical ou endocervical (Li et al., 2009; Miller, 1998; Zhang et al., 1999). L’épithélium
stratifié est le premier tissu en contact avec le liquide séminal contaminé et il représente la majorité

de la superficie totale exposée. Cependant, s’il demeure intact, il constitue une meilleure barriere
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mécanique que la monocouche de I'épithélium simple. La desquamation des couches supérieures de
I’épithélium stratifié confere une certaine protection contre l'installation d’une infection persistante
tout comme la présence de bactéries commensales, en particulier Lactobacillus acidophilus, qui
produisent de I'acide lactique en dégradant le glycogéne présent a la surface de I'épithélium stratifié
créant un environnement acide (pH=3) défavorable a la prolifération bactérienne et virale (Cone,
2014). La zone de transformation est une zone particulierement fragile puisqu’il s’agit d’une zone de
rupture entre les deux types d’épithéliums (risque accru de bréches) et sensible a I'infection du fait

de la concentration importante en cellules cibles (lymphocytes T CD4, macrophages et DC).

C. La muqueuse génitale masculine

a. Organisation tissulaire

Lors de relations sexuelles, le pénis peut étre en contact avec des sécrétions cervico-vaginales ou
colorectales contaminées. Le prépuce, le gland et I'uretre constituent de ce fait de potentielles
portes d’entrée du virus. Au niveau de la muqueuse génitale masculine, le prépuce et le gland sont
recouverts d’un épithélium stratifié kératinisé (Figure 6). Cette kératinisation est moindre au niveau
de la surface interne du prépuce. Concernant l'uretre pénien, le méat est recouvert d’un épithélium
stratifié kératinisé correspondant a un retour de peau. Au niveau de la fossette naviculaire, un
épithélium stratifié non kératinisé est présent et laisse ensuite la place a un épithélium cylindrique

pseudostratifié. L'uretre contient de nombreuses glandes de Littré sécrétant des mucines.
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Figure 6 : Histologie de la muqueuse génitale masculine d’aprés Anderson et al., (2011); Hladik and McElrath, (2008).
A. Schéma. B. Coupes histologiques. (a) Gland et prépuce interne, tous les deux composés d’'un épithélium stratifié
kératinisé. (b) Le méat (fleche) est couvert par un retour de peau (c) Zone de transition (fleche) entre I'épithélium stratifié
non kératinisé de la fossette naviculaire du méat urétral et I'épithélium cylindrique pseudostratifié de I'urétre pénien. (d)
Urétre pénien avec une glande de Littré (fleche).
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b. Systéme immunitaire

La muqueuse génitale masculine contient un grand nombre de cellules cibles du VIH-1 et de
cellules CCR5"et/ou CXCR4" (Figure 7, Anderson et al., 2011; McClure et al., 2005). Le prépuce est
riche en cellules immunitaires puisque des cellules de Langerhans et des lymphocytes T CD4 se
retrouvent au niveau de I'épithélium stratifié. Des lymphocytes T, des macrophages et des cellules
dendritiques sont aussi détectés au niveau de la lamina propria (Donoval et al., 2006; Ganor and
Bomsel, 2011; Hussain and Lehner, 1995; McCoombe and Short, 2006; Patterson et al., 2002).
L’épithélium cylindrique de I'urétre contient de nombreux lymphocytes T CD4 et CD8 intraépithéliaux
ainsi que des macrophages également présents au niveau de la lamina propria (Pudney and

Anderson, 1995).
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Figure 7 : Cellules cibles du VIH-1 au niveau de la muqueuse génitale masculine d’aprés Anderson et al., (2011);
Ganor and Bomsel, (2011). A. Au niveau du prépuce. (a) Prépuce interne avec les cellules de Langerhans en vert, les noyaux
cellulaires en bleu. (b) Cellule de Langerhans visualisée au microscope électronique. (1-2) Agrandissement permettant de
voir les granules de Birbeck. (c) Lymphocyte T et (d) macrophage visualisés au microscope électronique B. Au niveau de
I'urétre. (e) Lymphocytes T CD4 présents au niveau de I'épithélium et de la lamina propria. (f) Macrophages situés
principalement au sein de I'épithélium. (g) Cellules CCR5" abondantes aussi bien au niveau intraépithélial qu’au niveau de la
lamina propria.
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¢. Sensibilité a l'infection

La protection apportée par la circoncision suggere que le prépuce est un tissu particulierement
vulnérable a l'infection par le VIH-1 (Auvert et al., 2005; Bailey et al., 2007; Gray et al., 2007).
Plusieurs études in vitro, ex vivo et in vivo confirment cette sensibilité (Dinh et al., 2015; Ganor et al.,
2010; Patterson et al., 2002; Zhou et al., 2011). Certains hommes circoncis peuvent également étre
infectés par le VIH-1, indiquant I'existence d’autres portes d’entrée du virus. D’apres les résultats
obtenus chez le singe ainsi que sur des cultures d’explants, l'uretre semble notamment sensible a
I'infection (Fischetti et al., 2009; Ganor et al., 2013; Miller et al., 1989). Le franchissement muqueux
du virus au niveau du gland a longtemps été considéré comme improbable, compte tenu de sa forte
kératinisation (Hladik and McElrath, 2008). Cependant, une étude ex vivo ainsi qu’une récente étude
chez le singe remettent en question cette hypothése et semblent indiquer que le virus pourrait étre

capable de franchir cette barriére (Dinh et al., 2015; Fischetti et al., 2009).

D. La muqueuse colo-recto-anale

d. Organisation tissulaire

Lors de relations sexuelles anales, la muqueuse peut étre en contact avec le sperme au niveau de
I’anus, du rectum et d’une partie du colon sigmoide (Louissaint et al., 2012). La muqueuse colique est

constituée :

1. d’un épithélium superficiel cylindrique simple formé par des entérocytes absorbants et
des cellules caliciformes sécrétrices de mucus. Ce mucus lubrifie la surface de Ila
mugqueuse et sert de barriére protectrice.

2. D’un épithélium glandulaire, bordant les glandes ou les cryptes de Lieberkiihn
comprenant des entérocytes et une majorité de cellules caliciformes, des cellules

souches et des cellules entéro-endocrines clairsemées.

Dans le rectum, la muqueuse est plus épaisse, avec des veines proéminentes, et les cryptes de
Lieberkihn, bordées par des cellules majoritairement caliciformes, sont plus longues. Au niveau du
canal anal, les cryptes disparaissent progressivement. La muqueuse du canal anal est caractérisée par
huit a dix colonnes anales longitudinales ou colonnes de Morgagni. La base des colonnes anales
constitue la ligne pectinée. Au-dela de la ligne pectinée, I'épithélium cylindrique de la muqueuse
rectale est remplacé par un épithélium pavimenteux stratifié. Cet épithélium est kératinisé au niveau

de la zone externe (Figure 8).
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Figure 8 : Histologie de la muqueuse colo-recto-anale. A. Epithélium cylindrique simple du colon sigmoide. B. Zone de

transition entre I’épithélium cylindrique simple du rectum et I'épithélium pavimenteux stratifié de I’anus.

e. Systéme immunitaire

La muqueuse colo-recto-anale est riche en cellules immunitaires. Elle présente des nodules
lymphoides solitaires similaires aux plaques de Peyer présentes dans l'intestin gréle (Figure 9,Vajdy,
2008). La lamina propria contient un grand nombre de cellules susceptibles a I'infection par le VIH-1
telles que des DC, des macrophages et des lymphocytes exprimant CD4, CCR5 et dans une moindre

mesure CXCR4.
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Figure 9 : Site inducteur et effecteur de la réponse immunitaire au niveau de la muqueuse intestinale (Vergnon-
Miszczycha et al., 2015). Le compartiment effecteur est constitué de lymphocytes intra épithéliaux et de lymphocytes
présents au sein de la lamina propria. Les cellules M agissent comme des portes d’entrée pour les antigenes, favorisant la
capture et la présentation au niveau de sites inducteurs (plague de Peyer et ganglion lymphatique mésentérique). Les
cellules T naives activées au niveau des sites inducteurs surexpriment lIintégrine a,B; qui interagit avec MADCAM1
(mucosal addressin cell-adhesion molecule 1) exprimé au niveau de I'endothélium des vaisseaux sanguins HEV (High
Endothelial Veinule) favorisant le homing au niveau du site effecteur de la muqueuse. La production de la chimiokine CCL25
par les cellules épithéliales favorise également la migration de lymphocytes (exprimant le récepteur CCR9) vers la
mugqueuse. Les cellules cibles potentielles du VIH-1 sont notées en gras et en rouge.

Les différences entre les compositions des muqueuses cervicovaginales et anorectales expliquent

en partie le plus grand risque de transmission lors d’un rapport sexuel anal (Tableau 1).

E. Le franchissement muqueux du VIH-1

Lors de la transmission sexuelle du VIH-1, I'infection est établie lorsque les particules virales,
libres ou associées aux cellules (majoritairement lymphocytes T CD4 et macrophages), pénétrent la
mugqueuse et atteignent les cellules cibles. La Figure 10 illustre les différents mécanismes de
franchissement muqueux qui ont été décrits. L'infection peut étre établie suite : a/ au passage de
particules virales libres ou associées aux cellules du fait de la présence de bréches au sein de la
muqueuse ; b/ a I'infection des cellules épithéliales ; ¢/ a la transcytose des particules virales libres ;
d/ la transmigration de leucocytes infectés; e/ a la prise en charge des particules virales par les
cellules immunitaires sous muqueuses ; et f/ dans le cas particulier de la muqueuse colo-recto-anale,

au transport des particules virales par les cellules M.
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Le role des cellules épithéliales du tractus génital féminin dans la transmission sexuelle du VIH-1a

fait I'objet d’une revue présentée plus loin dans le manuscrit (De Saint Jean et al., 2015).
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Figure 10: Mécanismes de franchissement de la muqueuse par le VIH-1, d’aprés Lawrence et al. (2009). A. Passage passif
par breche. B. Infection non productive des cellules épithéliales. C. Transcytose des particules virales de la lumiére vers la
sous-muqueuse. D. Transmigration des leucocytes du sperme infectés. E. Prise en charge du virus par les cellules
immunitaires intra ou sous muqueuses. Les particules virales peuvent étre captées par les cellules de Langerhans
intraépithéliales ou les cellules dendritiques de la lamina propria ou infecter des leucocytes intraépithéliaux. F. Transport
des particules virales par les cellules M. 1. Dans un premier temps, une chimioattraction des cellules immunitaires au niveau
du site d’infection est observée. 2. Dans un second temps, les cellules présentatrices de I'antigene ayant capté les particules
virales vont migrer vers les ganglions lymphatiques.

a. Altération de lintégrité de la muqueuse : passage passif des particules virales

Les rapports sexuels, peuvent conduire a des ruptures et des abrasions de la muqueuse. Dans
une étude réalisée par Norvell et al. (1984), la présence de bréches au niveau de la muqueuse
vaginale est observée chez 60% des femmes ayant eu des rapports consentants. L'existence de
bréches permet aux particules virales présentes dans le sperme, qu’elles soient libres ou associées
aux cellules, d’accéder directement aux cellules cibles des muqueuses et donc d’établir rapidement

I'infection.

b. Infection des cellules épithéliales

La capacité des cellules épithéliales a étre infectées par le VIH-1 est largement débattue. La

plupart des études montrent que ces cellules n’expriment pas ou peu le récepteur CD4 et les
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corécepteurs CXCR4 et CCR5. (Berlier et al., 2005; Bobardt et al., 2007; Dezzutti et al., 2014; Kohli et
al., 2014; Micsenyi et al., 2013; Yeaman et al., 2003). Cependant, il a été montré que le VIH-1 peut
utiliser plusieurs récepteurs alternatifs exprimés par les cellules épithéliales tels que le gp340 (ou
SAG, Salivary Agglutinin) (Stoddard et al., 2007, 2009), le GalCer (galactosylceramide) (Berlier et al.,
2005; Bomsel, 1997; Dezzutti et al., 2001; Fantini et al., 1993; Fotopoulos et al., 2002; Yahi et al.,
1992) ou les HSPG, (heparan sulphate proteoglycans) (Bobardt et al., 2007; Micsenyi et al., 2013; Wu

et al., 2003), pour pénétrer dans ces cellules.

Si certains chercheurs montrent que l'entrée du virus méne a une infection des cellules
épithéliales avec intégration du génome viral, celle-ci est rarement suivie par la production de
particules infectieuses (Adachi et al., 1987; Asin et al., 2004; Berlier et al., 2005; Furuta et al., 1994;
Howell et al., 1997; Iversen et al., 1998; Micsenyi et al., 2013; Tan and Phillips, 1996, 1998). D’autres
parlent plutét de capture puis séquestration des particules virales par les cellules épithéliales qui
sont ensuite capables de les transmettre aux cellules cibles sous muqueuses d’une facon contact-

dépendent proche de la synapse virologique (Dezzutti et al., 2001; Wu et al., 2003).

c¢. Transcytose

La transcytose est un mécanisme de transport vésiculaire transcellulaire permettant le passage
de macromolécules de la face apicale de la cellule épithéliale vers la face basale. Les particules virales
du VIH-1, qu’elles soient libres ou associées aux cellules, peuvent traverser la barriere muqueuse par

transcytose (Bomsel, 1997; Hocini and Bomsel, 1999; Hocini et al., 2001).

Le mécanisme mis en jeu lors de la transcytose n’est pas encore clairement élucidé. Le rble de la
protéine d’enveloppe est notamment débattu. Certains auteurs évoquent une liaison nécessaire de
la gp120 aux récepteurs HSPG (Bobardt et al., 2007) et au récepteur gp340 (Stoddard et al., 2007)
tandis que d’autres parlent d’'un mécanisme indépendant de I'enveloppe virale (Chomont et al.,
2008; Kinlock et al., 2014). Dans le cas du passage de particules associées aux cellules, ce mécanisme
semble dépendent de I'établissement d’une synapse virologique entre la cellule infectée et le pole
apical des cellules épithéliales (Alfsen et al., 2005). L'établissement de cette synapse virologique
nécessite I'expression de trois molécules par les cellules épithéliales : (i) 'HSPG agrin qui interagit

avec la gp41 des particules virales (ii) I'intégrine B1 et (iii) GalCer.

L'efficacité de la transcytose des particules virales est faible (Bobardt et al., 2007; Sodora et al.,
1998). La présence d’lgG spécifiques de la glycoprotéine d’enveloppe, tel gqu’il peut y en avoir dans le
sperme ou les sécrétions cervicovaginales, semble toutefois favoriser la transcytose des particules

virales libres via le récepteur Fc néonatal (Gupta et al., 2013).
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d. Transmigration

La transmigration correspond au passage des particules virales associées aux cellules du sperme
par infiltration a travers la muqueuse intacte (Tan and Phillips, 1996; Zacharopoulos et al., 1997). Ce
mécanisme ne semble pas impliquer la glycoprotéine d’enveloppe ni les corécepteurs principaux
CXCR4 et CCR5 mais pourrait étre dépendent de I'interaction entre I'intégrine alf2 CD11a/CD18
exprimée par les monocytes infectés et les molécules d’adhésion intercellulaire ICAM-1,-2 ou -3
exprimées au niveau apical des cellules épithéliales (Carreno et al., 2002a; Chancey et al., 2006). Ce
mécanisme a été observé in vitro mais également in vivo chez la souris humanisée (Di Fabio et al.,

2001; Khanna et al., 2002) et le singe (Sallé et al., 2010).

Ce mécanisme pourrait étre particulierement efficace puisqu’une fois la barriere épithéliale
franchie, la transmission peut avoir lieu soit par des particules virales libres produites de novo par les
cellules infectées ayant transmigré soit par un contact entre la cellule ayant transmigré et des
cellules cibles du receveur. La transmission de cellule a cellule se révele bien plus performante que la
transmission par des particules libres puisqu’il y a une production de particules virales concentrée au
niveau de la zone de contact. Cette zone de contact, appelée synapse virologique, rend le virus moins
vulnérable aux facteurs de restriction et molécules antivirales présentes dans I'environnement local
participant également a I'efficacité de la transmission de cellule a cellule (Anderson and Le Grand,

2014).

e. Prise en charge du VIH-1 par les cellules immunitaires intra ou sous mugueuses

Au niveau de I'épithélium pluristratifié, les particules virales libres ou associées aux cellules du
sperme peuvent étre prises en charge par les lymphocytes T CD4 intraépithéliaux et les macrophages
menant a une infection productive de ces cellules avec réplication du virus (Collins et al., 2000; Ganor
et al., 2013; Greenhead et al., 2000; Hladik and McElrath, 2008). Les particules virales peuvent
également étre captées par les cellules de Langerhans, cellules présentatrices de |’antigene
appartenant a la famille des DC. Ces cellules possédent des extensions cytoplasmiques appelées
dendrites leur permettant de capter les particules virales au sein de la muqueuse mais également au
niveau de la lumiére. Les conséquences de la capture des particules virales par les cellules de
Langerhans sont controversées. Celle-ci peut aboutir soit a I'internalisation des virions au niveau de
vésicules d’endocytose dans lesquels ils peuvent étre conservés pendant plusieurs jours avant d’étre
transmis a d’autres cellules cibles au niveau de la lamina propria et des ganglions lymphatiques aprés
la migration des cellules de Langerhans vers ces sites (Ganor et al., 2010; Hladik et al., 2007; Miller et
al., 2005; Zhou et al., 2011), soit a I'internalisation des virions au niveau des granules de Birbeck au

sein desquelles ils sont dégradés conférant ainsi un role protecteur aux cellules de Langerhans (de
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Witte et al., 2008). Ces deux mécanismes dépendent notamment de I’état de maturation des cellules
de Langerhans et de la quantité de virus a laquelle elles sont exposées (de Witte et al., 2007a). Au
niveau de I'épithélium simple, les DC présentes au niveau de la lamina propria peuvent également
capter des particules virales via la projection de leurs dendrites au niveau de la lumiére et participer
a la dissémination du VIH-1 par un mécanisme similaire a celui des cellules de Langerhans (Pope and

Haase, 2003).

f. Transport des particules virales par les cellules M

Les cellules M (M pour microfold) sont des cellules spécialisées dans le transport transépithélial
de macromolécules. Elles se retrouvent au niveau des plaques de Peyer au sein de l'intestin gréle et
du gros intestin ainsi qu’au niveau des follicules lymphoides au sein de la muqueuse rectale. Ces
cellules jouent un rble dans la capture et la présentation des agents pathogenes aux cellules
immunitaires sous muqueuses. De nombreux agents pathogenes exploitent les cellules M comme
porte d’entrée de I'organisme dont le VIH-1 (Amerongen et al., 1991; Neutra, 1999; Neutra et al.,
1996; Owen, 1998; Wang et al., 2014). Le transport des particules virales par les cellules M concerne
a la fois les particules libres et celles associées aux cellules et semble étre récepteur dépendent

(implication de GalCer et des corécepteurs CXCR4 et CCR5) (Fotopoulos et al., 2002).

g. Sélection des souches R5 lors la transmission sexuelle

Lorsque le VIH-1 est transmis par voie sexuelle, il a été observé que dans 80% des cas I'infection
est établie par un seul virus libre ou associé aux cellules (un seul génotype) et que ce virus est
généralement de tropisme R5 (Keele et al., 2008; Salazar-Gonzalez et al., 2009). Au niveau des fluides
biologiques contaminants (sperme, sécrétions cervico-vaginales, sécrétions rectales, sang), les trois
types de virus X4, R5 et X4R5 sont pourtant présents suggérant |'existence de mécanismes de
restriction de I'infection plus efficaces concernant les virus X4 (Delwart et al., 1998; Pillai et al.,
2005). Au niveau du tractus gastro-intestinal, ce tropisme pourrait s’expliquer par la plus grande
disponibilité de cellules exprimant CCR5 par rapport a CXCR4 (Poles et al., 2001; Zhang et al., 1998).
De plus, il a été observé sur un modele utilisant des cellules CaCo-2, que les particules virales de
tropisme R5 sont capables de déclencher le recrutement de DC au niveau de la muqueuse favorisant
ainsi leur capture et leur dissémination (Cavarelli et al., 2013). Au niveau du tractus génital féminin,
la tendance est plutdt inversée avec une majorité de cellules CXCR4" (Trifonova et al., 2014; Zhang et
al., 1998). Toutefois, les cellules endocervicales sécrétent du SDF-1 (Laird et al., 2011) qui lorsqu’il se
lie au CXCR4 provoque son internalisation et sa dégradation partielle diminuant ainsi le nombre de
récepteurs véritablement disponibles pour les particules virales (Agace et al., 2000; Tarasova et al.,

1998). D’autre part, dans un modéle in vitro de transmigration, Lawrence et al. (2012) ont montré la
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transmigration préférentielle des souches R5 par rapport aux souches X4 qui seraient séquestrées au
sein des cellules épithéliales, ce qui pourrait expliquer en partie la transmission prédominante de ces
souches lors de contaminations par voie sexuelle. De la méme fagon, Meng et al., (2002) observent
eux, une transcytose préférentielle des souches R5 au niveau de cellules primaires intestinales. Par
ailleurs, la transmission des particules virales via une synapse infectieuse semble privilégier les
souches R5, et ce méme en présence d’anticorps neutralisants (David et al., 2001; Ganesh et al.,,
2004). Le mucus pourrait également jouer un réle dans la restriction du franchissement muqueux en
affectant différemment les virus de type R5 ou X4. Les virus X4 possedent une gp120 dont la charge
cationique exposée est plus élevée que celle des virus R5. L'interaction entre les particules virales et
les mucines polyanioniques est donc plus forte et favorise la clairance de ces particules réduisant
ainsi leur infectivité (Kwong et al., 2000). Par ailleurs, les souches préférentiellement transmises, en
particulier pour les sous-types A, C et D, présentent la particularité de posséder moins de sites de N-
glycosylation codés par leur géne env (Chohan et al., 2005; Derdeyn et al., 2004; Ping et al., 2013;
Sagar et al., 2009). Cela pourrait leur conférer une résistance aux anticorps neutralisants a large
spectre dont les paratopes reconnaissent certains glycanes (Lavine et al., 2012). Finalement,
I’existence d’une unique barriere empéchant I'infection par les virus de type X4 est peu probable. Il
semblerait plutot qu’une multitude de mécanismes permette de protéger de l'infection par le VIH-1
et que l'action de ces mécanismes soit plus efficace contre les souches de type X4 par rapport aux
souches R5 (Figure 11). Il est fort probable que ces sélections, qu’elles aient lieu au niveau du
contaminant ou du contaminé, mettent en jeu des mécanismes redondants et que leur efficacité

différe entre les individus (Grivel et al., 2011; Joseph et al., 2015; Margolis and Shattock, 2006).
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Figure 11 : Sélection des souches a tropisme R5, d'aprés Margolis and Shattock (2006). A. Mécanismes de restriction
expliquant potentiellement la faible transmission des souches X4. a. Immobilisation et inactivation préférentielle des
souches X4 par le mucus. b. Transmigration et transcytose préférentielles des souches R5. c. d. e. Présence d’un plus grand
nombre de cellules cibles des souches R5 (cellules de Langerhans, lymphocytes T mémoire et macrophages). f. Capture
préférentielle des souches R5 par les DC favorisant la dissémination de ses souches au niveau des ganglions lymphatiques.
g. Transmission des souches R5 via une synapse virologique plus efficace, méme en présence d’anticorps neutralisants. h.
Persistance du réservoir R5 constitué par les macrophages alors que les lymphocytes infectés par les souches R5 et X4 sont
rapidement éliminés B. Deux mécanismes de sélection de la transmission des souches R5. a Cas d’une barriére unique
protégeant parfaitement contre I'infection par les souches X4. b. En cas de rupture de cette barriere, il n'y a plus de
protection contre I'infection des souches X4. c. Cas d’'une multitude de barriéres imparfaites qui protege seulement cing
fois plus efficacement contre les souches X4 que contre les R5. Les probabilités d’infection exprimées sous forme de ratios
sont indiquées. Si les cing barrieres sont intactes, un virus R5 a 3 125 fois plus de chances d’atteindre le dernier
compartiment qu’une souche X4. Si une de ces barriéres est rompue, il y a alors 625 fois plus de chance qu’une souche R5
atteigne le dernier compartiment par rapport a une souche X4.

F. Modulation de la transmission du VIH-1 par les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales ne constituent pas qu’une simple barrieére physique. Ces cellules sont
capables de réagir a la présence de pathogénes et disposent de mécanismes de défenses.
Cependant, ces mécanismes peuvent parfois se montrer déléteres dans le cadre d’une infection par

le VIH-1.
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a. Reconnaissance du VIH-1

Les cellules épithéliales expriment un grand nombre de récepteurs appelés Pattern Recognition
Receptor (PRR) leur permettant de reconnaitre des motifs moléculaires récurrents associés aux
agents pathogénes (appelés PAMPs pour : Pathogen-Associated molecular Patterns). Parmi ces PRR
se trouvent : les Toll-Like Receptors (TLR) TLR1-3, TLR5-9 (Andersen et al., 2006; Cremel et al., 2006;
Fazeli et al., 2005; Fichorova et al., 2002; Young et al., 2004), les Nucleotide-binding Oligomerization
Domain receptors (NOD) NOD1 et NOD2 (Hart et al., 2009) et le récepteur RIG-l (retinoic acid-
inducible gene-l) appartenant a la famille des RNA helicases like receptors. (RLR) (Sathe and Reddy,
2014). Le TLR4 est exprimé au niveau des tissus supérieurs (endocol, endometre et trompes de
Fallope) mais est absent de I'exocol et du vagin (Fazeli et al., 2005; Fichorova et al., 2002; Herbst-
Kralovetz et al., 2008; Nazli et al., 2010; Pioli et al., 2004). L'expression du TLR10 semble étre

restreinte aux trompes de Fallope.

A I'exception du TLR9 détecté a la surface des cellules épithéliales de I'uretre, les autres TLR ne
sont pas détectés a la surface des cellules épithéliales de la muqueuse génitale masculine (Pudney

and Anderson, 2011).

Les cellules épithéliales de la muqueuse colorectale expriment un grand nombre de PRR dont, la
plupart des TLR a I'exception de TLR10 (Abreu, 2010; Fan and Bingro, 2015), NOD1 et 2 et RIG-I (Lech
et al., 2010). Parmi ses PRR, les TLR3, 7/8, 9 et les RLR sont capables de reconnaitre des motifs viraux.
Leur activation induit la production de chimiokines et de cytokines par les cellules épithéliales

permettant le recrutement et I'activation de cellules immunitaires au niveau du site d’infection.

b. Sécrétions de facteurs modulateurs de l'infection

Les cellules épithéliales sont capables de sécréter de nombreux facteurs de nature différente.
Elles participent a la production du mucus, sécretent des peptides antimicrobiens ou encore des

chimiokines ou cytokines. Ces sécrétions peuvent étre constitutives ou induites par différents stimuli.

» Production de mucus
Les cellules épithéliales de la muqueuse génitale féminine tout comme celles de la muqueuse
colorectales sont recouvertes de mucus, fluide hydrophobe permettant a la fois une protection de la
mugqueuse ainsi que sa lubrification. Le mucus est essentiellement composé de mucines, sécrétées
par les glandes endocervicales dans le cas de la muqueuse génitale féminine (Linden et al., 2008), par
les cellules caliciformes dans le cas de la muqueuse colorectale (Deplancke and Gaskins, 2001) ou les
glandes de Littré dans le cas de la muqueuse génitale masculine (Anderson et al., 2011). Le réseau

viscoélastique formé par le mucus peut piéger les particules virales et empécher leur diffusion
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(Shukair et al., 2013). Les mouvements réguliers du mucus permettent I'élimination des particules

piégées contribuant ainsi a la protection de la muqueuse contre l'infection (Miller et al., 2005). En

plus de ce mécanisme non spécifique, Stax et al. ont montré que le mucus colorectal était capable

d’inhiber la trans-infection des lymphocytes T CD4 par les DC en faisant compétition avec la capture

des particules virales (Stax et al., 2015).

» Sécrétion de facteurs solubles

e Peptides antimicrobiens

Les cellules épithéliales sécretent un grand nombre de molécules ayant naturellement des

propriétés antivirales, antibactériennes et/ou antifongiques. (Cole and Cole, 2008; Ghosh, 2014;

Hooper, 2009; Kopp et al., 2015). L’expression de ces peptides antimicrobiens apparait augmentée

au cours d’infections sexuellement transmissibles (IST) (Levinson et al., 2009; Simhan et al., 2007;

Valore et al., 2006; Wiesenfeld et al., 2002). La plupart des peptides antimicrobiens présentent une

activité anti-VIH-1 in vitro (détaillé dans le Tableau 2).

Tableau 2 : Effets anti-VIH/pro-VIH des peptides antimicrobiens sécrétés par les cellules épithéliales

Peptides antimicrobiens

Réle dans la transmission du VIH-1

Références

Cathélicidine

Inhibe la transcriptase inverse ainsi que la protéase virale

Bergman et al., 2007;
Wang et al., 2008 ;
Wong et al., 2011

Favorise la Trans-infection des lymphocytes T CD4 par les cellules de
Langerhans

Ogawa et al., 2013

Lactoferrine

Bloque I'attachement des particules virales VIH-1 aux cellules
épithéliales et inhibe le transfert des particules virales des DC aux
lymphocytes T CD4

Carthagena et al., 2011
Saidi et al., 2006

Serpines et Cystatines

Inhibent I'attachement et la réplication du virus

Diminuent I'inflammation locale

Aboud et al., 2014

SLPI

Altére la stabilisation de la fusion initiée par I'annexine V

Ma et al., 2004

Trappine/elafine

Réduit I'attachement du virus et sa transcytose a travers les cellules
épithéliales génitales

Réduit la sécrétion d’IL-8 et de TNF-a

Drannik et al., 2012a, 2012b
Ghosh et al., 2009

a-défensine-5

Empéche l'interaction entre la gp120 et la CD4

Furci et al., 2012

Favorise I'attachement du virus aux cellules cibles

Rapista et al., 2011

B-défensines

Interagissent directement avec le virus, favorisent I'internalisation de
CXCR4 et inhibent la réplication virale

Feng et al., 2006
Klotman and Chang, 2006
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Cependant des résultats contradictoires ont été obtenus concernant la cathélicidine (Bergman et
al., 2007; Ogawa et al., 2013; Wang et al., 2008; Wong et al., 2011) et les défensines 5 et 6 (Furci et
al., 2012; Rapista et al., 2011). Peu de données sur I'effet in vivo de ces molécules sont disponibles.
Récemment, une étude prospective a montré une corrélation entre les concentrations d’a-
défensines et de SLPI présents au niveau du prépuce et le risque d’infection par le VIH-1 indiquant
que leur réle protecteur est clairement insuffisant voire méme suggérant une effet facilitateur
pouvant résulter de leur capacité a recruter les cellules cibles qui primerait sur leurs propriétés
antivirales (Hirbod et al., 2014). Des recherches supplémentaires sont encore nécessaires pour mieux

comprendre le r6le de ces molécules dans la transmission sexuelle du VIH-1.

e Chimiokines et cytokines

Les cellules épithéliales sécretent de fagon constitutive des cytokines et chimiokines participant
ainsi a la réponse immunitaire innée contre les agents pathogénes (Fahey et al., 2005). Certains de
ses facteurs jouent un réle protecteur contre le VIH-1 tels que SDF-1 ou RANTES qui sont les ligands
naturels respectifs des corécepteurs CXCR4 et CCR5 (Agace et al., 2000; Cocchi et al., 1995). Les
interférons de type | ont une action directe en inhibant la réplication virale (Okumura et al., 2006)
alors que les chimiokines et cytokines comme I'IL8, MCP1, MIP-3a ou le TNF-a ont une action
indirecte en recrutant et activant diverses cellules immunitaires telles que les lymphocytes, les
neutrophiles, les DC ou les monocytes. La reconnaissance des PAMP via les TLR conduit a une
augmentation de la sécrétion de nombreux facteurs dont I'lL-1B, I'IL-6, I'IL-8, RANTES, le CCL2, la
prostaglandine E2 (PGE2) et le GM-CSF (Andersen et al., 2006; Fichorova et al., 2002; Herbst-
Kralovetz et al., 2008; Joseph et al., 2012; Nazli et al., 2013; Sathe and Reddy, 2014; Schaefer et al.,
2004). Les cellules épithéliales sont donc capables de moduler I'inflammation au niveau muqueux
jouant ainsi un role dans l'initiation de la réponse immunitaire. Cependant, dans le cas d’une
infection par le VIH-1, le virus peut tirer profit de cette situation. Il a en effet été montré que
I’activation immunitaire favorise la réplication virale (Lawn et al., 2001; Rollenhagen and Asin, 2011)
et induit une réponse pro-inflammatoire associées a une compartimentalisation tissulaire (Abel et al.,
2005). D’ailleurs, les particules virales VIH-1 sont elles-mémes capables d’induire la production de
cytokines inflammatoires suite a l'interaction de la gp120 avec les cellules épithéliales. Cette
sécrétion méne a une détérioration des jonctions serrées, augmentant ainsi la perméabilité de la
muqueuse et donc les chances de passage des particules virales a travers I'épithélium (Nazli et al.,
2010). Les cytokines pro-inflammatoires favorisent également la transmigration des particules virales
en favorisant I'expression d'ICAM 2 et 3 (CD102, CD50) par les cellules épithéliales. Ces molécules

interagissent avec LFA-1 exprimé par les monocytes favorisant ainsi le passage de I'épithélium
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(Carreno et al., 2002b). D’autre part, le recrutement et I'activation de cellules immunitaires via les
cytokines et chimiokines sécrétées par les cellules épithéliales favorisent la contamination au niveau
mugqueux puisque dans le cas particulier du VIH-1, ces cellules immunitaires constituent les cellules
cibles. Ainsi, Fontenot et al. (2009) ont montré que les particules virales du VIH-1 induisent la
sécrétion de TSLP par les cellules épithéliales, provoquant le recrutement et I'activation de DC
capables de stimuler la prolifération des lymphocytes T CD4 et de favoriser leur infection. D’autres
cytokines ont un réle plus ambivalent. Le CCL20, aussi appelé MIP-3a, a par exemple, été décrit
comme une molécule ayant des activités anti-VIH-1 (Ghosh et al., 2009). Pourtant, cette molécule a
la capacité d’attirer les DC connues pour jouer un role dans la dissémination du VIH-1. De plus, les DC
recrutées au niveau de la muqueuse par le CCL20 sécretent des chimiokines attirant les cellules
CCR5" (notamment MIP-1a et MIP-1B) créant ainsi un environnement riche en cellules cibles au

niveau du site d’infection (Haase, 2011; Li et al., 2009).

En plus de ceux sécrétés par les cellules épithéliales, de nombreux autres facteurs endogénes ou

exogénes peuvent influencer I'infection par le VIH-1.

G. Influence de facteurs endogenes et exogénes sur la transmission sexuelle

du VIH-1

a. Facteurs génétiques

Certains facteurs génétiques de I'hote peuvent avoir une influence sur la susceptibilité de
I'individu a I'infection (Kaslow et al., 2005; Kaur and Mehra, 2009; Lama and Planelles, 2007). Ainsi, la
présence d’une délétion de 32 nucléotides au niveau de CCR5 (CCR5A32) conféere une protection
contre l'infection par le VIH-1 (Dean et al., 1996; Huang et al., 1996; Samson et al., 1996). Cette
mutation est courante au sein de la population caucasienne ou 40% des individus sont
hétérozygotes et 1% homozygotes. Les porteurs hétérozygotes infectés par le VIH-1 ont une
progression plus lente vers le stade SIDA et sont surreprésentés au sein des patients dits non
progresseurs a long terme (LTNP) (Stewart et al., 1997). Les porteurs homozygotes n’expriment pas
de CCR5 fonctionnels et sont donc protégés de l'infection par les souches R5, tropisme
majoritairement observé lors de la transmission sexuelle du virus. Quelques cas de personnes
homozygotes infectées par des souches X4 ont tout de méme été rapportés (Balotta et al., 1997; Biti
et al., 1997; Michael et al., 1998; Naif et al., 2002). La protection apportée par cette mutation est
confirmée par la description du premier cas de rémission d’une personne infectée par le VIH-1 suite a
une greffe de moelle osseuse provenant d’'un donneur CCR5A32 homozygote (Allers et al., 2011;

Hitter et al., 2009).
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Certains genes du HLA (Human Leukocytes Antigen) de classe | et notamment le HLA-B sont
également liés au controle de l'infection par le VIH-1 (Carrington and O’Brien, 2003; Kaslow et al.,
2005). Les génes HLA codent les protéines formant les complexes majeurs d’histocompatibilité
présents a la surface des leucocytes et leur polymorphisme est important. Les alleles HLA-B27 et
HLA-B57 sont associés a un bon pronostic alors que les alléles HLA-B35 et HLA-B53 sont associés a un
mauvais (Carrington et al., 1999; Hendel et al., 1999; Itescu et al., 1992; Migueles et al., 2000; Scorza

Smeraldi et al., 1988; Tang et al., 2002).

b. Stade de l'infection et charge virale

La charge virale du liquide biologique contaminant constitue un facteur déterminant du risque de
transmission (Baeten et al., 2011; Gaillard et al., 2000; Quinn et al., 2000). Plus la charge virale est
importante plus le risque de transmission est grand (Figure 12). La charge virale est corrélée avec le
stade de l'infection (Busch and Satten, 1997; Mellors et al., 1995, 1996; O’Brien et al., 1996a, 1996b).
La charge virale d’un individu infecté étant plus importante au cours de la primo-infection et du stade
SIDA qu’au cours de la phase chronique, les risques de transmission du VIH-1 sont plus élevés lors de

ces phases (Pilcher et al., 2004, 2007; Wawer et al., 2005).
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Figure 12 : Influence de la charge virale et de ses variations au cours de l'infection sur les risques de transmission du
VIH-1, d’aprés Galvin and Cohen (2004).

¢. Les hormones sexuelles

» Cycle menstruel et hormones sexuelles endogénes

Les variations en concentrations circulantes d’cestrogéne et de progestérone au cours du cycle
menstruel influencent I'immunité du tractus génital féminin (Wira et al., 2015). Au moment de
I’ovulation, les hormones sexuelles régulent plusieurs aspects de I'immunité permettant de créer un

contexte favorable a la procréation. Cependant, cette régulation crée également une fenétre de
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vulnérabilité aux infections virales (Figure 13; Wira and Fahey, 2008). Le risque de transmission
sexuelle du VIH-1 est accru sur une dizaine de jours pendant la phase lutéale, correspondant aux taux
les plus élevés de progestérone (Saba et al., 2013). Les hormones sexuelles influencent a la fois le
recrutement de cellules cibles au niveau de la muqueuse génitale féminine, I'expression des
récepteurs et corécepteurs par les cellules immunitaires et les cellules épithéliales de la muqueuse et
la sécrétion de facteurs (Casslén et al., 1998; Wira et al., 2010, 2014). |l a par exemple été observé
que l'expression de GalCer par les cellules endométriales est plus importante pendant la phase
lutéale que pendant la phase folliculaire (Yeaman et al., 2003). Il a également été montré que
I’cestrogéne stimule d’une part, la sécrétion de SLPI et inhibe d’autre part I'expression de TNFa et
MIP3a que celles-ci soient constitutives ou induites suite a une stimulation par des agonistes des TLR
(Fahey et al., 2008; Grant-Tschudy and Wira, 2004). D’ailleurs une étude montre que les sécrétions
de cellules épithéliales utérines de femmes non ménopausées présentent une activité antivirale
partiellement due au SLPI qui n’est plus observée chez des femmes ménopausées (Fahey and Wira,
2002). Concernant les peptides antimicrobiens, la sécrétion d’un grand nombre de ces facteurs dont
les a-défensines 1, 2, 3 et 5, les B-défensines 1 et 3, le SLPI et I'elafin est augmentée au cours de la
phase lutéale (Yarbrough et al., 2015). Au contraire, les concentrations en B-défensine 2 et 4 sont,
elles, plus importantes au cours des menstruations et de la phase folliculaire respectivement. La
sécrétion cyclique des peptides antimicrobiens est abolie par la prise de contraceptifs (Fleming et al.,

2003; King et al., 2003; Shust et al., 2010).
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Figure 13 : Evolution des concentrations en hormones sexuelles dans le sang au cours du cycle menstruel et du
risque d’infection par le VIH-1, d’aprés Wira and Fahey (2008). FSH: Follicle stimulating hormone; LH: Luteinizing hormone.
Proliferative stage: phase folliculaire; Secretory stage : Phase lutéale. Entre les jours 14 et 23 de la phase lutéale, le risque
de transmission du VIH-1 est accru.
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» Contraception hormonale

Compte-tenu des effets du cycle menstruel et des hormones sexuelles sur le risque de
transmission du VIH-1, on peut s’interroger sur le risque lié a I'utilisation d’'une contraception
hormonale. Cette question est largement débattue et peut avoir des implications majeures sur la
santé des femmes (Heffron et al.,, 2012; Morrison et al., 2015; Polis et al., 2014). L'utilisation de
d’acétate de médroxyprogestérone (DMPA, Depot Medroxyprogesterone Acetate), contraceptif
injectable, a été associée avec une augmentation du risque d’infection par le VIH-1 en particulier
chez les femmes a haut risque (Ralph et al., 2015). Pour certains auteurs, la DMPA et la progestérone
seraient responsables d’un amincissement de la barriére épithéliale (Marx et al., 1996; Tjernlund et
al., 2015; Vishwanathan et al., 2011). Cependant, cet effet est discuté et plusieurs études ne
montrent aucun effet des hormones de ce point de vue-la (Bahamondes et al., 2000, 2014; Mauck et
al.,, 1999; Mitchell et al., 2014). L'utilisation de contraceptifs hormonaux est associée a une
diminution du taux de protéines dans le mucus cervicovaginal altérant sa viscosité (Chappell et al.,
2014). Une moindre expression des mucines est notamment observée, ce qui pourrait impacter le
role protecteur du mucus (Goode et al., 2014). Des études in vitro montrent par ailleurs que le DMPA
augmente la transcytose des particules virales du VIH-1 (Ferreira et al., 2015). L'utilisation d’une
contraception hormonale modifie I'environnement immunitaire du tractus génital avec un
recrutement plus important des cellules inflammatoires, une modification des sécrétions de facteurs
solubles (Blish and Baeten, 2011; Ghanem et al., 2005; Goode et al., 2014; Ngcapu et al., 2015) et
une diminution de la sécrétion de peptides antimicrobiens (Fleming et al., 2003). Enfin, I'utilisation
de contraceptifs hormonaux pourraient perturber la flore vaginale et favoriser I'infection par d’autres
agents pathogénes favorisant ainsi indirectement I'infection par le VIH-1 (Cherpes et al., 2008; Shust

et al., 2010; Smith et al., 2001).

d. Le microbiome vaginal

La composition de la flore vaginale a une influence sur I'environnement immunitaire local. Le
microbiome vaginal est majoritairement composé par des bactéries de type Lactobacillus qui
produisent de I'acide lactique créant ainsi un environnement acide protecteur. Les lactobacilles
produisent également du peroxyde d’hydrogéne (H,0,) qui, in vitro, présente des propriétés
antivirales (Klebanoff and Coombs, 1991). Un déséquilibre au sein de la population microbienne
vaginale est associé a une augmentation du risque d’infection par le VIH-1 mais également par
d’autres agents pathogénes (Borgdorff et al., 2014; Mirmonsef and Spear, 2014; Petrova et al., 2013;
Sharma et al., 2014). En particulier, lors de vaginoses bactériennes qui se caractérisent par la
prolifération de bactéries comme Gardnerella vaginalis ou Mycoplasma hominis au détriment des

lactobacilles, le risque d’infection par le VIH-1 est accru et ce probablement du fait de I'induction
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d’une réaction pro-inflammatoire qui favorise le recrutement de cellules cibles, fragilise la barriere
épithéliale et inhibe le role protecteur de la flore vaginale saine (Martin et al., 1999; Taha et al.,,

1998).

e. Co-infections par des agents pathogénes sexuellement transmissibles

Les agents pathogeénes responsables d’infections sexuellement transmissibles (IST) constituent
des cofacteurs importants pour I'infection par le VIH-1 (Fleming and Wasserheit, 1999; Sexton et al.,
2005). Il a ainsi été estimé que le risque de contamination par le VIH est sept fois plus important chez
des personnes ayant des infections ulcératives génitales et trois fois chez des personnes présentant
des urétrites ou des cervicites (inflammation de 'urétre /du col de I'utérus suite a I'infection par un
pathogéne sexuellement transmissible) (Mehendale et al., 1995). En raison de sa prévalence,
I'infection par I'Herpes simplex virus de type 2 (HSV-2) constitue en particulier un cofacteur majeur
de l'infection par le VIH-1 (Looker et al., 2008; Wald and Link, 2002). Les IST ulcératives influencent
de facon évidente la transmission du VIH-1 en créant des breches au niveau de la barriere épithéliale
(Horbul et al., 2011). Cependant, les IST non ulcératives peuvent également détériorer la barriere
épithéliale. Ainsi, l'infection par C.Trichomatis s’accompagne d’une dégradation des jonctions
cellulaires impliquant les N-cadhérines, d’une séquestration de la B-caténine et d’une diminution de
I’expression de nectine-1, qui ensemble, diminuent I'étanchéité de I'épithélium (Prozialeck et al.,
2002; Sun and Schoborg, 2009; Sun et al., 2008). Les IST ont également une influence sur la charge
virale ainsi que sur la réplication du VIH-1 (Rgttingen et al., 2001). Chez les Hommes, par exemple,
I'infection par N.Gonorrhoeae, C.Trichomatis, le virus d'Epstein-Barr (EBV) ou encore par le
cytomégalovirus (CMV) augmente I'excrétion du VIH-1 au niveau du sperme (Coombs et al., 2003;
Dyer et al., 1998; Gianella et al., 2013, 2014; Mbopi-Kéou et al., 2000). Par ailleurs, les IST
provoquent des changements immunitaires notables au sein des muqueuses principalement par
induction d’une réponse inflammatoire qui s’"accompagne de la sécrétion de nombreux facteurs
solubles et du recrutement de cellules cibles (Borde et al., 2011; Galvin and Cohen, 2004). Il a ainsi
été montré que chez des femmes présentant une IST, le nombre de lymphocytes T CD4 ainsi que
I’expression du corécepteur CCR5 au niveau cervical sont augmentés, ce qui peut favoriser I'infection
par le VIH-1 (Levine et al., 1998; Patterson et al., 1998). Par exemple, il a été montré que la syphilis
augmentait I'expression de CCR5 par les macrophages et que C.Trichomatis stimulait celle de GalCer,

CXCR4, et de CCR5 a la surface des cellules épithéliales (Schust et al., 2012; Sellati et al., 2000).

f- Sperme
Le sperme joue un réle complexe dans la transmission sexuelle du VIH-1 (Doncel et al., 2011;

Ferreira et al., 2014; Sabatté et al.,, 2011). Plus qu’un simple vecteur des particules virales, il

36



semblerait qu’il influence les mécanismes de transmission sexuelle du VIH-1 (Doncel et al., 2011;
Minch et al., 2013). Le sperme est constitué d’un compartiment acellulaire appelé plasma séminal et
de cellules, majoritairement des spermatozoides mais aussi des cellules immunitaires, des cellules
germinales immatures ou encore des cellules épithéliales. Les cellules immunitaires infectées du
sperme peuvent étre a l'origine de la contamination par le VIH-1 soit suite a la production de
particules virales libres soit via des mécanismes d’infection cellules-cellules qui se révelent
particulierement efficaces (Anderson and Le Grand, 2014; Bernard-Stoecklin et al., 2014; Houzet et
al., 2014). Bien que leur infectabilité soit discutée (Cardona-Maya et al., 2009), les spermatozoides
pourraient également étre impliqués dans les processus de transmission puisque ces cellules ont la
capacité d’interagir avec les particules virales libres via diverses molécules exprimées a leur surface
comme le récepteur au mannose ou I'héparan sulfate et de les transmettre efficacement aux DC
(Cardona-Maya et al., 2011; Ceballos et al., 2009). De plus, les spermatozoides expriment le CCR5 a
leur surface, ce qui pourrait favoriser leur interaction avec le virus (Muciaccia et al., 2005). Des
études montrent que certains éléments du sperme dont les exosomes, nanovésicules membranaires
sécrétées dans le milieu extracellulaire par différents types de cellules, possedent une activité anti-
VIH-1 (Madison et al., 2014, 2015). Enfin, le plasma séminal pourrait lui aussi étre impliqué dans la
modulation de la transmission sexuelle du VIH-1. Démontrant a la fois des propriétés facilitatrices et
inhibitrices de I'infection de cellules cibles in vitro, son réle est I'objet de nombreux questionnements

et au coeur de ce sujet de these.

Du fait de la multiplicité des mécanismes de transmission qui peuvent, en plus, étre influencés par de
nombreux facteurs, endogénes ou exogéenes, l'infection par le VIH-1 apparait comme un processus
complexe. La défense contre I'infection par le VIH-1 est d’autant plus difficile que le virus cible le
systeme immunitaire qui constitue le systtme de défense de |‘organisme contre les agents
pathogenes. En effet, le virus est capable de détourner les réponses immunitaires a son profit et de
tirer avantages des mécanismes de défenses mis en place pour pénétrer et se répandre dans
I'organisme. C’est le cas, par exemple, des DC qui sont des cellules présentatrices de I'antigéne
jouant un role primordial dans l'initiation de la réponse immunitaire adaptative mais que les

particules virales utilisent comme « cheval de Troie » pour favoriser leur dissémination.

2. Roéle des cellules dendritiques dans la transmission sexuelle du
VIH-1

Les DC sont des cellules présentatrices de I'antigene qui sont au coeur du déclenchement de la
réponse immunitaire spécifique. Elles contrélent I'intensité, la spécificité et la nature de la réponse

immunitaire se plagant ainsi a l'interface entre la réponse innée et la réponse adaptative. Les DC
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représentent une population hétérogene de cellules tant du point de vue de leur origine, de leur

distribution dans 'organisme que de leur fonction.

A. Diversité des cellules dendritiques dans I'organisme
Les DC sont d’origine hématopoiétique. A partir des cellules progénitrices CD34", elles se
différencient soit en cellules dendritiques dites myéloides (mDC) soit en cellules dendritiques dites

plasmacytoides (pDC).

a. Cellules dendritiques myéloides

Les mDC sont principalement présentes au niveau des tissus périphériques comme les
mugqueuses mais elles peuvent également circuler dans le sang. Lorsqu’elles sont immatures, elles
jouent un réle de sentinelle capable de détecter et de capter les agents pathogenes. Elles possedent
une forte capacité d’endocytose et expriment faiblement les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) ainsi que les molécules de co-stimulation lymphocytaire (CD40, CD80,
CD83 et CD86). La maturation des DC peut-étre déclenchée par différents signaux tels que des
composants de la paroi bactérienne (le lipopolysaccharide, LPS), une infection virale ou la présence
de cytokines inflammatoires (IL-1B ou TNF-a par exemple). Celle-ci s’accompagne de modifications
morphologiques, avec I'accroissement des prolongements cytoplasmiques appelés dendrites et de
changements phénotypiques avec une augmentation de I'expression des molécules du CMH et des
molécules de co-stimulation (Figure 14). Les cellules matures perdent leur capacité d’endocytose et
expriment de nombreuses molécules impliquées dans la migration cellulaire telles que des intégrines
(CD54, CD50) ou des récepteurs aux chimiokines (CCR7). Les DC matures vont migrer vers les régions
sous-muqueuses ou les ganglions lymphatiques pour présenter les antigénes aux lymphocytes

déclenchant ainsi la réponse immunitaire adaptative.
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Figure 14 : Maturation des cellules dendritiques myéloides, d’aprés Hackstein and Thomson (2004). HSC Cellules
souches hématopoiétiques ; iDC : Cellules Dendritiques immatures

Les mDC humaines peuvent étre divisées en différents sous-groupes fonctionnels selon leur
répartition dans I'organisme ainsi que leur phénotype. Dans le sang, les cellules dendritiques dites
« classiques » ou « conventionnelles » expriment le CD11c ainsi que le CD1c (BDCA-1) et le CD141
(BDCA-3) (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). Au niveau de la peau et des muqueuses, au moins trois
sous-types peuvent étre distingués. Les mieux caractérisées sont les cellules de Langerhans, qui
expriment le CDla et la langérine. Elles sont présentes au sein des muqueuses stratifiées et
notamment au niveau anal, vaginal et ectocervical (Morris et al., 1983; Sobhani et al., 2002). Les
cellules de Langerhans sont caractérisées par I'expression de granules de Birbeck qui sont des
compartiments cytoplasmiques ayant la forme de raquettes de tennis en microscopie électronique et
dont la fonction reste mal comprise. (Cunningham et al., 2013). Les autres cellules se trouvent au
niveau du derme et des lamina propria des muqueuses notamment endocervicale et colorectale.
Elles expriment soit le CD1a soit le CD14. Les cellules CD1a" sont caractérisées par I'expression de
CD4 et CD206 alors qu’elles n’expriment pas le CD14 ni le CD16. Les cellules CD14" n’expriment pas
non plus le CD16 mais expriment que faiblement CD1a et CD206. Les cellules CD14" sont également
CD4".

Au niveau du col utérin, il a été estimé qu’un tiers des leucocytes présents sont des cellules
dendritiques CD14%, CD11c’, CD11b" et CD103". De plus, ces cellules expriment DC-SIGN (Dendritic
Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) et CX;CR1, deux molécules

capables de se lier au VIH (Trifonova et al., 2014).
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b. Cellules dendritiques plasmacytoides

Les pDC se retrouvent principalement dans le sang ou au niveau des ganglions lymphatiques. Ce
sont des cellules rares puisqu’elles ne représentent que 0,2 a 0,8 % des cellules mononuclées du sang
(PBMC) (Zhang and Wang, 2005). Ces cellules expriment les marqueurs de surface CD4, CXCR4, CCRS5,
BDCA-2, BDCA-4 et CD123. En cas d’infection virale, ces cellules sont capables de migrer vers le site
d’infection ou d’inflammation et de sécréter de grandes quantités d’interféron-a (IFN-a). Cette
cytokine stimule I'activité cytolytique des cellules NK, inhibe la réplication virale au sein des cellules
cibles et favorise la réponse immunitaire adaptative via la voie Thl. Les pDC demeurent capables de
capter les antigénes via le BDCA-2 et de les présenter a des lymphocytes (Sandgren et al., 2013).
Cette capacité est toutefois moindre que celle des mDC mais perdurent méme aprés maturation des

pDC (Villadangos and Young, 2008).

¢. Modeéle de cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDC)

Compte-tenu de la rareté des DC, leur étude a longtemps été limitée par la difficulté d’obtenir un
grand nombre de cellules a partir de prélevement (tissus ou sang). Le développement de systémes de
culture in vitro permettant d’obtenir des cellules phénotypiquement et fonctionnellement tres
proches des DC a permis de s’affranchir de cette contrainte et d’approfondir les connaissances sur les
DC. Un de ces systemes, repose sur |'utilisation de monocytes isolés a partir de sang humain dont la
différenciation en DC est induite en 4 a 6 jours en présence de GM-CSF et IL-4 (Romani et al., 1994;
Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Cette méthode est particulierement intéressante du fait de
I'abondance et de I'accessibilité des monocytes. En effet, les monocytes représentent environ 10%
des PBMC. Les MDDC ainsi obtenus sont proches des cellules dendritiques myéloides CD1a*, CD14
présentes au niveau de la lamina propria des muqueuses et représentent donc un bon modele
d’étude. Elles présentent les caractéristiques des DC immatures et leur maturation peut étre induite

par différentes stimulations dont le LPS, I'lL1- ou le TNF-a.

B. Fonctions des cellules dendritiques

Les DC en tant que cellules présentatrices de |’antigene ont principalement pour réle de
reconnaitre les signaux de danger, que ceux-ci soient exogenes, dans le cas d’'une infection par un
agent pathogéne, ou endogenes, dans le cas de tissus endommagés ou cancéreux, et de présenter les

antigenes aux autres cellules immunitaires afin d’induire la réponse adaptative adéquate.

a. Spécificité morphologique

En tant que cellules sentinelles, les DC ont une morphologie tres particuliére. Elles possédent la

capacité de se déformer ce qui leur permet notamment de transmigrer a travers les cellules
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endothéliales des vaisseaux sanguins pour assurer la migration du sang vers les tissus périphériques.
Dans le cas des cellules de Langerhans, cette capacité a se déformer leur permet également de
s'insérer au sein des épithéliums pluristratifiés. Les cellules myéloides présentent des extensions
cytoplasmiques appelées dendrites leur permettant d’augmenter la surface de leur membrane
cellulaire et donc les zones de contact avec les agents pathogénes. Ces dendrites peuvent également
permettre aux DC de capter les agents pathogenes n’ayant pas encore franchi la muqueuse. En effet,
les DC expriment des protéines des jonctions serrées dont 'occludine, la claudine 1 et ZO-1, leur
permettant d’ouvrir les jonctions serrées entre les cellules épithéliales et donc de capter les agents
pathogénes au niveau de la lumiére sans altérer l'intégrité de la barriére épithéliale (Rescigno et al.,

2001).

b. Reconnaissance de signaux de danger

Les DC expriment une grande variété de PRR leur permettant de reconnaitre les PAMPS d’un
certain nombre d’agents pathogénes mais également les signaux de dangers provenant du soi (tissus
ou cellules endommagés). Alors que certains PRR ne sont impliqués que dans la capture des
antigenes, d’autres peuvent en plus conduire a I'activation cellulaire. Parmi ces PRR sont retrouvés

les lectines de types C, les TLR, les récepteurs scavengeurs, le RLR et les NOD Like Receptor (NLR).

» Les lectines de type C

Les lectines de type C sont des protéines possédant un ou plusieurs domaines CRD (Carbohydrate
Recognition Domain) leur permettant de se lier a des ligands glycosylés de fagon dépendante du
calcium. Cette famille présente une grande diversité tant sur le plan fonctionnel que structural. Elle
regroupe a la fois des protéines solubles telles que les collectines et les protéoglycanes et des
protéines transmembranaires dont les CLR (C-type lectin receptors). Les CLR peuvent étre divisés en
deux groupes en fonction de leur structure. Les CLR de type | comme le récepteur au mannose
(CD206) ou DEC205 possedent plusieurs CRD alors les récepteurs de type Il tels que DC-SIGN, la
langérine, DCIR (Dendritic Cell ImmunoReceptor), les dectine-1 et -2, BDCA-2 et CLEC-1 n’en

possedent qu’un seul (Figdor et al., 2002, Figure 15).
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Figure 15 : Lectines de type C exprimées a la surface des cellules dendritiques, d’aprés Figdor et al. (2002). Les
lectines de type-C sont classées en deux types en fonction du nombre de CRD qu’elles possédent. Les lectines de types |
possedent plusieurs domaines CRD alors que les lectines de type | n’en possedent qu’un.

L'expression des CLR varie en fonction des sous-types de DC. Les cellules de Langerhans, par
exemple, expriment la langérine sans pour autant exprimer DC-SIGN ni le récepteur au mannose. A
I'inverse, les cellules dendritiques CD14+ et les MDDC expriment a la fois DC-SIGN et le récepteur au

mannose sans exprimer la langérine (Turville et al., 2002).

DC-SIGN est le CLR majoritairement exprimé par les MDDC et a d’ailleurs été le plus étudié. Il
possede une forte affinité pour le mannose et se lie a de nombreux agents pathogéenes dont le VIH,
Ebola, le virus de la dengue, I'hépatite C ou encore Candida Albicans (Alvarez et al., 2002; Cambi et
al., 2003; Geijtenbeek et al., 2000a; Péhlmann et al., 2003). En plus de sa fonction de PRR, DC-SIGN
joue également un role dans I'adhésion et la migration cellulaire. Son interaction avec I'lCAM-3
exprimée par les cellules T naives permet la stabilisation de la synapse établie entre ces deux types
de cellules (Geijtenbeek et al., 2000b). L’interaction avec I'ICAM-2 exprimée par les cellules

endothéliales permet quant a elle la transmigration des DC (Geijtenbeek et al., 2000c).

» Les récepteurs scavenger
Les récepteurs scavenger (SR) ont été initialement regroupés selon leur capacité a lier des

lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoprotein, LDL) (Goldstein et al., 1979). Il a depuis été
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montré que les SR se lient également a bien d’autres molécules polyanioniques qu’elles soient
d’origine bactérienne, virale ou endogene (Gough and Gordon, 2000). Les SR sont exprimés par peu
de types cellulaires (dont les macrophages, les DC et les cellules endothéliales) et sont impliqués
dans les mécanismes de phagocytose des molécules non opsonisées. Certains SR jouent également

un réle de corécepteurs des TLR (Wang et al., 2015a).

» LesTLR

Les TLR sont des PRR ubiquitaires exprimés par un grand nombre de cellules. Les DC expriment
lesTLR 1, 2, 4, 5, 6 et 10 a la surface de la membrane plasmique et les TLR 3, 7/8 et 9 a la surface des
membranes endosomales (Figure 16). Les TLR de surface détectent les protéines et les lipides des
agents pathogenes alors que les TLR intracellulaires détectent les acides nucléiques. Le TLR3
reconnait plus particulierement les ARN double brin, les TLR7/8 les ARN simple brin et le TLR9 les
motifs CpG de I’ADN. L'expression de ses TLR varie en fonction du type de DC observées. Ainsi, les
cellules de Langerhans expriment les TLR 1, 2, 3, 5, 6 et 10 (Flacher et al., 2006) alors que les cellules
myeloides CD14" expriment les TLR 1, 2, 3, 4, 6, 8 et 10 (Kadowaki et al., 2001). L’activation des TLR
peut déclencher une cascade de signalisation intracellulaire responsable de la maturation des cellules
avec augmentation de I'expression des molécules du CMH et des molécules de costimulation,
sécrétion de cytokines inflammatoires ou antivirales (comme le TNF-a, I'lL-12, I'lL23 ou I'IFNa/B) et

de chimiokines (RANTES, IL-8) (Watts et al., 2010).
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Figure 16 : Diversité des récepteurs TLR et de leurs ligands, d’aprés O’Neill et al. (2013)
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» Récepteurs cytosoliques
La reconnaissance des agents pathogenes intracellulaires est réalisée par la famille des RLR ainsi
que par les NLR. La famille des RLR est actuellement constituée de trois membres : RIG | (Retinoic
acid Inducible Gene), MDA-5 (Melanoma Differentiation Associated Gene) and Lgp2. RIG | et MDA-5
détectent les ARN double brins viraux dans le cytoplasme alors que Lgp2 agirait comme un
régulateur négatif des deux autres membres de la famille RLR. La famille des NLR comprend elle une

vingtaine de récepteurs dont NOD1 et NOD2.

c¢. Présentation de l'antigéne

La capture des agents pathogénes provoque la maturation des DC qui vont ensuite présenter
I"antigéne aux lymphocytes T au niveau de la lamina propria ou des ganglions lymphatiques. Cette
présentation nécessite I'apprétement de I'antigéne c’est-a-dire la dégradation de I’agent pathogene
en peptides par des enzymes protéolytiques puis la présentation de ces peptides par les molécules
du CMH. Généralement, les peptides dérivés d’antigenes endogénes sont présentés aux lymphocytes
T CD8 par le biais du CMH de classe | alors que les peptides dérivés d’antigenes exogénes sont
présentés aux lymphocytes T CD4 via le CMH de classe Il. Il existe cependant des cas de présentation
croisée ol les antigenes exogenes sont présentés par le CMH de classe | et les antigénes endogenes
par le CMH de classe Il. C’'est notamment par ce procédé de « cross-présentation » que les DC

participent a la mise en place de la réponse adaptative antivirale et anti-tumorale.

Lors de la présentation de I'antigéne, I'interaction entre le récepteur de la cellule T (TCR) et la
molécule du CMH déclenche la formation d’'une synapse immunologique, jonction dynamique et
hautement structurée entre la cellule dendritique et le lymphocyte T (Figure 17). Celle-ci résulte d’'un
processus de polarisation cellulaire qui conduit a la relocalisation, au niveau de la zone de contact
intercellulaire des différentes protéines constituant la synapse (Huppa and Davis, 2003). Cette
polarisation fait apparaitre des zones distinctes appelés SMAC (SupraMolecular Activation Cluster)
(Monks et al., 1998). Au centre de la synapse, la zone appelée cSMAC (central SMAC) regroupe les
TCR, les récepteurs CD4/CDS8, la molécule de costimulation CD28 et la molécule CD2. A la périphérie
de la synapse, la zone pSMAC (peripheral SMAC) comprend la protéine d’adhérence LFA-1. La zone la
plus externe, la dSMAC (distal SMAC) regroupe les grosses protéines comme CD43 ou CD45, exclues

du centre de la synapse du fait de leur taille importante (Delon et al., 2001; Leupin et al., 2000).
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Figure 17 : La synapse immunologique, d’aprés Huppa and Davis (2003). (a) Schéma de la synapse immunologique (b)
Représentation des différentes zones composants la synapse avec en marron la cSMAC, en vert la pPSMAC et en bleu la
dSMAC. SMAC : SupraMolecular Activation Cluster, cSMAC : central SMAC pSMAC : peripheral SMAC, dSMAC : distal SMAC.

L'interaction entre le TCR et les molécules du CMH constitue le premier signal utilisé par les DC
pour activer les lymphocytes T naifs. Le second signal met en jeu les molécules de costimulation et
les molécules d’adhérence. Enfin, le troisieme signal, correspond a la sécrétion de cytokines
participant a la polarisation en un type spécifique de lymphocytes T auxiliaires ou helper (Th)

(Kapsenberg, 2003).

d. Induction de la réponse immunitaire

» Polarisation des Th

Les DC orientent la réponse adaptative vers une réponse généralement contrélée soit par les
lymphocytes Thi, auxiliaires des lymphocytes T CD8" engagés dans les réponses cytotoxiques, soit
par les lymphocytes Th2, auxiliaires des lymphocytes B impliqués dans les réponses humorales. La
sécrétion de cytokines appartenant a la famille de I'lL-12 (comme I'IL-12, I'IL-23 ou I'lL-27) oriente les
lymphocytes vers une voie Thl alors que I'absence de ces cytokines favorise la voie Th2. La nature du
stimulus reconnu par les DC conditionne également la polarisation des lymphocytes Th puisqu’elle
influence la sécrétion des cytokines par les DC. Par exemple, les MDDC activées par le LPS ou la
flagelline (ligands respectifs des TLR 4 et 5) induisent une polarisation Th1l via la sécrétion d’IL-12p70
tandis que I'activation par Pam3Cys (ligand du TLR2) induit une polarisation Th2 (Agrawal et al.,
2003). Enfin, I'environnement des DC est déterminant pour la polarisation des lymphocytes. Les
signaux générés par les cellules épithéliales, stromales ou endothéliales entourant les DC peuvent

moduler la réponse immunitaire. Ainsi, la cytokine TSLP (Thymic Stromal LymphoPoietin), cytokine de

45



la famille de I'lL-7 produite par les cellules épithéliales, oriente la réponse immunitaire vers une

réponse allergique de type Th2 (Soumelis et al., 2002).

Plus récemment une troisieme sorte de T helper, les Th17, ont été décrits. Ces cellules
majoritairement présentes au niveau du tractus gastro-intestinal sont capables de recruter des
neutrophiles et des cellules myéloides aux niveaux des sites effecteurs via la sécrétion de GM-CSF, de
participer a la régénération des épithéliums muqueux et contribuent a la réponse inflammation
puisqu’elles sécrétent un grand nombre de cytokines dont le TNF-a, I'IL-1, I'IL-2, I'IL-21 et I'IL-22
(Klatt and Brenchley, 2010). Les cytokines impliquées dans la différenciation des Th17 sont
débattues. Pour certains, les cytokines IL-1B et IL-23 suffisent a induire la différenciation en Th17
(Wilson et al., 2007) alors que pour d’autres le TGF- B, I'lL-23, I'lL-1 B et I'lL-6 sont nécessaires (Volpe
et al., 2008).

Enfin, la réponse Th est régulée par des cellules T dites régulatrices (Treg) CD4" et CD25". Ces
cellules préviennent les réactions auto-immunes et la destruction des tissus qui pourraient résulter
d’une activation chronique ou excessive de la réponse immunitaire innée et adaptative. Elles
possedent notamment la capacité de supprimer la prolifération des cellules T effectrices. L'induction
des Treg a lieu lorsque les DC dites tolérogénes présentent I'antigéne (interaction TCR/MCH) sans

I'implication des molécules de costimulations (Kapsenberg, 2003).

» Interactions avec d’autres cellules immunitaires
En plus de leur rdle dans la polarisation des lymphocytes T CD4", les DC sont impliquées dans

I'activation de plusieurs autres types cellulaires.

Elles sont notamment capables d’activer les lymphocytes CD8" en présentant I’antigéne via leur CMH
de classe I. Cette activation est particulierement importante dans le cadre de I'infection par le VIH-1
puisqu’elle est impliquée dans le controle de la réplication virale. Les CTL sont capables de lyser les
cellules infectées et de produire de I'IFNy, cytokine ayant une activité anti-virale (Marafidn et al.,

2004).

Les cellules peuvent également interagir avec les NK, impliqués dans la réponse innée. Les DC, et
notamment les CD11c’ situées au niveau des ganglions lymphatiques, participent a I'activation des
NK via la cytokine IL-15 (Lucas et al., 2007). Les NK peuvent également induire la maturation des DC
(Vitale et al., 2005). L'interaction NK-DC joue notamment un rdle crucial dans la production de
cytokines et la lyse des cellules infectées lors d’infection virales (Degli-Esposti and Smyth, 2005;

Mailliard et al., 2003).
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Les DC jouent donc un role prépondérant dans la réponse immunitaire. Cependant, il a également
été montré que ces cellules sont largement impliquées dans les mécanismes de contamination par le
VIH-1. En effet, ce dernier détourne le fonctionnement des DC et profite de leur capacité de
migration et de présentation de I'antigéne pour favoriser sa transmission a d’autres cellules cibles et

donc sa dissémination.

C. Interactions du VIH-1 avec les cellules dendritiques

Les DC présentes au niveau des muqueuses font partie des premiéres cellules a étre en contact
avec les particules virales lors d’un rapport sexuel contaminant. Aprés la capture des particules
virales, les DC vont présenter I'agent pathogéne aux lymphocytes de la lamina propria ou des
ganglions lymphatiques. Dans le cas particulier du VIH-1, malgré [linitiation de la réponse
immunitaire, ce procédé va surtout contribuer a la dissémination du virus en lui permettant d’étre
apporté a proximité des cellules cibles (Wu and KewalRamani, 2006). Dans ce paragraphe, les
différentes interactions entre les DC et le VIH ainsi que leurs conséquences sur la réponse

immunitaire et I’évolution de la pathologie seront détaillés.

a. Permissivité des cellules dendritiques a l'infection par le VIH-1

Les cellules dendritiques, aussi bien les pDC que les mDC, les LC ou les MDDC sont sensibles a
I'infection par le VIH-1 (Blauvelt et al., 1997; Evans et al., 2011; Fairman and Angel, 2012; Fong et al.,
2002; Kawamura et al., 2003; Nasr et al., 2014; Popov et al., 2005; Sprenger et al., 1995; Tsunetsugu-
Yokota et al., 1995). Ces cellules expriment le récepteur CD4 ainsi que les corécepteurs principaux
CXCR4 et CCR5 (Granelli-Piperno et al., 2006; Lee et al., 1999; Shen et al., 2014; Xiao et al., 2000). La
permissivité a I'infection varie tout de méme en fonction du sous-type de DC étudié (Schmitt et al.,
2006; Smed-Sorensen et al., 2005) et de la souche virale. En effet, les virus de type R5 infectent plus
efficacement les mDC que les souches X4 probablement du fait de I'expression majoritaire de CCR5 a
la surface des cellules par rapport au CXCR4 (Patterson et al., 2001; Zaitseva et al., 1997). Bien que
les DC soient sensibles a I'infection par le VIH-1, celle-ci est peu efficace et la réplication virale est
faible par rapport a celle observée au sein des lymphocytes T CD4 (Cameron et al., 1992a; Pope et al.,
1995). La fréquence des DC infectées in vivo a ainsi été estimée de 10 a 100 fois inférieure a celle des
lymphocytes T CD4 (Mcllroy et al., 1995). Des études menées in vitro sur des cellules de donneurs
sains, ont également montré de faibles taux d’infection productive (1 a 3%) (Kawamura et al., 2003;
Smed-Sorensen et al., 2005). Plusieurs raisons peuvent expliquer la faible infectabilité des DC dont la
dégradation rapide des particules virales internalisées (Moris et al., 2004; Nobile et al., 2005; Turville
et al.,, 2004; de Witte et al., 2007a) et I'expression de facteurs de restriction qui bloquent la

réplication du virus. Parmi les facteurs de restrictions, les DC expriment notamment, APOBEC, une
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cytidine déaminase qui induit un grand nombre de mutations au niveau de I’ADN viral et perturbe la
transcription inverse (Pion et al., 2006) et SAMHD1, une enzyme ayant a la fois une activité de
phosphohydrolase qui déphosphoryle le pool de désoxyribonucléotides intracellulaires, réduisant
ainsi les ressources exploitables lors de la transcription inverse et une activité ribonucléase (RNase)
lui permettant de dégrader I’ARN viral et donc de restreindre la réplication (Bloch et al., 2014; Choi et

al., 2015, 2015; Laguette et al., 2011; Ryoo et al., 2014).

La sensibilité a l'infection est également influencée par I'état de maturation des DC. La
maturation est associée avec une diminution de la réplication virale qui peut s’expliquer par une
modulation de I’expression des corécepteurs (augmentation de I'expression de CXCR4 mais
diminution de CCR5) (Sallusto et al., 1998), un blocage dans le processus de la transcription inverse
(Bakri et al., 2001), une diminution de la fusion (Cavrois et al., 2006) ou bien par I'augmentation de

|’expression d’APOBEC3G (Pion et al., 2006).

b. Capture des particules virales

En plus du récepteur CD4, les DC expriment un grand nombre de récepteurs alternatifs du VIH-1.
Les DC peuvent capter les particules virales via les lectines de types C comprenant notamment DC-
SIGN (CD209), la Langérine (CD207), DCIR (CD367) et le récepteur au mannose, (CD206) (Lambert et
al., 2013; Turville et al.,, 2002). Ces récepteurs reconnaissent des motifs d’oligosaccharides
fréquemment trouvés a la surface des microorganismes. La capture des particules virales VIH-1 par
ces lectines nécessite I'interaction avec la glycoprotéine d’enveloppe gp120 qui est une protéine
hautement glycosylée (environ 50% de son poids moléculaire est di a des glycosylations). L’affinité
entre DC-SIGN et la gp120 est cing fois plus importante qu’avec le CD4 (Curtis et al., 1992). La
reconnaissance de la gpl20 est généralement favorisée par la formation d’un polymere de
récepteurs. Pour DC-SIGN, les récepteurs s’associent en trimére (Bernhard et al., 2004), pour le
récepteur au mannose (Lai et al., 2009), il y a établissement d’un dimére alors que dans le cas de la
langérine, la formation d’un trimére est observée (Feinberg et al., 2010; Stambach and Taylor, 2003).
Les DC peuvent également interagir avec la gp120 via I'expression de syndecan-3, une molécule de la
famille des HSPG (de Witte et al., 2007b) et de GalCer (Magérus-Chatinet et al., 2007). GalCer
présente la particularité de se lier aussi bien a la gp120 (Bomsel, 1997; Harouse et al., 1991; Yahi et

al., 1992) qu’a la gp41 (Alfsen and Bomsel, 2002; Alfsen et al., 2001).

Les DC peuvent par ailleurs interagir avec les particules virales via des mécanismes indépendants
de la glycoprotéine d’enveloppe. Les DC expriment notamment des récepteurs du complément CR3
et CR4 leur permettant de capter les particules virales VIH-1 opsonisées (Bajtay et al., 2004; Bouhlal

et al., 2007; Pruenster et al., 2005; Tjomsland et al., 2011).
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Enfin, il a été récemment décrit que les DC peuvent capter les particules virales via Siglec-1 (aussi
appelé CD169 ou sialoadhésine) (lzquierdo-Useros et al., 2014; Puryear et al., 2013). Les Siglecs
(sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectins) appartiennent a la famille des lectines de type I. llIs
possédent un domaine immunoglobuline (domaine Ig) N-terminal variable qui reconnait les acides
sialiques et un nombre variable de domaines Ig constants de type 2 (16 concernant Siglec-1) (Crocker
et al., 2007, Figure 18). Siglec-1 se lie aux gangliosides présents au niveau de I'’enveloppe virale (GM1
et GM3) et permet donc une reconnaissance du VIH-1 indépendante de la glycoprotéine d’enveloppe
(Figure 18; lzquierdo-Useros et al., 2012a, 2014; Puryear et al., 2012). Siglec-1 n’est que faiblement
exprimé par les DC a I'état immature mais la maturation des cellules en présence de LPS ou d‘IFN-a
provoque une forte augmentation de |'expression de Siglec-1 menant a une augmentation de la
capture des particules virales et de la transmission aux lymphocytes T CD4 via ce récepteur

(Izquierdo-Useros et al., 2012b; Puryear et al., 2013).
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Figure 18 : Capture du VIH-1 par Siglec-1, d'aprés Crocker et al. (2007) et lzquierdo-Useros et al. (2014) A. Structure
des différents récepteurs de la famille des Siglecs. B. (a) La liaison des particules VIH-1 sur DC-SIGN met en jeu la gp120 (a)
alors que celle sur Siglec-1 met en jeu des groupements sialyllactoses des gangliosides membranaires (c). Plusieurs
gangliosides sont présents au niveau de la membrane lipidique des particules virales. A I'exception du GM4, ou l'acide
sialique est lié a un galactose, les autres gangliosides exposent des groupements sialyllactose (c). Contrairement aux autres
récepteurs de la méme famille, le siglec-1 possede de nombreux domaines constants permettant la projection du domaine
variable et ainsi la reconnaissance de divers ligands et agents pathogenes dont le VIH-1. Les autres membres de la famille,
interagissent plut6t en cis avec des éléments sialylés a la surface de la méme cellule (d).

49



a. Transmission aux lymphocytes T

La transmission des particules virales captées par les DC aux lymphocytes T CD4 est un processus
décrit depuis plus de vingt ans (Cameron et al., 1992b). Néanmoins, les mécanismes mis en jeu
restent méconnus et de nombreuses études sont toujours menées sur ce sujet. La transmission des
particules virales aux lymphocytes T CD4 peut avoir lieu soit par cis-infection impliquant I'infection
des DC qui produisent alors des virus de novo pouvant infecter les lymphocytes T CD4 soit par trans-
infection résultant d’un transfert de particules virales captées par les DC sans infection de ces
dernieres. Turville et al. indiquent que ces deux mécanismes constituent des phases distinctes dans
le temps. Dans les 24h suivant l'infection, la transmission du VIH-1 aux lymphocytes T a lieu par
trans-infection alors que dans un second temps, aprées 1 ou 2 jours, la transmission se fait
majoritairement par cis-infection (Turville et al., 2004). Néanmoins, il semblerait que ces deux
mécanismes ne soient pas nécessairement interdépendants ou séquentiels. En revanche, ils
dépendent du sous-type de DC observé (Peressin et al., 2014) et de I'état de maturation des cellules
(Granelli-Piperno et al., 1998). Alors que les cellules immatures peuvent transmettre les particules en
cis, la réplication virale au sein des cellules matures est faible voire nulle. En revanche, les DC

matures transmettent efficacement les particules virales par trans-infection (Dong et al., 2007).

» Cis-infection

La cis-infection des DC résulte de I'accomplissement complet du cycle de réplication du VIH-1.
Les particules virales nouvellement synthétisées bourgeonnent a la surface des cellules et infectent
les lymphocytes T CD4 a proximité. Cette transmission peut étre favorisée par |'établissement d’une
synapse virologique qui s’établit entre la cellule dendritique infectée et le lymphocyte T CD4 non
infecté, constituant la cellule cible. Cette synapse virologique est tres proche de la synapse
immunologique. L’'établissement de la synapse est déclenché par l'interaction par I’'engagement du
CD4 de la cellule cible qui interagit avec la gp120 de la particule virale bourgeonnante (Jolly et al.,
2004; Vasiliver-Shamis et al., 2008). Le rassemblement des récepteurs et corécepteurs, CD4, CXCR4
et CCR5, au niveau de la synapse ainsi que la moindre diffusion des virions favorisent I'infection des

lymphocytes T CD4.

Bien que l'infection en cis découle de la fusion du VIH-1 avec la membrane des DC (Janas et al.,
2008), DC-SIGN semblerait influencer ce mécanisme. En concentrant des particules virales au niveau
de la zone membranaire ou sont localisés CD4, CCR5 et CXCR4, DC-SIGN augmenterait la
susceptibilité des DC a linfection (Burleigh et al., 2006; Lee et al., 2001). DCIR semble également
impliqué dans la cis-infection des DC bien que son réle n’ait pas encore été clairement déterminé

(Lambert et al., 2008).
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» Trans-infection

Généralement la phagocytose d’agents pathogénes par les DC méne a leur dégradation via le
lysosome ou le protéasome. Dans le cas de I'internalisation du VIH-1, notamment par les DC matures,
les particules virales sont au contraire redirigées vers la surface membranaire pour échapper a la
dégradation. En effet, la liaison des particules virales au DC-SIGN provoque une internalisation rapide
des particules virales au sein d’'un compartiment endosomal non lysosomal riche en tétraspanines
(Garcia et al., 2005; Kwon et al., 2002) ou au sein d’invaginations de la membrane plasmique
différentes des vésicules d’endocytose (Yu et al., 2008) dans lesquels les particules virales demeurent
intactes et infectieuses. La transmission des particules virales s’opere via I'établissement d’une
synapse infectieuse (McDonald et al., 2003) trés similaire a la synapse virologique bien qu’il n’y ait
pas de production de virus. A la différence de la synapse virologique, I'établissement de la synapse
infectieuse est indépendante de la glycoprotéine d’enveloppe mais nécessite I'interaction entre LFA-
1 et I'ICAM1 (Rodriguez-Plata et al., 2013; Wang et al., 2009). DC-SIGN semble également jouer un
role dans I'établissement de la synapse puisque 'absence de ce récepteur inhibe la transmission aux
lymphocytes T (Arrighi et al., 2004a, 2004b).

Le role de DC-SIGN dans la trans-infection est tout de méme débattu (Boggiano et al., 2007a).
L'utilisation de mannan ou d’anticorps anti-DC-SIGN n’ont parfois qu’un effet minime sur la capture
des virions et la trans-infection par les DC alors que cela inhibe completement le mécanisme avec des
cellules transfectées avec DC-SIGN (lzquierdo-Useros et al., 2007; Wang et al., 2007). De plus, toutes
les DC n’expriment pas DC-SIGN (Granelli-Piperno et al., 2006; Turville et al., 2002). C'est le cas
notamment des mDC du sang et des cellules de Langerhans qui sont pourtant capables de capter et
de transmettre efficacement les particules virales par trans-infection, en particulier apres maturation
(Boggiano et al., 2007b; Fahrbach et al., 2007; Izquierdo-Useros et al., 2007). Gummuluru et al. ont
montré que des radeaux lipidiques (« lipid raft », cf Figure 19), microdomaines riches en cholestérol
et sphingolipides, présents au niveau de I’enveloppe virale jouent un réle dans I'internalisation des
particules virales par les DC de fagon indépendante du CD4, des HSPG et des CLR (Gummuluru et al.,
2003). Apreés endocytose, les particules virales sont transférées dans des corps multivésiculaires
(MVB, MultiVesicular Body) et la trans-infection a lieu via la voie de sécrétion des exosomes
(Izquierdo-Useros et al., 2009; Wiley and Gummuluru, 2006). La composition des radeaux lipidiques
conditionne grandement |'efficacité de la capture par les DC. Ainsi, un appauvrissement en
glycosphingolipides provoque une diminution de la prise en charge des virions (Hatch et al., 2009;
Izquierdo-Useros et al., 2009). Ces radeaux lipidiques issus de la cellule héte sont incorporés a
I’enveloppe virale au moment de I'assemblage et du bourgeonnement de la particule. De facon
générale, les radeaux lipidiques sont impliqués dans le déroulement d’un certain nombre d’étapes du

cycle réplicatif, a savoir I'entrée et la fusion des particules virales avec la membrane cellulaire, la
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signalisation cellulaire et la réplication virale via leur interaction avec la protéine virale Nef ou encore

au moment du bourgeonnement (Campbell et al., 2001; Ono, 2010; Waheed and Freed, 2009). Enfin,

les radeaux lipidiques sont impliqués dans la mise en place des synapse immunologique et

virologiques (Harder et al., 2007; Jolly and Sattentau, 2005).

A.

/

LAY
W )l)lgllﬂ

Transmembrane proteins

\

GPl-anchored

I
I

dually-acylated
pieny‘ialed protein
protein ~ —
raft
® ® csis i .. —_— ® R GrLs with
unsaturated salurated cholesteral
acyl chains (GSLs & SM) acyl chains.
. & @ Trensmembrane proteins
GPI- anchared
F'rmeln / @ . .
jo T o.
/o ©,® 00 0. . ®
‘o0 ‘ol o 090 o
o ® %0 "
o @ % tie g &
o0 ., ®
. . . . . raft .

G WMembzane ipis
| l || : || :
— |
8 Gycerophespholpids |c:hdamm|

CHy
H,.?»-c N —CHy
o “CHy
O= f -0
G502 o '
ol — G — 1, Ha O

3 o ()

o=to-¢

18 16 16
16

GSL (GalCor)

Cholesserol

Structure-bas=d classification of membrane lipids

Expart Reviews in Molecular Medicine © 2002 Cambridge University Press

Figure 19 : Composition des radeaux lipidiques d’aprés Fantini et al. (2002); Waheed and Freed (2009) A. Schéma de
la structure d’un radeau lipidique au niveau de la membrane plasmique cellulaire. Les radeaux lipidiques sont des
microdomaines enrichis en sphingolipides au niveau du feuillet externe (en violet) et en cholestérol (en jaune) au niveau
des deux feuillets. Les phospholipides (en marron) présents au niveau des radeaux lipidiques possedent généralement de
longues chaines saturées alors qu’a I'extérieur des radeaux, les phospholipides (en bleu) possédent des chaines plus courtes
et insaturées. B. Schéma de la membrane plasmique vue du dessus. C. Classification des lipides membranaires en fonction
de leur structure. La membrane plasmique comprend des phospholipides, des glycolipides et des stérols.

A la surface des DC, Siglec-1 a été récemment identifié comme le récepteur impliqué dans la

reconnaissance des glycosphingolipides, GM1 et GM3, présents au niveau des radeaux lipidiques

(Izquierdo-Useros et al., 2012a, 2012b; Puryear et al., 2012, 2013).

Au total, plusieurs mécanismes permettent donc le transfert des particules virales des DC vers les

lymphocytes T CD4 (Figure 20).
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Figure 20 : Mécanismes de trans-et cis-infection d’aprés Coleman et al.( 2013) et Hladik and McElrath (2008)
A/Résumé des mécanismes de transmission du VIH-1 via les DC. Les particules virales peuvent étre transmises aux
lymphocytes T CD4 par (i) trans-infection via la synapse infectieuse, (ii) trans-infection empruntant la voie de sécrétion des
endosomes et/ou (iii) cis-infection. B/Exemple de la formation de synapses virologiques. Les particules bourgeonnent au
niveau de la zone de contact entre la cellule dendritique infectée et les lymphocytes T.

b. Altération de la réponse immunitaire initiée par les cellules dendritiques lors de

l'infection par le VIH-1

Lors de linfection par le VIH-1, la modulation du fonctionnement des DC et notamment
I’altération de leur capacité de présentation de I'antigéne explique en partie la pathogénese de la
maladie et I'échappement du virus au systéme immunitaire. Frleta et al. montrent que les
microparticules apoptotiques produites suite a la mort cellulaire engendrée soit par l'infection
directe des cellules T CD4 par le VIH-1 soit par des mécanismes indirectes suivant l'infection
semblent perturber I'activation de la voie Thl par les DC (Frleta et al., 2012). D’autres études
observent que les DC du sang périphérique de patients a différents stades de l'infection stimulent
moins efficacement des lymphocytes T allogéniques comparées a des DC de personnes saines (Knight
et al., 1991; Macatonia et al., 1990; Roberts et al., 1994). Le suivi de I'expression des marqueurs de
maturation et de la sécrétion d’IFNa par les DC de patients infectés au stade chronique montrent que
ces cellules répondent moins bien a une stimulation des TLR 7/8 que des DC de personnes saines
(Martinson et al., 2007). De facon similaire, il a été montré que I'expression des molécules de

costimulation CD80 et CD86 par les DC DC-SIGN" chez les patients primo-infectés était réduite ce qui
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pouvait altérer la réponse des cellules T induite par les DC (Loré et al., 2002). De plus, I'infection in
vitro de MDDC ou de DC de patients séropositifs n’induit pas la maturation des DC mais stimule la
production d’IL-10, favorisant ainsi une réponse immunosuppressive (Granelli-Piperno et al., 2004,
2006). Enfin, du fait de I'altération de la maturation des pDC, le VIH-1 est capable de stimuler de
facon répétée ces cellules, provoquant la sécrétion continue d’IFNa ayant des conséquences néfastes
sur I’évolution de la maladie (Herbeuval and Shearer, 2007; O’Brien et al., 2011; von Sydow et al.,

1991).

Cependant, des résultats conflictuels ont été publiés. D’une part, Smed-Sérensen et al. (2005)
montrent que l'infection des mDC et des pDC n’altére pas la réponse fonctionnelle des cellules.
D’autre part, Sabado et al. (2010) montrent que la stimulation par des agonistes TLR 7/8 induit bien
la maturation de mDC et de pDC de patients VIH". Enfin, certaines études montrent que les DC de
patients infectés par le VIH-1 sont capables d’induire efficacement une réponse T CD8 cytotoxique,
ce qui suggere que le modulation de I'expression des molécules de costimulation a la surface des DC
n’altére pas nécessairement les capacités des DC a activer les lymphocytes CD8" (Fidler et al., 1996;

Sapp et al., 1999).

En plus de la perturbation de la fonctionnalité des DC, I'infection par le VIH-1 affecte également
la dynamique des DC. Tres rapidement apres l'infection, le nombre de DC circulantes, aussi bien les
mDC que les pDC, est diminué (Donaghy et al., 2001; Sabado et al., 2010). Cette diminution est
corrélée avec la charge virale (Barron et al., 2003). Elle est observée méme chez les patients placés
sous traitement antirétroviral précocement et persiste au cours de la maladie, bien que les
traitements permettent une certaine amélioration (Almeida et al., 2006; Gompels et al., 1998; Grassi
et al., 1999; Pacanowski et al., 2001). Cette diminution du nombre de DC circulantes pourrait étre
due a l'infection des cellules et leur apoptose (Donaghy et al., 2003). Cependant, dans un modéle
macaque, il a été décrit un faible taux d’infection des DC, ne correspondant pas avec la perte
observée, ce qui laisse présager |'existence d’autres mécanismes (Brown et al., 2009). La diminution
du nombre de DC au niveau plasmatique pourrait notamment s’expliquer par leur migration vers les
tissus lymphatiques (Dillon et al., 2008; Lehmann et al., 2010; Nascimbeni et al., 2009). Ainsi au cours
de l'infection chez le macaque rhésus, il est observé a la fois une augmentation de I'expression de
CCR7 par les DC circulantes et une augmentation de I'expression de CCL19, le ligand du CCR7 au
niveau des ganglions lymphatiques (Wijewardana et al., 2010). L’augmentation de I'expression de
CCR7 est également observée in vitro sur des pDC suite a I'interaction avec les particules virales VIH-1

(Fonteneau et al., 2004). Enfin I'infection par le VIH-1 s’Taccompagne d’un déréglement des sécrétions
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de cytokines/chimiokines au niveau des tissus lymphatiques qui provoque le recrutement et la

rétention de cellules menant au développement d’une adénopathie (Biancotto et al., 2007).

Les DC jouent donc un réle prépondérant dans la transmission sexuelle du VIH-1. Lors d’un
rapport sexuel non protégé contaminant, les DC peuvent étre en contact avec le sperme qui n’est pas
seulement le véhicule du virus mais influence également le processus de transmission du fait de sa
composition riche en facteurs immunomodultateurs. Cette action peut s’exercer directement sur les
DC (bréches au sein de la muqueuse ou dendrites intercellulaires) ou indirectement via la sécrétion

de cytokines et chimiokines par les cellules épithéliales.

3. Influence du plasma séminal sur la transmission sexuelle du VIH-1

Le sperme est un fluide biologique constitué de cellules, majoritairement des spermatozoides
mais également des cellules germinales testiculaires, des cellules épithéliales des voies urétrales ou
des leucocytes, contenues dans une phase liquide appelée plasma séminal (PS). Le plasma séminal
joue un role multiple au cours du processus de fécondation puisqu’il (i) fournit des ressources
énergétiques aux spermatozoides, (ii) influence la fonctionnalité des spermatozoides et notamment
leur capacitation et leur interaction avec I'ovocyte et (iii) module I'environnement immunitaire du
tractus génital féminin favorisant ainsi la tolérance des spermatozoides (Caballero et al., 2012;

Rodriguez-Martinez et al., 2011).

A. Composition du plasma séminal et propriétés physico-chimiques

Le plasma séminal, qui représente donc la fraction acellulaire du sperme, est un fluide complexe
composé par un ensemble de sécrétions de différentes glandes. Lors de I'éjaculation, les sécrétions
sont séquentielles et de ce fait, I'éjaculat initial n’est pas un fluide parfaitement homogéne. La
premiére portion de I'éjaculat (~5%) provient de glandes bulbo-urétrales (glandes de Cowper et de
Littré), la deuxiéme portion (~15 a 30%) de la prostate et enfin la derniére, constituant la portion
majoritaire, des vésicules séminales. L'épididyme et I'ampoule du canal déférent participent
également dans une plus faible mesure a la sécrétion de molécules constituant le plasma séminal. Ce
dernier contient des ions (dont le calcium, le magnésium, le potassium, le sodium et le zinc), des
sucres (notamment fructose et glucose), source d’énergie pour les spermatozoides, des acides
aminés, présents a une concentration plus importante que dans le plasma sanguin, de nombreuses
protéines, ainsi que plusieurs autres molécules dont I'urée, I’acide lactique, des lipides, de la choline,
des acides sialiques, de I'inositol ou encore de la spermine, du pyruvate, de la créatine, du citrate et
de I'acide ascorbique (Owen and Katz, 2005; Rolland et al., 2013). Le plasma séminal présente un fort

pouvoir tampon, permettant le maintien de son pH entre 7,2 et 8,4 méme dans I'environnement
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vaginal acide protégeant ainsi les spermatozoides. Son osmolarité dépend fortement de sa
concentration en sucre et autres molécules organiques ou ions. Elle apparait tout de fois plus élevée
que celle du plasma sanguin. Le plasma séminal présente également des propriétés rhéologiques
particuliéres. L’éjaculat initial forme rapidement un coagulum qui se liquéfie par la suite. Les
principaux composants du coagulum sont les séménogélines 1 et 2 et la fibronectine. Des facteurs de
liguéfaction, PAP (Prostatic Acid Phosphatase) et PSA (Prostate Specific Antigen) sécrétés par la
prostate vont cliver les séménogélines permettant ainsi la liquéfaction du coagulum. La liquéfaction
est observée cing minutes apres éjaculation in vivo et 20 a 30 minutes aprés éjaculation in vitro

(Owen and Katz, 2005).

Des études protéomiques ont mis en évidence la présence de plus de 2 500 protéines dans le
plasma séminal (Batruch et al., 2011; Fung et al., 2004; Pilch and Mann, 2006; Rolland et al., 2013).
Elles se retrouvent sous formes solubles ou contenues dans des vésicules lipidiques d’origine
prostatique appelées prostasomes (Aalberts et al., 2014; Duncan and Thompson, 2007; Utleg et al.,
2003). Leur concentration totale est estimée a 50 mg/mL en moyenne. Ces protéines peuvent avoir
des fonctions variées et permettent la réalisation d’un certain nombre de mécanismes biologiques
(Figure 21). Une grande variété d’enzymes a été identifiée, comme par exemple des lipases, des
glycosidases, des glucosidases, des hyaluronidases qui peuvent jouer un réle catalytique dans les
phénoménes métaboliques mais également dans l'activation des spermatozoides ou encore la
liguéfaction du plasma séminal. Le plasma séminal contient aussi de I'albumine, qui est une protéine
de transport, des molécules antimicrobiennes comme de la lactoferrine ou des mucines ou encore
des protéines basiques comme la putrescine, la cadaverine, la spermine ou la spermidine qui
participent a la neutralisation du pH acide vaginal. Enfin le plasma séminal contient un grand nombre
de cytokines et chimiokines permettant la communication cellulaire et en particulier la modulation
de I'environnement immunitaire du tractus génital féminin (Maegawa et al., 2002; Politch et al.,
2007; Robertson, 2005). Parmi les facteurs présents aux concentrations les plus élevées se
retrouvent aussi bien des facteurs pro-inflammatoires comme I'lIL-8 et GRO que des facteurs anti-
inflammatoires comme MCP-1, IP10 ou M-CSF. La cytokine majoritaire est le TGF-B présent sous trois
isoformes 1 a 3. La concentration en TGF-B1 du plasma séminal (~150-200 ng/mL) est nettement
supérieure que celle des autres fluides biologiques. Cette cytokine induit la différenciation et
I’'expansion de Treg permettant l'induction de la tolérance immunitaire envers les antigénes
paternels portés par les spermatozoides ainsi que par I'embryon (Robertson et al., 2009). Le plasma
séminal induit également tres clairement une inflammation au niveau du tractus génital féminin.
Cette modulation de I'environnement immunitaire, bien que nécessaire a la fécondation, peut-étre

délétere dans le cadre de la défense contre les agents pathogenes dont le sperme peut étre le
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vecteur. Plus qu’un simple véhicule, le plasma séminal pourrait jouer un réle dans la modulation de la
transmission sexuelle du VIH-1. En effet, des études in vitro montrent que le plasma séminal peut
avoir a la fois un effet direct sur les particules virales ou sur les cellules cibles mais également un
effet indirect notamment via I'induction de sécrétions par les cellules épithéliales qui pourraient
influencer I'infection de cellules cibles. Les effets observés sont variables et le réle du plasma séminal
en tant que facilitateur ou inhibiteur de I'infection est encore débattu (Doncel et al., 2011; Sabatté et

al., 2011).
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Figure 21 : Distribution des protéines présentes dans le plasma séminal A. Selon leur fonction métabolique B. Selon
les processus biologiques dans lesquelles elles sont impliquées, d’apres Batruch et al. (2011).

B. Effet direct du plasma séminal sur la transmission du VIH-1

a. Effet facilitateur

» Neutralisation du pH vaginal

L’'acidité de I'environnement vaginal constitue une des premieres barrieres non spécifiques du
tractus génital féminin pour se protéger contre les agents pathogénes. Cette barriére est notamment
efficace contre I'infection par le VIH-1 puisque le pouvoir infectieux du virus est réduit en condition
acide (O’Connor et al., 1995; Ongradi et al., 1990). L'acidité protége également contre la transmission
du virus associé aux cellules (Olmsted et al., 2005). Cependant, lors d’un rapport sexuel non protégé,
le plasma séminal du fait de son fort pouvoir tampon, est capable de neutraliser rapidement le pH
vaginal et ce pendant plusieurs heures (Fox et al., 1973; Tevi-Bénissan et al., 1997; Wolters-Everhardt
et al., 1986). Ce mécanisme permettant la protection des spermatozoides fournit donc également

une protection au virus favorisant ainsi I'infection (Bouvet et al., 1997). De plus, il a été constaté que
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I'efficacité de capture et de clairance des particules virales par le mucus était diminuée lors de la

neutralisation du pH (Lai et al., 2009; Shukair et al., 2013).

» Réle des fibrilles amyloides

La présence de fibrilles amyloides dans le plasma séminal a été décrite comme un facteur
favorisant l'infection par le VIH-1 (Miinch et al., 2007; Roan et al., 2011; Usmani et al., 2014). Ces
fibrilles amyloides sont formées par des fragments protéiques issus de la PAP (on parle alors de SEVI,
Semen-derivated Enhancer of Viral Infection) ou des séménogélines 1 et 2. Ces peptides sont
composés de nombreux résidus basiques portant des charges positives qui vont favoriser I'infection
des cellules cibles en diminuant la répulsion électrostatique entre les membranes virales et
cellulaires chargées négativement (French et al., 2014; Olsen et al., 2012; Roan et al., 2009). Ce
mécanisme est indépendant du tropisme de la souche virale. L’augmentation de l'infection a été
observée sur un certain nombre de type cellulaire dont des lignées reportrices de I'infection (TZM-BL,
CEMx-M7), des lignées de cellules épithéliales du tractus génital féminin (Ect1/E6E7 et End1/E6E7) et
des cellules primaires dont des PBMC, des macrophages et des lymphocytes T CD4" (Kim et al., 2010;
Micsenyi et al., 2013; Minch et al., 2007; Olsen et al., 2010; Roan and Greene, 2007; Roan et al.,
2009). L'effet facilitateur de I'infection induit par le plasma séminal est dépendent du donneur et
diminue progressivement au cours de la liquéfaction du sperme qui est associé a la dégradation des
fragments de séménogélines (Kim et al., 2010; Roan et al., 2014). Des résultats controversés ont été
obtenus in vivo chez le macaque rhésus, mettant en cause la réalité physiologique de ce mécanisme
(Minch et al., 2013). Une étude récente montre que I'action des fibrilles amyloides dépendrait du
contexte anatomique. Au niveau de I'épithélium stratifié, les fibrilles captent et retiennent la plupart
des particules virales a la surface de la muqueuse, diminuant ainsi la quantité de virus franchissant la
mugqueuse alors qu’au niveau de I'épithélium simple, les fibrilles se déstructurent et favorisent la

pénétration des particules virales (Allen et al., 2015).

» Opsonisation des particules virales
Le plasma séminal contient des molécules du complément qui peuvent étre activées par les
particules virales VIH-1 (indépendamment du tropisme de la souche) menant au clivage de C3.
L'opsonisation des particules virales par les fragments C3a formés va favoriser I'infection des cellules
exprimant le récepteur au complément comme les cellules épithéliales, les macrophages, les DC et

les lymphocytes T CD4 (Bouhlal et al., 2007).

Le plasma séminal de personnes séropositives contient également des anticorps dirigés contre
I’enveloppe virale qui peuvent opsoniser les particules virales libres. La formation de ces complexes

favorise la transcytose du virus via I'interaction avec le récepteur Fc néonatal exprimé par les cellules
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épithéliales (Gupta et al., 2013). Ce phénomeéne est observé méme avec des anticorps neutralisants

supposés protecteur de I'infection.(Lo Caputo et al., 2003; Séderlund et al., 2004).

b. Effetinhibiteur

Dés 1995, O’Connor et al montrent in vitro un effet protecteur du plasma séminal sur I'infection

par le VIH-1 (O’Connor et al., 1995). Plusieurs mécanismes pourraient expliquer cette inhibition.

» Toxicité des dérivés réactifs de I'oxygéne
Les polyamines présentes dans le plasma séminal, en particulier la spermine et la spermidine,
peuvent étre oxydées par les amines oxydases présentes dans le plasma séminal ou les sécrétions
cervicovaginales. Ceci provoque la production de dérivés réactifs de I'oxygéne (reactive oxygen
species, ROS) capables d’inactiver les particules virales (Agarwal and Prabakaran, 2005; Klebanoff and

Kazazi, 1995; Stief, 2003).

» Renforcement de la barriére physique
Des études sur différentes lignées cellulaires du tractus génital féminin ont montré que le plasma
séminal augmentait la résistance trans-épitheliale des épithéliums en culture renforcant ainsi leur
étanchéité (Gorodeski and Goldfarb, 1998; Lawrence et al., 2012). Cet effet serait dii a la présence
d’un lipide de faible poids moléculaire (<10 kDa) capable d’influencer la distribution de la protéine

Z0-1 impliquée dans I'établissement des jonctions serrées.

» Présence de peptides antimicrobiens
Le plasma séminal contient un certain nombre de peptides antimicrobiens dont la cathélicidine,
des défensines ou encore de SLPI qui présentent des activités anti-VIH (cf Tableau 2) (Com et al.,
2003; Malm et al., 2000; Moriyama et al., 1998). Martellini et al. (2009) ont identifié jusqu’a
cinquante-deux polypeptides cationiques séminaux contribuant a I'activité inhibitrice du plasma
séminal. Cette activité inhibitrice est observée méme lorsque le plasma séminal est fortement dilué

(jusqu’a 1/3 200).

» Interférence avec la capture des particules virales par DC-SIGN
Sabatté et al. (2007) ont montré que le plasma séminal est capable d’inhiber spécifiquement la
capture et la transmission des particules virales via le DC-SIGN. Cet effet est observé aprés seulement
30 minutes d’incubation des cellules avec le plasma séminal et cela méme lorsque le plasma séminal
est fortement dilué (1/100 000). Cette étude a permis de déterminer que |'effet n’était pas di a la
cytotoxicité du plasma séminal mais a la présence d’un facteur de haut poids moléculaire (>100 kDa),

résistant a la trypsine et thermostable. Stax et al. (2009) ont confirmé ces résultats et identifié la
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mucine 6 comme un ligand du DC-SIGN capable d’inhiber la capture et la transmission du VIH-1. La
clusterine, protéine présente en grande quantité dans la plasma séminal (0,2 a 3,5 mg/mL), a
également été désignée comme potentiellement impliquée dans I'inhibition par le plasma séminal de

la capture et de la transmission des particules virales via DC-SIGN (Sabatte et al., 2011).

» Modulation de I'expression des récepteurs et corécepteurs

Balandya et al. (2010) ont montré que le plasma séminal protége les cellules CD4" de I'infection
par le VIH-1 en diminuant I'expression du récepteur CD4 a la surface de ces cellules. Cette inhibition
est corrélée avec le temps d’incubation et la concentration de plasma séminal utilisée. Dans le cas
des lymphocytes T CD4, le plasma séminal inhibe également |'activation et la prolifération des
cellules. L'incubation avec le plasma séminal s’accompagne toutefois d’'une augmentation de
I’expression du corécepteur CCR5 rendant la protection du plasma séminal moins efficace contre les
souches R5 que X4, ce qui pourrait participer a la sélection des souches R5 lors de la transmission
sexuelle. L'augmentation de I'expression de CCR5 suite a une exposition au plasma séminal a
également été observée sur des cellules épithéliales du col de l'utérus ce qui pourrait rendre
discutable la protection apportée par le plasma séminal via la modulation de I'expression des
récepteurs et corécepteurs du VIH-1 (Sales et al., 2014). Cependant, cette derniére étude n’a pas

déterminé si le plasma séminal modulait I'infection par le VIH-1.

C. Modulation de la réponse immunitaire par le plasma séminal

Le plasma séminal est un fluide riche en facteurs immunomodulateurs et notamment en
cytokines, chimiokines, facteurs de croissance, immunoglobulines, prostaglandines...(Maegawa et al.,
2002; Politch et al., 2007). Plusieurs études montrent méme que la concentration de certains
facteurs dont I'IL5, I'IL6, I'IL7, I'IL8, I'IL15, MIG, IP10, le TGF-B, MCP-1, la fractalkine, le GM-CSF, MIP-
la et MIP-1B est plus importante dans le plasma séminal que dans le sang (Anderson et al., 2010;
Olivier et al., 2013). Ces facteurs jouent un réle dans le recrutement, la prolifération et la maturation
des cellules immunitaires (monocytes/macrophages, lymphocytes T et B, DC et NK). Le TGF-B,
présent a des taux cing fois plus importants que dans le sang, induit la tolérance au niveau du tractus
génital. Il supprime la réponse des NK et oriente la différenciation des lymphocytes T CD4 en Treg et
en CD4 Th17, cibles privilégiées du virus (Robertson et al., 2002a, 2009, 2013). Les prostaglandines
sont également présentes a des concentrations élevées, bien que variables selon les individus
(Bendvold et al., 1984; Oliw et al., 1986; Svanborg et al., 1989; Templeton et al., 1978). Les
prostaglandines et en particulier PGE2, le facteur le plus étudié de cette famille, inhibent les
fonctions effectrices des macrophages et neutrophiles, limitent la réponse cytotoxique des

lymphocytes et NK, favorisent la polarisation des lymphocytes T CD4 vers la voie Th2 et induisent la
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différenciation de DC tolérogenes (Kalinski, 2012; Kelly et al., 1994; Remes Lenicov et al., 2012, 2014;
Sakata et al., 2010). Introini et al. (2013) ont montré sur un modele ex vivo que I'lL7, cytokine
essentielle pour I'homéostasie lymphocytaire, stimule la prolifération des lymphocytes T CD4 et
inhibe leur apoptose, favorisant ainsi la réplication du VIH-1. Une étude chez le macaque rhésus,
montre que I'IL7 augmente I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl2, mécanisme qui

pourrait jouer un réle dans la protection des lymphocytes T CD4 infectés (Vassena et al., 2012).

Le plasma séminal est également capable de déclencher la sécrétion de facteurs par les cellules
épithéliales des muqueuses avec lesquelles il est en contact. Il induit notamment la sécrétion de
facteurs inflammatoires dont I'lL6, I'IL8, le GM-CSF, MCP-1 favorisant ainsi le recrutement de
nombreuses cellules immunitaires (Sharkey et al., 2007, 2012a, 2012b). Narimatsu et al. (2005)
estiment, a partir d’expériences in vitro et ex vivo, que la susceptibilité a I'infection par le VIH-1 est
augmentée de cing a huit fois en présence de ces cytokines inflammatoires. L'expression de ces
facteurs inflammatoires est notamment due a l'augmentation de la translocation du facteur de
transcription NFkB, qui joue un réle crucial dans la régulation de la réponse immunitaire innée et
dans l'induction de I'expression des genes du VIH-1 (Baba, 2006; Berlier et al., 2006a; Doncel et al.,
2014; Joseph et al., 2012; Kafka et al., 2012). Le plasma séminal et en particulier la PGE2 séminale
augmente I'expression de COX-2, enzyme impliquée dans la synthése des prostaglandines, par les
cellules vaginales et potentialise I'activation induite par des ligands TLR (Joseph et al., 2012; Sales et
al., 2002). Le plasma séminal augmente également la sécrétion de CCL20 par les cellules vaginales, ce
qui provoque le recrutement de cellules de Langerhans au niveau de la muqueuse et donc
potentiellement favorise la dissémination du virus (Berlier et al., 2006a; Sharkey et al., 2007, 2012a).
Une étude chez le macaque rhésus a montré que l'inhibition de la sécrétion de CCL20 protégeait les
singes contre |'infection par le SIV (Li et al., 2009). Les modifications immunitaires provoquées par le
plasma séminal favorisant la fécondation se montrent déléteres dans le cadre de l'infection par le
VIH-1. Ces évenements favorisent la tolérance, créent une inflammation locale qui s’accompagne du
recrutement de cellules cibles pour le virus. De plus, la sécrétion de facteurs par les cellules
épithéliales de la muqueuse génitale féminine induite par le plasma séminal active le LTR du VIH-1

favorisant la réplication virale (Kafka et al., 2012).

Peu d’études ont été réalisées sur la muqueuse colorectale. Les réponses immunitaires a ce
niveau semblent différentes. En effet, I'injection de plasma séminal au niveau rectal chez des singes
ne s’accompagne pas de la suppression de la fonction des cellules immunitaires comme cela peut
étre le cas au niveau de la muqueuse génitale ce qui pourrait étre en partie lié a la moindre diffusion

de PGE2 au niveau rectal qu’au niveau vaginal (Alexander et al., 1987).
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D. Influence de I'infection par le VIH-1 sur la composition du plasma séminal

L'infection par le VIH-1 provoque une perturbation du « réseau cytokinique » du plasma séminal
avec notamment une augmentation de I'expression de cytokines proinflammatoires (Lisco et al.,
2012a; Olivier et al., 2013). Plusieurs équipes ont décrit une augmentation des concentrations d’IL1p,
d’'ILe, d’IL7, d’'IL8, de MIG, MCP-1, du GM-CSF (Anderson et al., 2010; Lisco et al., 2012a, 2012b).
L'expression de certains facteurs peut également varier en fonction du stade de l'infection par le VIH-
1. Kafka et al. (2012) ont montré que I'IL6, I'lL8 et MCP-1 sont présents en plus grandes
concentrations dans le plasma séminal de patients en primo-infection par rapport a des patients au
stade chronique. Au contraire, la concentration en TGF-B1 est respectivement trois et huit fois plus
élevée dans le plasma séminal d’individus chroniques que d’individus en primo-infection ou non
infectés. Certains auteurs ont décrit des corrélations entre la présence de facteurs et la charge virale.
Une corrélation positive a ainsi été établie avec RANTES, I'IL6, I'IL8, I'IL12, I'IFNy, I'IL1B, I'IL17 et I'IFNy
(Berlier et al., 2006b; Hoffman et al., 2014; Sheth et al., 2005; Storey et al., 1999). Hoffman et al.
(2014) ont également mis en évidence une corrélation négative entre la charge virale et la
concentration en IL5 du plasma séminal. Ces variations de concentrations en cytokines pourraient
avoir de nombreuses conséquences puisqu’il a par exemple été montré que des concentrations
élevées en cytokines proinflammatoires menaient a une expansion et une activation des cellules
immunitaires de la muqueuse. D’autre part, 'augmentation de la concentration en TGF-f pourrait
étre a 'origine de I"'accumulation des lymphocytes Treg (Lisco et al., 2012a Andersson et al., 2005;
Robertson et al., 2009). Une augmentation de la concentration en IL7 pourrait quant a elle favoriser
la persistance et la survie des lymphocytes T mémoires, cibles préférentielles du virus. Cependant,
cela pourrait également augmenter le nombre de cellules effectrices capables de contenir I'infection.
Une concentration élevée en RANTES pourrait avoir un effet protecteur en faisant compétition avec
la liaison au CCR5 mais cela peut également provoquer une sélection de souches résistantes
virulentes (Biancotto et al., 2009). Enfin une augmentation de la concentration en ligands du CXCR4
pourrait inhiber I'infection par des souches X4 et étre un des mécanismes expliquant la sélection
tropique ayant lieu lors de la transmission sexuelle du VIH-1 (Margolis and Shattock, 2006). La
modification de la composition du plasma séminal en facteurs immunomodulateurs affecte
également la réponse des cellules épithéliales de la muqueuse. Kafka et al. constatent que la
sécrétion des cytokines proinflammatoires IL1a, IL6 et TNFa est diminuée chez les patients
chroniques comparé aux patients en primo-infection et aux personnes non infectées du fait de la
forte concentration en TGF-B de leurs plasmas séminaux. lls observent également une augmentation
de l'activation du LTR du virus par les sécrétions des cellules épithéliales stimulées par les plasmas
séminaux de patients en primo-infection par rapport a ceux se trouvant au stade chronique ou

n’étant pas infectés.
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Finalement, de nombreux effets du plasma séminal sur la transmission sexuelle du VIH-1 ont été
décrits. La majorité de ses résultats ont été obtenus a partir de modéles permettant de décortiquer
les mécanismes mais pas d’évaluer I'impact global du plasma séminal. Les études réalisées in vivo
montrent que le plasma séminal n’est pas nécessaire a I’établissement de I'infection (Miller et al.,
1989; Sallé et al., 2010). Le role du plasma séminal n’est pas encore élucidé mais il semblerait qu’il ait
tendance a faciliter I'infection par SIV lors de I'inoculation au niveau vaginal de faibles concentrations
de virus libres chez le macaque rhésus (Le Grand et al., 1995; Miller et al., 1989; Miinch et al., 2013;
Neildez et al., 1998).

4. Prévention de la transmission

Bien que les traitements antirétroviraux permettent de controler la réplication de VIH, ils ne
permettent pas la guérison du patient. De plus, 90% des patients résident dans des pays en voie de
développement ou les traitements ne sont pas toujours disponibles. Le préservatif, moyen de
protection efficace contre I'ensemble des IST ne suffit cependant pas a enrayer la propagation du
VIH-1. Développer des stratégies de prévention alternatives semble donc indispensable pour

combattre la pandémie.

a. Vaccination
Le développement d’un vaccin contre le VIH-1 a fait 'objet de nombreuses études. Depuis la
découverte du virus, plus de 250 essais cliniques, majoritairement de phase | et Il, ont été réalisés
(Wang et al.,, 2015b). Les essais menés pendant les dix premieres années de recherche se sont
focalisés essentiellement sur I'utilisation de la glycoprotéine d’enveloppe gp120 monomérique afin
de stimuler une réponse humorale spécifique de I'enveloppe virale (Flynn et al., 2005; Miedema,
2008; Pitisuttithum et al., 2006) . En 1994, suite aux échecs des vaccins induisant des anticorps, la
communauté scientifique change de stratégie vaccinale. Deux études chez le macaque rhésus
montrent que la stimulation de la réponse cellulaire ne protege pas les singes contre I'infection mais
favorise leur survie et est corrélée avec un set-point viral plus faible (Hirsch et al., 1994; Shiver et al.,
2002). La réponse spécifique des lymphocytes T semble donc jouer un rdle crucial dans le contréle de
I'infection. L’essai clinique VIH Vaccine Trials Network (HVTN) 502 aussi appelé STEP est initié pour
évaluer si un vaccin stimulant la réponse des lymphocytes T permet de protéger ou tout du moins
diminuer la charge virale aprés infection. Malgré une bonne immunogénicité du vaccin en phase |,
I'essai clinique STEP est rapidement arrété. Aucune efficacité du vaccin n’est observée ni sur la
protection ni sur la charge virale. Un plus grand nombre d’infection est méme observé parmi les
vaccinés. Deux ans apreés cet échec, I'essai RV144 Thai apporte enfin la preuve de concept d’un vaccin

efficace contre le VIH-1. La protection observée, de 31,2%, demeure tout de fois modeste (Rerks-
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Ngarm et al., 2009). Le corrélat de protection met en évidence un réle protecteur des IgG dirigées
contre les boucles V1V2. En revanche, les IgA ciblant la protéine d’enveloppe pourraient atténuer la
protection fournie. Il apparait dans cette étude que les anticorps neutralisants a large spectre
n’apportent pas de protection contrairement aux anticorps impliqués dans la réponse cellulaire
cytotoxique (ADCC) (Haynes et al., 2012). Si cette étude montre la faisabilité de la vaccination anti-
VIH, le développement d’un vaccin performant reste délicat que ce soit du fait de (i) la diversité
antigénique du VIH-1, liées aux recombinaisons entre souches mais également aux mutations
induites par la transcriptase inverse, (ii) la capacité du virus a échapper au systéeme immunitaire ou
encore (iii) le manque de corrélats de protection identifiés. Plusieurs essais en phase | ou Il sont
actuellement en cours mais aucun en phase lll. Le développement d’un vaccin anti-VIH-1 demeure
donc un véritable challenge pour la communauté scientifique. Des études récentes montrent
I'importance de la voie d’administration du vaccin sur I'efficacité de la réponse induite au niveau du
tractus génital. Ainsi, chez le macaque, une immunisation par voie nasale et orale favoriserait une
réponse IgG et IgA plus spécifique au niveau de la muqueuse génitale qu’'une immunisation par voie
vaginale ou systémique (Mann et al., 2013). Le développement de I'eCD4-lg, une immunoadhésine
CDA4 fusionnée a un peptide se liant au CCR5 qui se révele capable de protéger contre la transmission
sexuelle du VIH-1 chez le macaque montre bien que I'induction d’anticoprs neutralisants n’est pas le

seul moyen de protéger de l'infection par le VIH-1 (Gardner et al., 2015).

Parallelement a I'avancement de la recherche d’un vaccin, d’autres moyens de prévention de

I'infection ont également été développés.

b. La circoncision

Trois essais cliniques de phase Ill menés en Afrique du Sud, au Kenya et en Ouganda (Auvert et
al., 2005; Bailey et al., 2007; Gray et al., 2007) ont montré que la circoncision protégeait de fagon
efficace contre l'infection par le VIH-1. Les taux de protection observés variant de 51 a 60% ont
amené |'Organisation Mondiale de la Santé et I'ONUSIDA a recommander en mars 2007, la
circoncision comme un moyen supplémentaire de prévention de la transmission hétérosexuelle du
VIH-1 dans les pays a forte prévalence pour le virus et a faible taux de circoncision (WHO and
UNAIDS, 2007). La circoncision confere une protection contre l'infection en diminuant la surface
exposée au virus et en éliminant une zone particulierement sensible a I'infection (Jayathunge et al.,
2014). En effet, le prépuce étant riche en cellules de Langerhans, macrophages et lymphocytes T
exprimant les récepteurs et corécepteurs CD4, CXCR4 et CCRS5, il constitue une porte d’entrée
majeure du virus (Ganor et al., 2010; Hirbod et al., 2010; McCoombe and Short, 2006; Patterson et

al., 2002). Le risque d’infection au niveau du prépuce est encore plus forte en cas de co-infections
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génitales du fait de 'augmentation du recrutement de cellules cibles dans cette zone mais également
de la présence de micro érosions fréquentes lors de ses infections. Cependant, si la circoncision
confere une protection pour I'homme dans le cadre de contamination hétérosexuelle, la protection
de la femme est plus difficile a évaluer. La circoncision masculine ne semble pas avoir d’effets
bénéfiques directs (Hankins, 2007; Lei et al., 2015; Weiss et al., 2009). En revanche, il est évident que
les femmes bénéficient indirectement de la diminution de la prévalence du VIH-1. La circoncision ne
semble pas non plus étre un moyen de prévention efficace pour les homosexuels (Doerner et al.,
2013; Goodreau et al., 2014; Londish et al., 2010). Par ailleurs, la circoncision demeure une pratique
controversée (Halioua and Lobel, 2014; Van Howe, 2015). Le CDC a récemment ravivé le débat en
langant un appel a la discussion a propos de nouvelles recommandations qui conseilleraient la
circoncision comme moyen de prévention généralisé contre le VIH-1 (Earp, 2015; Nelson, 2015;

Parker et al., 2015; Wamai et al., 2015a, 2015b).

¢. Traitement des co-infections

S’il est évident que les IST constituent un cofacteur majeur de la réplication du VIH-1 et du risque
de transmission, le traitement des IST comme stratégie de prévention de I'infection par le VIH-1 reste
controversé. En effet, les résultats d’essais cliniques concernant cette stratégie sont mitigés,
provoquant le désintérét de certaines institutions vis-a-vis de cette approche (Hayes et al., 2010). Il a
pourtant été observé que le traitement des IST permet une diminution de la charge virale du VIH-1
au niveau des sécrétions génitale diminuant ainsi le risque de transmission (Cohen et al., 1997; Ghys
et al., 1997; Mcclelland et al., 2001; Rotchford et al., 2000; Zuckerman et al., 2009). L’utilisation de
modélisations mathématiques confirme I'importance du traitement des co-infections dans la
prévention de I'infection par le VIH-1 en particulier chez les populations a risque pour le VIH-1 ou la
prévalence des co-infections est élevée (White et al., 2008). Si le traitement des IST n’est pas
reconnu comme moyen de prévention en soi, il doit en revanche étre envisagé comme un moyen
supplémentaire a utiliser permettant de diminuer la mortalité et la morbidité liées aux IST elles-

mémes.

d. TasP et PrEP
Le TasP (“Treatment as Prevention”) consiste en ['utilisation précoce des traitements
antirétroviraux (quel que soit le taux de CD4) chez les personnes séropositives, I'objectif étant de
diminuer la charge virale et donc la transmission puisque la relation dose-effet entre la charge virale
et la transmission est clairement établie. Plusieurs études ont montré I'efficacité de la TasP (Cohen et
al., 2011; Donnell et al., 2010; He et al., 2013; Melo et al., 2008; Musicco et al., 1994; Reynolds et al.,

2011; Romero et al., 2010). Lors de I'essai HTPN 052, le traitement précoce du partenaire séropositif
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a diminué de 96% le taux d’infection. A ce titre-1a, en 2011, le journal Science a d’ailleurs désigné la
TasP comme révolution médicale de I'année (Cohen, 2011). Si le bénéfice individuel est évident, le
bénéfice populationnel est encore débattu. Cette stratégie nécessite une large couverture par les
antirétroviraux mais également le dépistage précoce des personnes infectées (Montaner et al.,
2014). L'essai ANRS 12 249, qui a pour objectif d’estimer directement I'impact du TasP en Afrique du
Sud sur l'incidence de nouvelles infections VIH-1 dans la population générale de la méme région,
permettra d’apporter des éléments de réponse a cette question. Cependant, I'accessibilité du TasP
pour tous les patients y compris dans les pays en voie de développement et au sein des populations
les plus fragiles représente un véritable challenge (Mills et al., 2013; Ogbuagu and Bruce, 2014;
Wilson et al., 2014).

La PrEP (“pre-exposure prophylaxis “) consiste, elle, en la prescription préventive de traitements
antirétroviraux a des personnes séronégatives fortement exposées afin de réduire le risque
d’infection. Le cas des microbicides, qui peuvent faire partie de la stratégie de PrEP, est abordé dans
le paragraphe suivant. Plusieurs essais cliniques témoignent d’une protection apportée par la PrEP.
La réduction du risque d’infection suite a la prise de Truvada (combinaison de ténofovir et
d’emtricitabine) chez les HSH (Hommes qui ont des rapports Sexuels avec les Hommes) est de 44%
au sein de la cohorte iPrex (prise quotidienne) et 86% pour les cohortes PROUD (prise quotidienne)
et Ipergay (prise a la demande) (Grant et al., 2010; McCormack et al., 2015; Molina et al., 2015). Ce
chiffre passe a 92% pour la cohorte iPrex lorsque les antirétroviraux sont détectables dans le sang.
D’autres études ont également rapporté un bénéfice de la PrEP chez les hétérosexuels. L’essai TDF-2
a montré une réduction du risque de 62% sous Truvada et I'essai Partners PrEP, portant sur des
couples hétérosexuels sérodifférents, a montré une réduction du risque d’infection de 67% sous
ténofovir et de 75 % sous Truvada (Baeten et al., 2012; Thigpen et al., 2012). L'observance des
traitements constitue un élément critique pour I'efficacité de la PrEP (Amico, 2014; Nachega et al.,
2013). Malgré des résultats trés encourageants, ces études sur la PrEP soulévent de nombreuses
guestions notamment sur I'efficacité et la tolérance de cette approche sur le long terme mais
également sur les moyens mis en ceuvre pour I'accessibilité, le remboursement et I'encadrement de

cette pratique.

e. Microbicides
Les microbicides sont des composés se présentant sous forme de gels, cremes, films, anneaux ou
suppositoires qui peuvent étre appliqués au niveau des muqueuses vaginale ou rectale pour protéger
contre les IST dont le VIH-1. Le microbicides doivent (i) étre efficaces, (ii) respecter le pH et la flore

vaginale, (iii) ne pas altérer la barriere épithéliale ni induire d’inflammation, (iv) préserver la réponse
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immunitaire innée, (v) éviter I'induction de résistance aux antirétroviraux et (vi) étre facilement
utilisables. Plusieurs essais cliniques évaluant I'efficacité de divers composés dont des détergents,
des surfactants ou des agents polyanioniques se sont soldés par des échecs, majoritairement du fait
de la toxicité et des réponses proinflammatoires induites par ces molécules (Feldblum et al., 2008;
Fichorova et al., 2001; Van Damme et al., 2002, 2008). Le succés encourageant de I'essai clinique de
phase Il CAPRISA 004 utilisant un gel a base de Ténofovir apporte la preuve de concept que les
antirétroviraux peuvent servir de microbicides efficaces (Abdool Karim et al., 2010). Cependant, les
déconvenues récentes d’essais cliniques comme I'essai VOICE (Vaginal and Oral Interventions to
Control the epidemic) indiquent que des progres sont encore nécessaires afin de développer des
stratégies efficaces (Marrazzo et al., 2015; MTN, microbicide trials network, 2011; Van Damme et al.,
2012). Il est entre autre primordial de sensibiliser les utilisateurs afin de renforcer 'adhérence, cause
de grandes variations des taux de protection. L'influence du sperme sur I'efficacité des microbicides
est un autre point, souvent négligé, qui pourrait étre a I'origine de certains échecs (Herold et al.,,
2011; Keller and Herold, 2009; Ramjee, 2010). Une étude sur l'utilisation du microbicide PRO 2000
par des couples hétérosexuels révele que les sécrétions cervicovaginales postcoitales ne montrent
aucune activité antivirale contre le VIH-1 et HSV-2 contrairement aux prélévements précoitaux
(Keller et al., 2010). Plusieurs études in vitro montrent une perte de I'activité antivirale des
microbicides polyanioniques en présence de plasma séminal (Neurath et al., 2006; Patel et al., 2007).
Le plasma séminal perturbe I'interaction du virus ou des cellules avec le microbicide diminuant ainsi
son efficacité. Cette interférence peut notamment étre due a la présence de peptides chargés
positivement a un pH neutre comme la spermine ou la putrescine qui se complexent avec les
microbicides polyanioniques. Ce mécanisme expliquerait pourquoi I'activité antivirale de certains
microbicides agissant sur le virus intracellulaire dont les inhibiteurs de la transcriptase inverse et les
inhibiteurs des enzymes a doigts de zinc n’est pas affectée par le plasma séminal (Neurath et al.,
2006). Cependant, plus récemment Zirafi et al.(2014) ont montré que le plasma séminal inhibe
I'action protectrice d’'un grand nombre de microbicides dont des anticorps neutralisants, des
microbicides polyanioniques, des inhibiteurs nucléotidiques ou non de la transcriptase inverse et des
inhibiteurs de l'intégrase. Seule I'activité du maraviroc, qui est un inhibiteur de la liaison avec le
CCR5, n’est pas affectée par le plasma séminal. Cette étude montre que ce sont les fibrilles amyloides
du plasma séminal qui sont responsables de I'inhibition de I'activité antirétrovirale des drogues, en
agrégeant les particules virales et en les concentrant au niveau de la surface cellulaire favorisant ainsi
I'infection. Pour étre efficaces, les microbicides dont I'action cible le virus (extra ou intracellulaire)
devraient donc étre utilisés a des concentrations plus élevées, ce qui a été souvent observé lors
d’études cliniques. En revanche, I'efficacité du maraviroc n’est pas affectée par la présence de

plasma séminal puisque ce microbicide cible un facteur cellulaire. Le maraviroc est un inhibiteur
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allostérique de CCR5 empéchant le changement conformationnel du corécepteur nécessaire a
I’entrée du virus. Si la concentration utilisée permet une saturation des corécepteurs CCR5 a la
surface des cellules cibles, la protection conférée devient indépendante du nombre de virions a

proximité des cellules.

Ce résultat encourage le développement de microbicides constitués par des combinaisons
d’antirétroviraux. Le récent succeés de la I'essai clinique de phase | concernant I'utilisation d’un
anneau vaginal contenant du maraviroc et de la dapivirine est une avancée prometteuse (Chen et al.,
2015). Les nombreux essais cliniques en cours dont trois en phase lll, concernant pour l'un
I'utilisation d’un gel a base de Ténofovir et pour les deux autres l'utilisation d’anneaux vaginaux
contenant de la dapivirine, font espérer des progres rapides dans le domaine des microbicides (MTN,
microbicide trials network, 2014). Le développement de microbicides rectaux est également une
nécessité. Des études sont en cours bien que moins nombreuses que pour les microbicides vaginaux
(Cranage et al., 2008; Dezzutti et al., 2014; Leyva et al., 2015; Mcgowan et al., 2015; MTN,

microbicide trials network, 2014; Nunes et al., 2014).
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Objectifs et démarche expérimentale
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Une meilleure compréhension des mécanismes de transmission du VIH-1 par voie muqueuse, et
notamment des interactions entre les différents « acteurs » impliqués, pourrait faciliter le

développement de nouvelles stratégies antivirales, a la fois thérapeutiques et préventives.

Le laboratoire du Groupe Immunité des Muqueuses et Agents Pathogénes (GIMAP, EA 3064)
étudie les mécanismes de transmission sexuelle du VIH-1 ainsi que la réponse immunitaire a ce virus
au niveau des muqgueuses. Comme cela a été détaillé dans la partie bibliographique, il est désormais
clairement établi que le virus présent sous forme de particules virales libres et/ou associées aux
cellules dans le sperme d’hommes infectés peut traverser les muqueuses génitales et colo-recto-

anales méme en |'absence de breches. Parmi les différents mécanismes de franchissement muqueux

décrits, le laboratoire GIMAP a travaillé in vitro sur plusieurs d’entre eux dont la transmigration de
monocytes et le franchissement muqueux via les DC. Au cours de ces études, il a été montré que le
sperme, en plus d’étre un vecteur pour le virus, influencait la transmission de fagon directe ou

indirecte.

L'objectif de cette These est de déterminer l'influence du plasma séminal sur la transmission
sexuelle du VIH-1 via les DC. Les DC de la muqueuse peuvent étre en contact direct avec le plasma
séminal du fait de la projection de leurs dendrites au niveau de la lumiere de la muqueuse ou par
diffusion du plasma séminal a travers des bréches. L’action du plasma séminal peut également
s’exercer indirectement via I'induction de la sécrétion de cytokines et chimiokines par les cellules
épithéliales. En effet, de précédentes études au laboratoire ont montré que le plasma séminal induit
la sécrétion de CCL20 par les cellules vaginales (lignée SiHa) entrainant le recrutement de cellules de

Langerhans pouvant influencer la transmission.

Ce travail in vitro a été réalisé sur des cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDC).
L'effet indirect a été étudié a I'aide de deux modeles d’épithéliums simples. Ces modéles reposent
sur la culture de lignées cellulaires HEC-1A et CaCo2-C2E sur insert mimant respectivement

I’épithélium endocervical et colorectal humain.
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Matériels et Méthodes
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Le détail des expérimentations se trouvent dans les chapitres dédiés des deux articles présentés

plus loin. Le schéma général de la démarche expérimentale est résumé Figure 22.
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Figure 22 : Démarche expérimentale résumant les différentes techniques utilisées. Les DC sont incubées pendant 24h
en présence de cytokines, chimiokines ou de milieux basaux de cellules épithéliales. Le phénotype des MDDC est analysé
par cytométrie en flux et Western Blot. Des expériences de prises en charge des particules virales VIH-1 sont également
réalisées. Pour cela, les cellules sont incubées pendant 30 minutes en présence d’inhibiteurs ou d’anticorps bloquant les
récepteurs étudiés avant d’étre mis en présence de virus VIHg5, pendant 2h. Aprés 5 lavages et lyse des cellules la quantité
de p24 est dosée par ELISA.

1. Patients et Prélevements

Les échantillons de sperme ont été collectés auprés de patients VIH par le service de Biologie de
la Reproduction du Pr Cottier du CHU de Saint-Etienne et d’hommes VIH" ARV" (au stade chronique
ou SIDA, sous traitement antirétroviral et ayant une charge virale séminale inférieure a 40 copies
d’ARN/mL) par le service des Maladies Infectieuses et Tropicales du Pr Lucht du CHU de Saint-
Etienne. Un consentement écrit a été recueilli auprés de chaque participant préalablement a I'étude.
Les échantillons de sperme ont été obtenus par masturbation dans des flacons stériles et manipulés
dans les quatre heures suivant I'éjaculation. Aprés avoir été dilué au 1/2 dans du tampon phosphate
salin (PBS), le plasma séminal a été séparé de la fraction cellulaire par centrifugation (800g, 30min).
Vingt et un plasmas séminaux VIH et 19 plasmas séminaux VIH® ARV ont été conservés de facon
individuelle. Dix autres de chaque statut ont été mélangés afin de constituer des « pools ». Ces

échantillons ont ensuite été aliquotés puis congelés a -80°C jusqu’a utilisation.

2. Culture cellulaire

Les cellules utilisées dans cette étude (MDDC, HEC-1A, CaCo-2) ont été cultivées a 37°C, en
atmosphere humide enrichie a 5% de CO,. Les milieux utilisés sont tous supplémentés en SVF (10%)

et en antibiotiques (1% d’une solution contenant de I'amphotéricine B a 25ug/mL, de la

streptomycine a 10 mg/mL et de la pénicilline a 10 000U/mL).
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e Cellules Primaires: Obtention de cellules dendritiques dérivées de monocytes

(MDDC)

Les MDDC sont issues de monocytes cultivés durant 6 jours dans du milieu RPMI 1640 en
présence de 100 ng/ml de GM-CSF et de 50 ng/ml d’IL-4 afin d’obtenir des MDDC immatures. Les
monocytes sont isolés par tri magnétique positif (CD14 MicroBeads Kit, Miltenyi Biotec) réalisé sur
des cellules mononuclées du sang (PBMC) obtenues par gradient de densité a partir de concentrés

leucocytaires (Buffy Coats fournis par I'EFS Auvergne-Loire).

Les MDDC ont été stimulées pendant 24h en présence de différentes molécules ou de plasma
séminal. L'IL1-B (100ng/mL, Preprotech), le TNF-o (50ng/mL, Preprotech) et le LPS (200ng/mL,

InvivoGen) ont été utilisés comme témoins de I'induction de la maturation.

e Lignées Cellulaires :

o Entretien

Les cellules HEC-1A, cellules humaines issues d’'un adénocarcinome de I'endometre, sont

cultivées dans du milieu Mc Coy’s (Sigma-Aldrich).

Les cellules CaCo-2, cellules humaines issues d’un adénocarcinome du colon, sont cultivées dans

du DMEM High glucose (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, PAA).

Ces cellules sont adhérentes et forment une monocouche mimant respectivement la muqueuse
endocervicale et colorectale. Pour détacher les cellules, permettre leur entretien et leur

ensemencement, une solution de trypsine recombinante/EDTA a été utilisée.

o Culture sur insert

Afin de mimer au mieux les muqueuses les cellules HEC-1A et CaCo-2 ont été cultivées sur des
inserts, supports perméables dont la porosité est de 3uM. Ce systéme permet d’avoir un acces
indépendant au compartiment apical et basal. Afin de se rapprocher des conditions physiologiques
d’un rapport sexuel non protégé, le plasma séminal est déposé sur la monocouche de cellules
épithéliales au niveau du compartiment apical. Aprés 24h d’incubation, le milieu basal est récupéré

afin d’évaluer I'impact des sécrétions des cellules épithéliales sur les DC.

Deux types d’inserts ont été utilisés, des inserts pour plaque 24 puits (BD Falcon, 35 3096) et des

inserts pour plaque 96 puits (Corning, 3386).
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Les inserts pour plague 24 puits sont ensemencés par 200 000 cellules par puits. L'intégrité de la
monocouche épithéliale est évaluée grace a la mesure de la résistance transépithéliale (TEER) a I’aide

d’un appareil Millicell-ERS. Apres quatre jours de culture, les cellules peuvent étre stimulées.

Les inserts pour plaque 96 puits sont ensemencés par 20 000 cellules par puits pour les cellules
CaCo-2 et 30 000 pour les HEC-1A. Le suivi de la résistance ne pouvant étre réalisé grace a I'appareil
Millicell-ERS (sonde inadaptée), I'étanchéité de la monocouche est évaluée par mesure de la
diffusion de dextran-fitc comme décrit par Cavarelli et al.(2013). Aprés quatre jours de culture, les

cellules peuvent étre stimulées.

3. Cvtométrie en flux

Apreés ces différentes stimulations, le phénotype des MDDC a été analysé par cytométrie en flux.
Pour cela, les MDDC ont été incubées pendant 20 min a 4°C en présence de différents anticorps
monoclonaux couplés a des fluorochromes ainsi que des isotypes controles (Tableau 3). La mortalité
cellulaire a été mesurée grace a I'utilisation d’iodure de propidium (IP). L'IP est un agent intercalant
fluorescent, qui permet de marquer I’ADN des cellules ayant perdu leur intégrité membranaire. Les
MDDC ont été incubées en présence d’'IP pendant 5 min a 4°C. Pour le marquage des molécules de
surface comme pour I'lP, un lavage est nécessaire avant de réaliser I'acquisition du signal de
fluorescence puis les analyses sur un cytomeétre Facscalibur (BD Biosciences) grace au logiciel

CellQuest Pro.

Tableau 3: Marqueurs cellulaires étudiés par cytométrie en flux

Marqueurs Clone-fournisseur Role

CD209 ou DC-SIGN
CD169 ou Siglec-1 ou
sialoadhésine

CD206 ou récepteur au

mannose

HLA DP-DQ-DR

HLA-DP

CD86 ou B7-2

CD4

Clone DCN 47.5 Miltenyi
Biotec

Clone 7-239 Miltenyi
Biotec

BD Pharmingen
Clone REA 332 Miltenyi
Biotec

Clone REA 303 Miltenyi
Biotec

Clone 2331(FUN-1) BD
Pharmingen

Clone RPA-T4 BD
Pharmingen

CLR capable de fixer le VIH-1

Lectine de type C capable de fixer le VIH-1

CLR capable de fixer le VIH-1

Complexe majeur d’histocompatibilité,

surexprimé par les DC matures

Molécule de costimulation des lymphocytes T, ligand du CD28

et CTLA4

Récepteur principal du VIH-1
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CD184 ou CXCR4 Clone 12G5 BD Corécepteur du VIH-1

Pharmingen

CD195 ou CCR5 Clone 2D7/CCR5 BD Corécepteur du VIH-1
Pharmingen

CD54 ou ICAM-1 Clone HA58 BD Intégrine surexprimée par les DC matures. Elle est impliquée
Pharmingen dans la trans-infection des lymphocytes T CD4

4. Production de souches virales

La souche de référence VIH-1g6, a tropisme R5 fournie par le NIH (Bethesda, Etats-Unis) a été
produite par amplification apres infection de PBMC fraichement isolés a partir de sang de donneurs
sains et activés en présence d’IL2 et de PHA. La production virale a été déterminée par quantification

de I'antigéne p24 par ELISA (ABL et Infinity Biomarkers) dans le surnageant.

5. Prise en charge des particules virales par les MDDC

Les expériences de prise en charge des particules virales VIH-1 par les MDDC ont été réalisées en
plaque 96 puits a fond rond. 120 000 cellules par puits ont été traitées en présence de 200ng/mL de
LPS, différentes concentrations de TGF-B, de plasma séminal ou de milieux basaux des cellules
épithéliales pendant 24h. Les cellules ont ensuite été incubées en présence ou non de 500ug/mL de
mannan (Sigma-Aldrich), de 10pg/mL de I'anticorps Hsn 7D2 bloquant le CD169 (Abcam, Paris) ou de
différentes concentrations de plasma séminal pendant 30 min a température ambiante. Apres
lavage, les cellules sont incubées pendant 2h en présence de virus VIH-1sp16, (20 ng/ml de p24). Aprés
cing lavages, les cellules sont lysées en présence d’'un tampon phosphate avec 2,5% de Triton-X-100
(commercial). Aprés centrifugation, la concentration en p24 des lysats cellulaires est mesurée par
ELISA selon les recommandations des fournisseurs (ABL, Rockville, Etats-Unis et Infinity Biomarkers,

Lyon, France).

6. Dosage des concentrations en facteurs solubles

Les concentrations de treize molécules ont été mesurées dans les plasmas séminaux. La sécrétion
de quatre de ces facteurs a également été dosée au niveau des milieux basaux des cellules
épithéliales. Quatre cytokines proinflammatoires ont été dosées : I'lIL1B, I'IL6, I'IL8 et du TNFa. Les
chimiokines SDF-1a et RANTES étant les ligands naturels des corécepteurs principaux du VIH-1,
CXCR4 et CCRS5 respectivement, leur concentration a été mesurée. Les concentrations en TGF-B1 et
IL7 ont été mesurées puisque ces molécules font partie des cytokines majoritaires du plasma séminal
ayant déja été décrites comme modulatrices de I'infection par le VIH-1 (Introini et al., 2013; Kafka et

al., 2012). La lactoferrine et la cathélicidine (LL-37) sont deux peptides antimicrobiens décrits comme
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capables d’influencer le phénotype des DC et notamment d’induire leur maturation (Ogawa et al.,
2013; Spadaro et al., 2008). De la méme facon, il a été montré qu’'HMGB1 et la TSLP influencent le
comportement des cellules dendritiques, raison pour laquelle leur concentration a été dosée
(Fontenot et al., 2009; Gougeon et al., 2012). Enfin, la concentration en CCL20 a été dosée car cette
chimiokine, jouant un réle dans l'attraction des DC au niveau de la muqueuse, a déja fait I'objet
d’études au sein du laboratoire permettant ainsi d’avoir un élément de référence (Berlier et al.,

2006a; Lourenco et al., 2014).

Le dosage de la lactoferrine a été réalisé par ELISA sandwich. Des anticorps polyclonaux produits
chez la chevre reconnaissant la lactoferrine humaine ont été utilisés comme anticorps de capture
alors que des anticorps monoclonaux (clone LF.2B8 ou anciennement LF-10) ont été utilisés comme
anticorps de détection (AbD Serotec, Raleigh, Etats-Unis). Des anticorps polyclonaux anti-
immunoglobuline de souris couplés a I'HRP (Horseradish peroxidase) produits chez le lapin (Dako, Les
Ulis, France) ont été utilisés comme anticorps secondaires. Le TMB (3,3’, 5,5’-tetramethylbenzidine
dans un tampon légerement acide, SurModics, Eden Prairie, Etats-Unis) a été utilisé comme substrat

de I'’enzyme HRP.

Les dosages d’HMGB1 (IBL International, Hambourg, Allemagne), CCL20 (RayBiotech Inc,
Norcross, Etats-Unis) et LL-37 (Hycult biotech, Uden, Pays-bas) ont été réalisés par ELISA a I'aide de

kits commerciaux.

L'acquisition et I'analyse des tests ELISA ont été effectuées sur le lecteur d'absorbance polyvalent

Sunrise pour plaques a 96 puits (TECAN, Mannedorf, Suisse) a I'aide du logiciel Magellan™.

Les concentrations des autres cytokines et chimiokines ont été mesurées grace a la technologie
Luminex™. Les dosages a partir de kits commerciaux ont été réalisés selon les recommandations des
fournisseurs (Bio-Plex Pro™ TGF-B, Bio-Plex Pro™ Human Cytokines Group |, Bio-Plex Pro™ Human
Cytokines Group |l, Biorad, Marnes-la-Coquette; MILLIPLEX® MAP Human Cytokine/Chemokine
Magnetic Bead Panel Il, Millipore, Molsheim). L'acquisition et I'analyse des tests multiplex ont été

effectuées sur le Bioplex 200™ (Luminex ®, BioRad) a I'aide du logiciel Bioplex Manager 6.0.

7. Analyse protéique par western blot

Deux millions de MDDC ont été traitées pendant 24h en présence de LPS, d’IL1-B, de TNF-qa, de
TGF-B1 ou de plasma séminal. Aprés lavage puis lyse, les échantillons ont été congelés a -20°C. La
guantité totale de protéines par échantillon a été mesurée par un dosage de Bradford et 10mg de

chaque échantillon ont été chargés sur un gel (10% Bis-Tris, Technologies, Saint Aubin, France). Aprés
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migration (1h a 140V), transfert (1h a 40V) sur membrane de nitrocellulose (ECL, Hybond; GE
Healthcare, Vélizy-Villacoublay, France) puis blocage dans un tampon PBS contenant 5% de lait en
poudre et 0,05% Tween 20, une incubation d’1h30 a température ambiante en présence des
anticorps primaires anti-CD169 (7D2, 1 :500, Abcam) et anti-actine AC-40 (1 :1000, Dako) humains a
été réalisée. Apres lavage, la membrane a été incubée pendant 1h30 en présence de |'anticorps
secondaire polyclonal couplé HRP (1 :1000, Dako). Les bandes ont été visualisées en présence d’un

substrat (Sigma-Aldrich) grace au systeme ChemiDocXRS et au logiciel Quantity One (Biorad).

8. Statistiques

Les analyses statistiques, test t de student ou ANOVA suivi d’un test post-hoc (correction de
Bonferroni) ont été réalisées a I'aide du logiciel Prism Version 5.04 (GraphPad Software, San Diego,

Etats-Unis).
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Résultats expérimentaux
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1. Influence directe du plasma séminal sur les cellules dendritiques

A. Contexte

La transmission sexuelle du VIH-1 constitue le mode majeur de contamination a travers le
monde. Au cours d’un rapport sexuel avec un homme séropositif vis a vis du VIH-1, le virus
transporté par le sperme est déposé a la surface des muqueuses sous forme de virus libre ou de virus
associé aux cellules mononuclées du sperme. Les particules virales peuvent alors étre captées par les
DC intra ou sous-muqueuses qui transportent le virus jusqu’aux lymphocytes T CD4 des ganglions
lymphatiques favorisant ainsi la dissémination du virus. Lors de ce mécanisme, les DC peuvent étre
en contact avec le plasma séminal, fraction acellulaire du sperme, du fait de la présence de bréches
au sein de la muqueuse ou bien, en I'absence de bréches, par exposition de leurs dendrites,
extensions se prolongeant jusqu’a la lumiere de la muqueuse (Norvell et al., 1984; Rescigno et al.,
2001). Plusieurs études décrivent déja une influence du plasma séminal sur le comportement des DC.
Remes Lenicov et al. (2012) ont montré, par exemple, que le plasma séminal induit la différenciation
des DC en cellules tolérogénes. Ces cellules expriment alors fortement le CD14 mais pas le CD1a,
sécretent peu de cytokines inflammatoires (comme I'lL12p70, I'lL1-B, le TNF-a ou encore I'lL6) mais
sécretent de grande quantité d’IL10 et de TGF-B. Ce processus de différenciation serait propice a la
fécondation mais pourrait également favoriser [’établissement d’infections sexuellement
transmissibles. Le plasma séminal, contient par ailleurs, des ligands du DC-SIGN tels que la mucine 6
ou la clusterine qui interférent avec la capture des particules virales VIH-1 (Sabatte et al., 2007; Stax
et al., 2009). S’il semble donc que le plasma séminal ne soit pas qu’un simple vecteur pour les
particules virales, son role dans la transmission sexuelle du VIH-1 et en particulier son effet facilitant
ou inhibiteur reste débattu. De plus, son mécanisme d’action sur les DC demeure mal connu. Cette
premiere partie de thése s’intéresse donc a l'influence du plasma séminal sur le phénotype des DC

ainsi que sur leur capacité a prendre en charge les particules virales VIH-1.

B. Résultats préliminaires

a. Toxicité du plasma séminal

De précédentes études mettent en évidence le caractére cytotoxique du plasma séminal sur les
lymphocytes T CD4, les monocytes et les DC lorsque le temps d’exposition est prolongé (Allen and
Roberts, 1986; Remes Lenicov et al., 2012; Stax et al., 2009). Afin de déterminer la cytotoxicité du

plasma séminal dans nos conditions de culture, les MDDC ont été incubées 24h en présence de
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différentes concentrations d’un pool de plasmas séminaux de patients séronégatifs vis-a-vis du VIH-1.

La mortalité cellulaire a ensuite été analysée par cytométrie en flux suite a un marquage a I'lP.
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Dilution du plasma séminal

Figure 23 : Cytotoxicité du plasma séminal. Les MDDC ont été incubées pendant 24h en présence d’un pool de plasma
séminal dilué au 1/50°™, 1/100 “™, 1/200 ™, 1/300 °™, 1/400 “™ ou 1/600 “°. La mortalité cellulaire est mesurée par
cytométrie en flux suite a un marquage a I'lP. Ces données sont représentatives de cing expériences indépendantes
réalisées avec des MDDC de donneurs différents. Les moyennes et les écarts-types (o) a la moyenne sont
représentés*p<0,05 ***p=0,0001 ****p<0,0001. NT : Non traitées

éme

Les résultats présentés dans la Figure 23 indiquent que le plasma séminal dilué au 1/300 ™ n’est
plus cytotoxique. Cette dilution étant importante, nous avons décomposé |'étude en nous
intéressant dans un premier temps a |'effet de constituants du plasma séminal. Afin de déterminer
les molécules d’intérét a tester, des plasmas séminaux individuels ainsi que des pools ont été

analysés pour leur contenu en cytokines et chimiokines.

b. Composition des plasmas séminaux

Les concentrations de treize molécules ont été dosées. Les concentrations en IL1B, IL6, IL7, ILS,
RANTES, TNFa, lactoferrine et SDF-1a ont été évaluées dans 21 plasmas séminaux d’hommes VIH et
19 d’hommes VIH'ARV'. Les concentrations en TGF-B1, TSLP, CCL20 et HMGB1 ont été mesurées
dans 8 de ces plasmas séminaux VIH et 8 VIH" ARV". Enfin, la concentration en LL-37 a été mesurée
pour 19 plasmas séminaux VIH et 11 plasmas séminaux VIH" ARV". Les pools VIH et VIH* ARV" ont

également été analysés.
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Figure 24 : Criblage des plasmas séminaux. Les concentrations en cytokines et chimiokines ont été mesurées par
luminex ou ELISA et sont indiquées en pg/mL a I'exception de celle de la lactoferrine qui est présentée en pug/mL. A et B.
Présentation des concentrations par cytokines pour les plasmas séminaux VIH et VIH" ARV individuels (A) et les pools (B).
*p<0,05, **p<0,01. Les moyennesto sont indiquées sur les graphes.
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Les résultats présentés dans la Figure 24 indiquent que les plasmas séminaux individuels
contiennent tous de I'IL6, de I'lL7, de I'lL8, du RANTES, de la lactoferrine, du LL-37, du TGF-B1, du
HMGB1 et du CCL20 alors que I'lL1B, le TNF-a, le SDF-1a et la TSLP ne sont pas systématiquement
détectés. La lactoferrine est la molécule présente en plus forte concentration dans nos échantillons
avec une moyenne de 227+8 pg/mL dans les plasmas séminaux VIH et de 237+9 pg/mL pour les VIH"
ARV'. Le TGF-B1 est également présent a de fortes concentrations avec en moyenne 518+11 ng/mL
dans les plasmas séminaux VIH et 517+13 ng/mL pour les VIH" ARV". La concentration en LL-37 est
en moyenne de 4,9+0,4ng/mL dans les plasmas séminaux VIH et de 4,5+0,3 ng/mL dans les VIH"
ARV’. Pour HMGB1, la concentration moyenne dans les plasmas séminaux VIH s’éléve a 39,7+14
ng/mL alors qu’elle est de 26,1+7ng/mL pour les VIH® ARV". L'IL6, I'IL7, I'IL8 et le CCL20 sont présents
a des concentrations moyennes respectives de 65,2116 ; 659+4,9; 1317,7+244 et 845,6+277 pg/mL
dans les plasmas séminaux VIH et de 39+10 ; 679,5+82 ; 1070+244 et 515,7+106 pg/mL dans les VIH*
ARV'. La TSLP ainsi que les cytokines inflammatoires IL1B et TNF-a sont présentes en faibles
concentrations et de facon dépendante des individus. La concentration en SDF-1a semble également
dépendante des individus. Elle varie entre 0 et 777,4 pg/mL avec une moyenne de 243,541 pg/mL

pour les plasmas VIH et entre 0 et 486,2 avec une moyenne de 160+38 pg/mL pour les VIH" ARV".

Seule la concentration de RANTES varie significativement en fonction du statut virologique avec
une concentration plus importante dans les plasmas séminaux VIH® ARV' (970+174 pg/mL) que dans

les plasmas séminaux VIH(579,2+75pg/mL, p<0,05).

La composition des pools de plasma séminaux refletent assez bien la composition des plasmas
séminaux individuels. Les concentrations moyennes en HMGB], IL7, IL8, RANTES, CCL20, SDF-1, LL-37
et en lactoferrine des pools sont semblables a celles calculées a partir des mesures individuelles des
différents plasmas séminaux. La différence de concentration de RANTES en fonction du statut est
également observée avec les pools. Les concentrations en IL1p et TSLP ne sont pas détectables dans
les pools, ce qui n’est pas surprenant puisque ces molécules ne sont pas systématiquement
détectées dans des plasmas séminaux individuels. Toutefois, les concentrations en IL6, TNF-a et TGF-
B1 different. L'IL6 est détectée a des concentrations moyennes de 22,9+0,5 et 19,92+0,5 pg/mL dans
les pools VIH et VIH* ARV qui sont plus faibles que les moyennes des plasmas séminaux individuels.
A linverse, pour le TNF-qa, les concentrations détectées dans les pools sont plus élevées que celles
des plasmas séminaux individuels (49,15+0,8 et 61,69+4,7 pg/mL pour les VIH et les VIH" ARV’
respectivement). Pour le TGF-B1, la concentration dans le pool VIH (379,2+16 ng/mL) est plus faible
gue la moyenne calculée pour les plasmas individuels. De ce fait, il existe une différence significative

entre la concentration en TGF-B1 des pools VIH et VIH* ARV', ce qui n’était pas observé avec les
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plasmas séminaux individuels. Dans I'ensemble, ces mesures indiquent tout de méme que la

composition des pools reflete bien la composition moyenne de plasmas séminaux individuels.

Les résultats obtenus lors de ce criblage indiquent que la lactoferrine, le TGF-B1, HMGBI, et le
LL-37 sont les molécules présentes aux concentrations les plus importantes parmi les treize testées.

Leur effet sur les DC a donc été étudié.

c¢. Effets de composés du plasma séminal sur le phénotype des MDDC

Afin d’évaluer I'impact du TGF-B1, d’'HMGB1, de la lactoferrine et du LL-37 sur les cellules
dendritiques, des MDDC ont été incubées pendant 24h en présence de protéines commerciales
(recombinantes ou purifiées) et leur phénotype a été analysé par cytométrie en flux. Un cocktail de
cytokines proinflammatoires (ILIB+TNFa) a été utilisé comme témoin d’induction de la maturation
des DC (Coli¢ et al., 2004). Le LPS a également été utilisé comme témoin de (i) I'induction de la
maturation des DC (mimant ainsi une coinfection bactérienne) et (ii) de I'expression de CD169
(lectine de type C capable de capter le VIH-1) (lzquierdo-Useros et al., 2012b). Le phénotype des
MDDC a été analysé de fagon a étudier une variation d’expression de récepteurs, corécepteurs et
lectines capables de capter le VIH-1 (DC-SIGN, CD169, CD206, CD4, CXCR4 et CCR5) et I'induction de
la maturation (HLA-Il). Le CD54 a également été mesuré. L'expression de cette intégrine est
augmentée lors de la maturation des DC. Par ailleurs, elle joue un role primordial dans la trans-
infection des lymphocytes T CD4 par les DC. Les protéines recombinantes (HMGB1, LL-37 et TGF-B1)
ou purifiées (lactoferrine humaine purifiée a partir de lait) ont été testées a une concentration
choisie en fonction des résultats du criblage a I'exception de LL-37 qui a été testé pour deux
concentrations. En effet, les valeurs trouvées dans la littérature étant tres différentes de nos
résultats de criblage, deux concentrations ont été évaluées : 50ug/mL et 5ng/mL. Pour le TGF-B1, la
concentration moyenne de nos plasmas séminaux est de 500ng/mL. Cependant la technique luminex
utilisée ne permet pas de distinguer la proforme de la forme active. D’aprés la littérature, cette
derniére représente 25 % de la concentration totale. Nous avons donc testé une concentration de

100ng/mL.
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Figure 25 : Caractérisation phénotypique des MDDC apreés stimulation par différentes molécules. Les MDDC ont été

dant 24h en présence d’'IL1B et de TNF-a (100 et 50 ng/mL respectivement), de LPS (200 ng/mL), d’'HMGB1 (30

ng/mL), de LL-37 (50 pg/mL), de TGF-B1 (100 ng/mL) ou de lactoferrine (100 pug/mL). Des analyses de cytométrie ont été

incubées pen

HLA 1l et CD54 a la surface des MDDC. La courbe grise

te I'isotype controle alors que la courbe noire représente le marquage par I'anticorps spécifique. Ces données

issues d’une expérience réalisée a partir de MDDC d’un seul donneur sont représentatives de trois expériences réalisées

avec des donneurs différents.

CD206, CD4,

réalisées pour mesurer I'expression de DC-SIGN, CD169,

représen
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Les résultats présentés sur la Figure 25 montrent que les cytokines proinflammatoires et le LPS
induisent une maturation des MDDC qui se caractérise par une forte augmentation de I'expression
du HLA de classe Il et de CD54. Ces stimulations provoquent également une diminution de
I’expression de DC-SIGN et de CD4 déja décrite dans la littérature (Bakri et al., 2001; Fairman and
Angel, 2012; Izquierdo-Useros et al., 2007). L’expression de CD169 est fortement induite par le LPS
alors qu’elle n’est pas modulée par les cytokines inflammatoires. Les résultats concernant CXCR4 et
CCR5 ne sont pas indiqués dans la figure, I'expression de ces récepteurs étant faible et non modulée

par les traitements.

L'incubation des MDDC en présence de LL-37 ou de lactoferrine provoque la maturation des DC
comme cela a déja été montré (Ogawa et al., 2013; Spadaro et al., 2008). Le traitement par la
lactoferrine ne semble pas affecter I'expression des autres marqueurs. Le LL-37 diminue I'expression
de DC-SIGN en accord avec les résultats d’Ogawa et al. (2013). En revanche, contrairement aux
résultats de cette équipe, les notres suggerent que le LL-37 diminue I'expression de CD4. Seuls les
résultats obtenus avec la plus forte concentration apparaissent dans la Figure 25. Les résultats
obtenus avec 5ng/mL sont similaires. De plus faibles augmentations de I'expression de CD54 et du
HLA-Il sont observées. De la méme facon, I'expression de DC-SIGN est une nouvelle fois diminuée
mais de facon plus modeste. Aucune variation de I'expression de CD206 et de CD4 n’est observée.
HMGB1 et le TGF-B1 ne provoquent pas la maturation des DC. L'incubation en présence d’"HMGB1 ne
semble pas modifier le phénotype des MDDC. En revanche, le TGF-B1 induit une forte augmentation

de I'expression du CD169 qui n’est observée pour aucun autre traitement a I’exception du LPS.

L'augmentation de I'expression de CD169 par le TGF-B1 n’ayant jamais été décrit dans la

littérature, des expériences complémentaires ont été réalisées.

C. Effet du TGF-B1 sur l’expression de CD169 par les MDDC (Article 1)

Ce travail a fait I'objet d’'une publication dans AIDS en juillet 2014. Il s’intéresse a |'effet du TGF-
B1 sur le phénotype des MDDC. Afin de confirmer I'augmentation de I'expression de CD169 induite
par le TGF-B1, les MDDC ont été incubées en présence de différentes concentrations de cette
cytokine. L'expression de CD169 a ensuite été analysée par cytométrie en flux et par western blot.
Ces expériences confirment que l'incubation des MDDC en présence de TGF-Bl induit une
augmentation de I'expression de CD169 sans provoquer la maturation des MDDC. Par ailleurs, cet
effet est spécifique de CD169 puisqu’il n’est pas observé pour les autres membres de la famille des
Siglecs ou d’autres CLR. La surexpression de CD169 est due a la synthese de novo de la molécule et
est corrélée avec la concentration de cytokine utilisée. Le CD169 étant une lectine capable de fixer le

VIH-1, la capacité des MDDC a capter les particules virales suite a une incubation en présence de
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TGF-B1 a été étudiée. Les résultats montrent qu’effectivement un traitement au TGF-B1 provoque
une augmentation de la capture des particules virales par les MDDC. La modification du phénotype
des MDDC s’accompagne donc d’une modification fonctionnelle. Le TGF-B1 étant la cytokine

majoritaire du sperme, ce mécanisme pourrait jouer un réle dans la transmission sexuelle du HIV-1.
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Article 1

Transforming growth factor beta 1 up-regulates CD169
(sialoadhesin) expression on monocyte-derived dendritic cells: role
in HIV sexual transmission

Amélie De Saint Jean, Frédéric Lucht, Thomas Bourlet and Olivier
Delézay

AIDS 2014, 28 :2375-2380
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CONCISE COMMUNICATION

Transforming growth factor beta 1 up-regulates
CD169 (sialoadhesin) expression on monocyte-
derived dendritic cells: role in HIV
sexual transmission

Amélie De Saint Jean, Frédéric Lucht, Thomas Bourlet and
Olivier Delézay

Objective: Recent data describe CD169 (also called sialoadhesin or Siglec-1) as the
main HIV-1 receptor expressed by mucosal dendritic cells involved in the capture of the
virus and its transmission to target cells. In this study, we investigated the effect of
transforming growth factor beta 1 (TGF-B1), a cytokine found in abundance in semen,
on the expression of CD169 on dendritic cells in order to characterize its potential role
in the capture of HIV-1 particles by these antigen-presenting cells.

Methods: Monocyte-derived dendritic cells (MDDCs) were cultured in the presence of
lipopolysaccharide, pro-inflammatory cytokines [interleukin (IL)-18 and tumor necrosis
factor alpha (TNF-a)] or different concentrations of TGF-B1, and analyzed for matu-
ration marker and Siglec expression. The ability of MDDCs to capture HIV particles
following the different treatments was also analyzed.

Results: TGF-B1 treatment promotes a significant increase of CD169 expression on
MDDCs. This effect was specific since neither DC-SIGN nor other Siglec expressions
were changed. The CD169 increase was due to a de-novo synthesis as evidenced by
Western blot experiment. This up-regulation was well correlated to the concentration of
TGF-B1 and associated with an increase of the MDDC ability to bind HIV particles.
Interestingly, this phenomenon was independent of the maturation status of MDDCs.

Conclusion: This study demonstrates that the most abundant cytokine present in semen
(TGF-B1) is able to enhance specifically the expression of an important molecule
(CD169) involved in the capture and transmission of HIV-1 particles from the mucosal
lumen to the submucosal compartment. Our results suggest that this mechanism may
play a relevant role in sexual HIV transmission.

© 2014 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins

AIDS 2014, 28:2375-2380

Keywords: CD169, dendritic cells, HIV-1, semen, TGF-B1

Introduction able to capture HIV-1 particles from mucosa lumen and

transmit them to permissive target cells in the submucosa
Dendritic cells are known to play an important role in compartments such as lymph nodes [1,2]. The semen is
HIV sexual transmission process, acting as “Trojan horses’, not only a vehicle for free or cell-associated HIV particles,
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but also contains factors modulating HIV infectiousness
and epithelial crossing mechanism [3,4]. Its action can
be direct on HIV particles [5,6] or indirect through the
recruitment of target cells and activation of cytokine
secretions by epithelial cells [7—-9]. However, little is
known about the potential role of seminal fluid on
antigen-presenting cells present at the mucosal level. Such
interactions may notably influence dendritic cell behavior
and their role in HIV sexual contamination. The recent
characterization of CD169, also called sialoadhesin or
Siglec-1, as a very efficient HIV-1-binding receptor
expressed on dendritic cell [10] prompts us to analyze its
expression on monocyte-derived dendritic  cells
(MDDCs) and its modulation by the most abundant
cytokine present in semen, that is, the transforming
growth factor beta 1 (TGF-B1) [3,11-13].

Methods

Primary cell cultures

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were obtained from buffy coats of healthy donors by
density gradient centrifugation over a lymphocyte
separation medium (Eurobio; Abcys, Courtaboeuf
France). Monocytes expressing CD14 were purified
from fresh PBMCs by positive immunoselection with
magnetic beads (Miltenyi Biotec, Paris France). MDDCs
were generated from monocytes cultured in the presence
of 100ng/ml of interleukin (IL)-4 and granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (Mil-
tenyi Biotec) for 6 days in Roswell Park Memorial
Institute 1640 medium with 10% fetal bovine serum.
MDDCs were stimulated for 24h with 100 ng/ml of
lipopolysaccharide (LPS) (InvivoGen, Toulouse France),
or 100 ng/ml of IL-1B and 50 ng/ml of tumor necrosis
factor alpha (TNF-a) (Preprotech, Neuilly-Sur-Seine
France) or different concentrations of TGF-B1 (She-
nandoah Biotechnology Inc., Warwick Pennsylvania,
USA).

Virus stock

The SF162 HIV-1 laboratory strain (R5, subtype B) was
obtained from the National Institutes of Health (NIH
AIDS Reagent Program, Germantown, Maryland, USA)
and amplified in phytohemagglutinin (PHA)-activated
PBMCs.

FACS analysis

Monocyte-derived dendritic cells were incubated with
various fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies
and isotype-matched negative controls at 4°C for 20 min.
The following monoclonal antibodies were used: anti-
human CD169, antihuman Dendritic Cell-Specific
Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integ-
rin (DC-SIGN) (Miltenyi Biotec), antithuman Siglec
5/14, 7, 9 and 10 (R&D Systems, Lille France),
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antihuman HLA-DP-DQ-DR, antihuman CD83, anti-
human CD86 (Becton-Dickinson, Le Pont de Claix,
France). Propidium iodide (Sigma—Aldrich, Saint-Louis,
Missouri, USA) was used at 10 pg/ml in order to evaluate
cellular viability. Samples were analyzed on a fluor-
escence-activated cell sorting (FACS) Calibur apparatus
(Becton-Dickinson) using CellQuest Pro software.

Detection of CD169 using Western blotting
Batches of 2 x 10° MDDCs were stimulated with LPS,
IL-B1 and TNF-a or TGF-B1, washed with phosphate-
buffered saline and lyzed before freezing. Cells lysates
were quantified for protein contents and 10 p.g of each
sample were loaded into a 10% Bis-Tris gel (Life
Technologies, Saint Aubin, France). Proteins were
fractionated in reducing conditions by electrophoresis
for 1h at 140V, electroblotted for 1h at 40V onto a
nitrocellulose membrane (ECL, Hybond; GE Healthcare,
Velizy-Villacoublay France). The membrane was probed
with antihuman CD169 7D2 (1:500; Abcam, Paris,
France), anti-Actin AC-40 and secondary horseradish
peroxidase-labeled polyclonal rabbit anti-mouse immu-
noglobulins (1:1000; Dako, Les Ulis, France). Bands
were visualized by using a chemiluminescent peroxidase
substrate (Sigma—Aldrich) on a ChemiDoc XRS system
(Bio-Rad, Marnes-la-Coquette France).

HIV-1 capture assays

Batches of 1.2 x 10> MDDCs, preincubated with LPS,
IL-1B and TNF-a or TGF-f31 were treated or not with
10 pg/ml of antthuman CD169 7D2 (Abcam) or with
500 pwg/ml of mannan from Saccharomyces cerevisiae
(Sigma—Aldrich) for 30 min before being washed and
incubated with SF162 HIV-1 strain (20ng/ml of HIV
p24 antigen) for 2h. Cells were extensively washed and
lyzed in disruption buffer (Advanced BioScience
Laboratories, Inc., Rockville Maryland, USA). After
centrifugation, p24 concentrations were quantified in
supernatants by ELISA (Advanced BioScience Labora-
tories, Inc).

Statistical analysis

Statistical analyses to determine significance were tested
with f test. A P value less than 0.05 was considered as
indicative of statistical significance. All statistical calcu-
lations were performed by using Prism Version 5.04
Software (GraphPad Software, San Diego, California,
USA).

Results

Analysis of the expression of CD169 on
monocyte-derived dendritic cells under various
stimulations

As shown on Fig. 1a, the CD169 expression on MDDCs
is weak, but is enhanced on LPS-matured cells (6%

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Fig. 1. Transforming growth factor beta 1 increases expression of CD169 on monocyte-derived dendritic cells. Monocyte-
derived dendritic cells were cultured for 24 h in the presence of LPS, IL-1B and TNF-a or different concentrations of TGF-B1.
(a, b) Flow cytometry experiments were done to analyze cell surface expression of CD169, DC-SIGN, CD83 and CD86. (a) Shaded
curves show specific antibody binding; unshaded curves show isotype control immunoglobulin staining. Values are percentages of
CD169, CD83 and CD86 expression. Data are representative of 14 independent experiments performed with different donors.
(b) Fold increase expression of CD169 and DC-SIGN on MDDCs treated by various concentrations of TGF-B1 compared to
untreated cells. Data are representative of four independent experiments performed with different donors. (c) Western blot was
used to evaluate CD169 expression for each condition by using 7D2 monoclonal antibody. Actin detection was used as a control.
MDDC, monocyte-derived dendritic cell; TGF-B1, transforming growth factor beta 1; TNF-a, tumor necrosis factor alpha.

compared to 84% for untreated and LPS-treated cells,
respectively). On the contrary, IL-1B and TNF-a are
unable to mimic this effect on the MDDCs, indicating
that the expression of CD169 is not dependent on the
MDDC maturation status since in both cases, the
expression of maturation markers (CD83 and CD86) is
increased. TGF-B1 treatment results in a significant
increase of CD169 on MDDCs (62% of the cells
compared to 6% obtained with untreated cells), but do
not promote a significant change for CD83 or CD86

expression.

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

To confirm the effect of TGF-B1 on CD169 expression,
the MDDCs were treated for 24h with different
concentrations of the cytokine (0.5-200ng/ml) and
were analyzed for CD169 expression. The expressions of
DC-SIGN, Siglec-5/14, 7, 9 and 10 were also measured
by flow cytometry. Figure 1b shows that the expression of
CD169 is correlated to the amount of TGF-f31 added in
the medium. CD169 expression was increased four-fold
in the presence of 1ng/ml of TGF-B1. This value
reached 14-fold after 100 ng/ml of TGF-B1 treatment. In
the same condition, DC-SIGN expression was not
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modified. This increase was reproducible for each
MDDC preparation independently of the basal expres-
sion of CD169 on MDDC surface. This effect is specific
for CD169 since Siglec-5/14, 7, 9 and 10 (data not
shown) are not significantly changed by TGF-B1
treatment, whatever the concentration used.

The expression of CD169 was then analyzed by
Western blotting assay (Fig. 1c) to confirm the effect
of TGF-B1. The specific band of 182kDa was detected
in all conditions (untreated or 24 h cytokine-treated cells),
confirming the constitutive expression of the protein.
However, the intensity of the band was significantly
enhanced after LPS treatment and increased by
TGF-B1 in a dose-dependent manner. By contrast,
IL-1B8 + TNF-a stimulation was not associated with a
detectable up-regulation of the protein expression,
confirming our previous results.

Taken together, our first experiments demonstrated that
CD169 expression on dendritic cells could be enhanced
by TGF-B1 independently of their maturation status.

Effect of transforming growth factor beta 1 on
the monocyte-derived dendritic cell capacity to
capture HIV particles

Lipopolysaccharide treatment of MDDCs was associated
with an increasing ability of the cells to capture SF162
HIV particles compared to untreated cells. The capacity
of MDDC:s to capture HIV particles was well correlated
with increasing concentrations of TGF-B1. The treat-
ment of MDDCs with 10ng/ml of TGF-B1 was
sufficient to significantly enhance their ability to capture
HIV particles (P < 0.05). This effect remains statistically
significant with a concentration up to 200ng/ml of
TGF-B1 (Fig. 2a). At this highest concentration tested,
the HIV-1 capture was increased by 30% compared to
untreated cells.

The specificity of the interaction between Siglec-1 and
HIV was evaluated by using the anti-CD169 neutralizing
antibody 7D2. In parallel, mannan was used in order to
inhibit HIV-DC-SIGN interaction on MDDCs. As
shown in Fig. 2b, the 7D2 antibody, as well as mannan,
was able to reduce the capture of HIV by untreated
MDDCs (27 and 21% of HIV-binding inhibition,
respectively). LPS treatment, used as a positive control
for the stimulation of CD169 expression, was associated
with a large increase of HIV binding on MDDCs that
could be totally inhibited by 7D2 antibody. The mannan
was a less efficient inhibitor of HIV-binding. As
previously demonstrated, TGF-B1 treatment was associ-
ated with an increase in HIV-binding capacity of
MDDCs. This increase of HIV-binding could be totally
reversed by the use of the 7D2 antibody and more slightly
by mannan treatment as for LPS. Mannan inhibited HIV
binding for approximately 20% in each condition
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confirming that LPS or TGF-B1 do not modulate
DC-SIGN expression.

Discussion

Considering that sexual contact can generate mucosal
abrasion [14), HIV particles can directly influence
monolayer epithelial permeability [15], and dendritic
cells can interact directly with the mucosal lumen by
inter-digitating dendrites [2,16], it seems reasonable to
postulate that dendritic cells could be in close contact to
semen compounds such as cytokines. This could be
reinforced by the fact that we have previously demon-
strated that seminal plasma was able to attract CCR6-
positive dendritic cells at the contact site between
epithelium and semen through the stimulation of CCL20
secretion by epithelial cells [9].

The CD169 molecule has been characterized on the
immune cell surface and is involved in the capture and
transmission of HIV particles [10,17—-20]. Since semen
contains large amounts of TGF-B1 [3,11-13], we
hypothesize that this cytokine could modulate HIV
epithelial crossing. In this study, our results demonstrate,
for the first time, that TGF-B1 treatment of MDDCs
enhanced the expression of CD169, leading to an increase
of HIV attachment on the cell surface. This increase of
CD169 appears to be due to a de-novo synthesis as
suggested by the western blot results. This effect is clearly
correlated with the amount of TGF-B1 used close to the
concentration found in semen [11]. The ability of
MDDC:s to bind HIV-1 particles was correlated with the
level of CD169 expression at the surface of the cells, as
well as the amount of TGF-B1 used for cell stimulation.
The use of the neutralizing anti-CD169 antibody
reinforces the involvement of this molecule in the HIV
capture process by dendritic cells that seems to be more
potent than DC-SIGN, as previously suggested by
Izquierdo-Useros et al. [10]. The specificity of this
phenomenon was evidenced by the use of irrelevant
antibodies, which were unable to inhibit CD169-HIV-1
interaction. It is interesting to note that the expression of
CD169 does not depend on the maturation status of the
MDDC:s: the treatment of the cells with pro-inflamma-
tory molecules (IL-1B and TNF-a) that strongly
stimulate dendritic cell maturation (up-regulation of
CD83 and CD86 expression) was unable to mimic the
increase of CD169 generated by LPS or TGF-B1
treatment. In addition, the effect of TGF-B1 is specific
for CD169 since the expressions of other Siglec molecules
are not significantly modified by this treatment.

All these data are in favor of an important role of the
major semen cytokine TGF-B1 in the HIV-1 capture
mechanisms by dendritic cells. However, semen is a very
complex fluid composed by a lot of active compounds
that could interfere with this specific effect of TGF-B1 on

Copyright © Lippincott Williams & Wilkins. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.
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Fig. 2. Transforming growth factor beta 1 increases HIV-1 capture by monocyte-derived dendritic cells in a CD169-dependent
manner. (a) Cells were cultured for 24 h in presence of 100 ng/ml of LPS, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml or 100 ng/ml of TGF-B1 and
then incubated for 2 h with HIV-1 SF162. The amounts of captured viral particles were quantified by p24 ELISA. (b) Similar capture
assays were done in the absence or presence of CD169 monoclonal 7D2-neutralizing antibody or mannan. LPS, lipopolysac-
charide; MDDC, monocyte-derived dendritic cell; TGF-B1, transforming growth factor beta 1; TNF-a, tumor necrosis factor alpha.

*P<0.05, ¥*¥P <0.01, ¥**P <0.0002, ****P <0.0001.

CD169 expression. A better characterization of the
involvement of semen cytokines in HIV transmission will
be helpful for the development of new antiviral strategies.
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D. Effet du plasma séminal sur I'’expression de CD169 (Article 2)

Ce travail fait I'objet d’une publication soumise dans Journal of Acquired Immune Deficiency
Syndromes en septembre 2015. Le TGF-B1, cytokine majeure du plasma séminal, est donc capable de
modauler la prise en charge des particules virales par les MDDC en augmentant I'expression de CD169.
Cependant, le plasma séminal est un fluide biologique complexe contenant de nombreux facteurs
immunomodulateurs. Il est donc envisageable que certains autres facteurs puissent amplifier cet
effet ou au contraire l'inhiber. Afin de répondre a cette question, les MDDC ont été incubées en
présence de plasma séminal (dilué au 1/300 afin d’éviter la cytotoxicité). De fagon surprenante, le
plasma séminal n’augmente pas la capture des particules virales par les MDDC. Il semblerait méme
gue cette capture ait tendance a étre diminuée. D’un point de vue phénotypique, le traitement des
MDDC par du plasma séminal ne module pas I'expression de CD169. Plusieurs hypothéses peuvent
étre émises : soit la concentration en TGF-B1 est insuffisante pour avoir un effet (trop forte dilution
ou cytokine présente sous sa proforme biologiquement inactive), soit il existe un mécanisme
inhibiteur prévenant la synthése de CD169 ou son adressage a la membrane plasmique. Malgré
I'utilisation de plus fortes concentrations de plasma séminal sur des temps d’incubation plus court
(2h de contact, lavage puis réalisation de la cytométrie aprés 24h d’incubation) ou de traitements
(enzymatiques ou chimiques) dans le but d’activer le TGF-B1, aucune modulation de I'expression de
CD169 n’a été observée. L'incubation des MDDC en présence de plasma séminal et simultanément
de LPS ou de TGF-B1 montre que le plasma séminal est capable, contre toute attente, de limiter
I"augmentation de I'expression de CD169. De courtes incubations des MDDC exprimant le CD169
avec du plasma séminal prouvent que le CD169 n’est pas simplement masqué par des protéines
capables de se lier au récepteur comme c’est le cas pour le DC-SIGN mais que le plasma séminal

inhibe véritablement la synthese de CD169.
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Seminal Plasma inhibits the induction of CD169 expression on
dendritic cell surface by LPS and TGF-B1: implication in HIV-1 sexual
transmission.

Amélie De Saint Jean, Marion Mouly, Jean-Philippe Klein, Michele
Cottier, Frédéric Lucht, Thomas Bourlet, Olivier Delézay
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Abstract:

Background: Mucosal dendritic cells are involved in the sexual transmission of HIV-1 as
they are able to capture viral particles and to transmit those to CD4 T cells. The capture and

transmission could be assured by CD169 that is expressed by activated dendritic cells.

Design and Methods: We investigated the effect of seminal plasmas from VIH positive
and negative men on dendritic cells phenotype and on their ability to capture VIH particles in

order to analyse the role of this fluid in the contamination process.

Results: We found that seminal plasma does not increase HIV-1 particles capture by
monocyte derived dendritic cells (MDDC). Flow cytometry experiments revealed that
seminal plasma induced a slight maturation of MDDC, masked DC-SIGN and was unable to
enhance CD169 expression despite its high TGF-B1 content. Furthermore, the up-regulation

of CD169 induced by TGF-B1 or LPS treatment was counteracted by seminal plasma.

Conclusions: Seminal plasma may display a “protective effect” against HIV-1 capture and

transmission through CD169 by limiting its expression at the dendritic cell surface, in

particular in the presence of LPS associated to bacterial co-infection.

Key Words: HIV-1, Dendritic Cells, CD169, Siglec-1, Semen.
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Introduction

Sexual contacts remain the main mode of HIV-1 transmission worldwide. Numerous mechanisms
have been described in order to explain the crossing of HIV-1 through the female genital mucosa.
Among them, the involvement of dendritic cells in HIV-1 capture, transport and transmission to T

! Several

cells in the lymph nodes appears to be the most relevant in the absence of breaches
receptors could mediate HIV-1 capture on dendritic cells surface. It is the case for DC-SIGN that has
been first described as the HIV-1 receptor involved in this process **. However, CD169 (also known as
Siglec-1 or sialoadhesin) has been characterized recently as the main HIV-1 capture molecule that is
expressed by LPS-matured dendritic cells *. Other molecules such as IFNa and TGF-B1 also induce
CD169 expression by MDDC >®. This receptor interacts with HIV-1 membrane glycolipid (GM3) and
actively participates in the trans-infection of T lymphocytes “*”%. We and other have previously
demonstrated the correlation between CD169 expression on dendritic cells and their ability to bind
HIV-1 particles *®. In addition to its involvement in efficient HIV-1 capture, CD169 could also favor the

establishment of HIV-1 infection by protecting virions from neutralizing antibodies °. All these data

argue in favor of a major role of this molecule in the HIV-1 contamination/dissemination process.

Following unprotected sexual intercourse, dendritic cells may be in contact with seminal plasma,
the acellular fraction of semen, through breaches or exposition of their dendrites that reach the
mucosal lumen. It has already been described that seminal plasma may influence HIV-1 transmission
1021 However, whether seminal plasma is an enhancer or an inhibitor of HIV-1 transmission is still a
matter of debate. It has been demonstrated that seminal plasma promotes recruitment of HIV-1

12-14

target cells, and notably of Langerhans cells, favoring thus HIV-1 transmission . On the contrary,

seminal plasma can inhibit HIV-1 transmission as it contains components that interfere with the

15,16

capture of the viral particles by DC-SIGN

In a previous study, we reported that TGF-f1 treatment promoted a significant increase of CD169
expression associated with an increase ability of MDDC to bind HIV-1 particles °. As seminal plasma is
rich in TGF-B1, we investigated whether this fluid was able to modulate HIV-1 capture by MDDC

through the induction of CD169 expression.
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Results

Seminal plasma does not increase HIV-1 capture through CD169

Results presented in Fig. 1(a) show that untreated cells were able to capture HIV-1 particles
(100.6+3.3 pg.mL™ of p24 detected by ELISA). As expected, LPS treatment significantly increased the
HIV-1 capture by MDDC to 128.1#5.9 pg.mL™ of p24 (p<0.01). On the contrary, the treatment of
MDDC with pools of seminal plasmas, whatever the HIV-1 status, did not increase significantly the
capture of HIV-1 particles by MDDC. A slight decrease, but not statistically significant, was even
observed when compared to untreated MDDC. This tendency was confirmed with the use of
individual seminal plasmas on MDDC from other donors. All individual seminal plasmas decreased
the capture of HIV-1 particle by MDDC whatever the virological status of the donors. This effect was,
nevertheless, statistically significant for only two seminal plasmas of each group (Fig. 1(b) and (c)). It
should be noted that the level of HIV-1 attachment on immature dendritic cells is donor dependent,
probably due to variable basal expression of the diverse HIV-1 receptors such as DC-SIGN, CD4,
CD206 and CD169. In the Fig. 1 (d), the use of the CD169 neutralizing antibody 7D2 allowed us to
confirm the absence of CD169 involvement in the capture of HIV-1 particles by untreated or seminal

plasmas treated MDDC.

These results are not in agreement with the hypothesis that seminal TGF-B1 could promote
CD169 expression. As no enhancement of HIV-1 capture by MDDC was observed following seminal
plasma treatment, we performed FACS experiments to evaluate the CD169 expression at their

surface.
Seminal plasma does not induce CD169 expression by MDDC

The Fig. 2 (a) and (b) clearly demonstrated that individual and pooled seminal plasmas were
unable to modulate CD169 expression. Seminal plasmas decreased the detection of DC-SIGN
probably because it contains components able to bind DC-SIGN competing thus with antibody

1316 Seminal plasmas promoted a slight MDDC maturation as evidenced by the increase

recognition
of HLA-II expression. Western blotting assay (data not shown) confirmed that seminal plasma did not
induce CD169 expression. We wondered then, whether the absence of seminal plasma effect may be
due to the lack of TGF-B1 activity as a major part of this cytokine is in a latent form. We thus
incubated MDDC with seminal plasmas previously treated in acid conditions or in presence of

plasmin in order to activate latent TGFB1 as described by Lyons et al (1988) *’. We then performed a

western blotting assay. However, none of these treatments led to an induction of CD169 expression
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by MDDC (Fig. 2 (c)). Similar results were obtained using FACS experiments (data not shown). The
“non-induction” of CD169 expression on MDDC by seminal plasmas may finally be attributed to the
important dilution done to avoid the cytotoxicity leading to a too low concentration of TGF-B1
present in samples. To clarify this point, other experiments were done, using higher concentrations
of seminal plasmas (from 1:160 to 1:10) but for a shorter time of incubation (2h). Cells were washed
and after 24h, analyzed for viability and CD169 expression. CD169 expression remained unchanged
whatever the condition except for LPS treatment. No cytotoxicity was observed in these experiments

(data not shown).

Seminal plasma counteracts CD169 up-regulation induced by LPS and TGF-
B1

Finally, the absence of effect of seminal plasma despite its high concentration in TGF-B1 suggests

the presence of factors able to block cell stimulation or mechanisms that prevent CD169 synthesis.

To verify this hypothesis, MDDC were treated with LPS or TGF-B1 in the absence or presence of
seminal plasma diluted 1:300. The expression of CD169, DC-SIGN and HLA-II was measured by FACS.
The results clearly indicate that seminal plasma decreased the effect of LPS on CD169 expression as
54% of LPS treated cells were CD169 positive against 13% in the presence of seminal plasma (Fig.
3(a)). In the same way, seminal plasma decreased the effect of TGF-B1 as 30% of TGF-B1 treated cells
were CD169 positive against 15% when seminal plasma was added simultaneously to TGF-B1. These
results, obtained with pooled seminal plasmas were identical to those performed with individual
seminal plasmas (data not shown) To check whether this decrease was due to the binding of seminal
plasma components that may impair immunostaining or to a regulation of CD169 expression, CD169
positive MDDC (24 h LPS treated cells) were briefly incubated (30 min) with seminal plasma just
before FACS experiments. Results shown in Fig. 3 (b) demonstrated that CD169 detection was not
altered by the presence of seminal plasma. In contrast, the decreases of DC-SIGN detection
previously observed in Fig. 2 (a), Fig. 2 (b) and Fig. 3 (a) following seminal plasma treatment were
obviously due to the presence of molecules that bind DC-SIGN and mask the receptor. HLA-II
detection was not modified by the 30 min exposure to seminal plasma. HIV-1 capture assays
performed with immature MDDC (CD169 negative) and LPS-matured MDDC (CD169 positive) briefly
incubated with seminal plasma (Fig. 3 (c)) were in agreement with FACS experiments since seminal
plasma was able to block HIV-1 capture by immature MDDC without affecting the capture by LPS-
matured one. Such results confirm that seminal plasma inhibits the capture of HIV-1 by DC-SIGN

without interfering with HIV-1 binding to CD169.
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Seminal plasma competes with LPS to bind on TLR4 at the MDDC surface

Since seminal plasma appears to counteract LPS-induced CD169 up-regulation, we investigated

whether it can interfere with LPS binding on its signaling receptor TLR4.

FACS experiments presented in Fig. 4 (a) revealed that individual or pooled VIH seminal plasmas
as well as LPS were able to decrease TLR4 detection. The expression of TLR4 was detected on 18% of
untreated cells compared to 6% for LPS or seminal plasma (individual or pooled) treated cells (see
table in Fig. 4 (b)). Incubation of MDDC in presence of LPS and the pooled VIH seminal plasmas
(1:300) simultaneously revealed a cumulative effect since the detection of TLR4 was only conserved
on 3% of the cell population. Results presented in Fig. 4(c) clearly indicate that the seminal plasma
effect on TLR4 detection was dosedependent. As expected and previously described, DC-SIGN
detection was also affected in a dose-dependent manner whereas HLA-II detection was stable and

even slightly enhanced by seminal plasma treatment.

Similar results were obtained when MDDC were incubated with seminal plasma for only 30
minutes before FACS experiments indicating that the decrease of TLR4 detection after seminal
plasma treatment was due to TLR4 epitope masking rather than modulating of the receptor synthesis

(data not shown).

The ability of seminal plasma to counteract LPS-induced CD169 up-regulation at the MDDC cell
surface was further investigated by incubating cells with increasing LPS concentrations in the
presence or not of a unique seminal plasma concentration (1:300). Expressions of CD169 and HLA-II
were measured by FACS. As demonstrated in Fig. 5(a) seminal plasma was able to greatly diminish
CD169 up-regulation induced by 0,2 ng.mL"of LPS and remained efficient even for the highest LPS
concentration (200 ng.mL™). The analysis of HLA-II expression confirmed the specificity of this effect
as seminal plasma did not significantly interfere with dendritic cell maturation induced by LPS (Fig.

5(b)).

All these data argue in favor of a “protective effect” of the seminal plasma HIV-1 capture by

dendritic cells through CD169.
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Discussion

In the case of HIV-1 sexual transmission, numerous data indicate that semen is not only a vehicle
for viral particles (free or cell-associated) but rather represents an important factor modulating the
different steps leading to HIV-1 epithelial crossing and dissemination *°. Since this fluid contains large
amount of TGF-B1, we postulated that it could influence HIV-1 capture by dendritic cells through the
increase of CD169 expression. However, the results presented here are not in agreement with this
hypothesis, since none of the seminal plasmas tested were able to enhance HIV-1 capture.
Phenotypic analyses of seminal plasma-treated MDDC revealed that CD169 was unchanged. The
decrease of DC-SIGN detection on MDDC treated with seminal plasmas could explain the lower level
of HIV-1 transmission compared to untreated cells as already described >*°. The absence of seminal
plasma effect on CD169 expression could be attributed to the lack of biological activity of latent
seminal TGF-B1 or the use of too diluted seminal plasma on dendritic cells. However, neither
activation of latent TGF-B1 nor the use of higher seminal plasma concentrations had any effect on
CD169 expression. As the seminal plasma contains a large array of proteins, the presence of an
interfering agent should not be excluded. The decrease of LPS and TGF-B1l effects on CD169
expression observed in presence of seminal plasma argues in favor of such hypothesis. Furthermore,
the detection of TLR4 on the cell surface was greatly diminished following MDDC incubation with
seminal plasma (individual or pooled) for 30min or 24h, suggesting that one (or more) seminal
compound(s) compete with LPS binding on this receptor. The diminution of TLR4 detection was dose-
dependent and was observed even with low dose of seminal plasma (diluted 1: 30 000). In
agreement with these results, seminal plasma diluted 1:300 simultaneously added with increasing
concentrations of LPS was able to diminish the induction of CD169 expression without interfering
with the induction of MDDC maturation. This point may be critical in the case of sexual HIV-1
transmission as bacterial co-infections are frequently detected and are known to favor the

contamination.

Thus, in addition to its capacity to inhibit HIV-1 capture through DC-SIGN, seminal plasma
appears to be also able to prevent the expression of CD169 that is also involved in viral particles

capture and transmission.

In line with our results, a recent study demonstrates the activation of TLR4 signaling by
endogenous components of seminal fluid in mice 2. This article shows that exposure to seminal fluid
at coitus decreased TLR4 expression, suggesting a possible negative feedback after ligation of TLR4 by

seminal fluid constituents.
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We did not identify the seminal component(s) that bind(s) to the TLR4. Considering the
composition of seminal plasma, several proteins may play this role such as B-defensins, fibronectin,
angiotensin Il... 2.

In addition to this competitive binding on TLR4 that is a mechanism that occurs at the cellular
level, we cannot exclude the existence of other mechanisms that may explain the seminal plasma
ability to inhibit CD169 expression after LPS stimulation. Mechanisms at the protein level may also
arise such as complex formation between LPS and seminal plasma components. For example,
lactoferrin present in large amount in semen has been described to bind to LPS blocking thus the

activation pathway through TLR4 *°.

Concerning TGF-B1, the mechanism by which seminal plasma inhibits CD169 up-regulation by this
cytokine remains unknown. However, we could hypothesize that some seminal plasma compounds
may also bind to TGF-B1 receptor. Besides, lactoferrin has been recently described as able to bind to

the type Ill TGF-B receptor (B-glycan or TBRIIN). %/

Finally, despite its high concentration in TGF-B1, seminal plasma does not increase CD169
expression on MDDC cell surface. On the contrary, seminal plasma diminishes the expression of this
molecule induced by LPS treatment suggesting that this fluid may have a “protective effect” against
HIV-1 capture and transmission. Furthermore, as seminal plasma does not interfere with the
dendritic cell maturation, initiation of immune response may not be altered by this mechanism. Our
results provide new data concerning the involvement of semen in HIV-1 transmission, demonstrating

|H

its potential “protective role” in HIV-1 particles capture by dendritic cells.
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Methods

Primary Cell Cultures

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from buffy coats of healthy
donors by density gradient centrifugation over a lymphocyte separation medium (Eurobio,
Courtaboeuf, France). Monocytes expressing CD14 were purified from fresh PBMCs by positive

immunoselection with magnetic beads (Miltenyi Biotec, Paris, France).

MDDC were generated from monocytes cultured in presence of 100 ng.mL™ of interleukin-4 (IL-4)
and granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (Miltenyi Biotec) for 6 days in RPMI
1640 medium with 10% fetal bovine serum. MDDC were stimulated for 24h with 200 ng.mL™ of
lipopolysaccharide (LPS) (InvivogGen, Toulouse, France), 100 ng.mL™ of TGF-B1 (Preprotech, Neuilly-
Sur-Seine, France) and/or dilution of seminal plasmas. When seminal plasma was diluted from 1:160
to 1:10, MDDC were incubated for 2h with seminal plasma, washed and then cultured for 24h.
Activation of TGF-B1 was achieved by acidification of the seminal plasmas with HCl 1IN until pH
reached 2. After 1h incubation at room temperature, NaOH 1N was added to neutralize the sample.
Activation of TGF-B1 was also achieved following sample treatment by 1U.mL™ of plasmin for 2h at

37°C.
Virus Stock

The SF162 HIV-1 laboratory strain (R5, subtype B) was obtained from the National Institutes of
Health (NIH, Bethesda, USA) and amplified on PHA-activated PBMCs.

Seminal plasma samples

Semen samples were collected from chronically HIV-1 infected patients under-going a program of
highly active antiretroviral therapy (HAART) and from VIH™ patients attempting medically assisted
conception, after they gave their fully informed written consent. (CHU Hépital Nord, Saint-Etienne,
France). Samples were tested for the presence/absence of other infectious diseases and for

endotoxin content. Only LPS-free samples were used.

Sperms were obtained by masturbation into a sterile container and processed within 4 h after
ejaculation. After being diluted 1:2 in phosphate-buffered saline (PBS), seminal plasma was

separated from the cell fraction by centrifugation (800 g, 30 min) and stored at —80°C until use.
FACS Analysis

Live MDDC were incubated with the different fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies

and isotype-matched negative controls at 4°C for 20 min. The following monoclonal antibodies were
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used: anti-human CD169, anti-human DC-SIGN, anti-human HLA-II (Miltenyi Biotec) and anti-human
TLR4 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Allemagne). Propidium iodide (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France) was used at 10pg.mL™ in order to evaluate cellular viability. Samples were

analyzed on FACSCalibur platform (Becton-Dickinson) using CellQuest Pro software.
Detection of CD169 using Western Blotting

Batches of 2x10° MDDC were stimulated with LPS or seminal plasma, washed with PBS and lysed
before freezing. Cells lysates were quantified for protein contents and 10 pg of each sample were
loaded into a 10% SDS-polyacrylamide gel. Proteins were fractionated in reducing conditions by
electrophoresis for 1 h at 140 V, electroblotted for 1 h at 40V onto a nitrocellulose membrane (ECL,
Hybond, GE Healthcare, Piscataway, NJ). The membrane was probed with anti-human CD169 7D2
(1:500; Abcam, Cambridge, UK), anti-Actin AC-40 and secondary horseradish peroxidase-labeled
polyclonal rabbit anti-Mouse immunoglobulins (1:1000; Dako, Glostrup, Denmark). Bands were
visualized by using a chemiluminescent peroxidase substrate (Sigma-Aldrich) on a ChemiDoc XRS

system (Biorad, Carlsbad, CA).
HIV-1 Capture Assays

Batches of 1.2x10° MDDCs pre-incubated with LPS (200ng.mL™) or seminal plasma (1:300) for 24h
were treated or not with 10 ug.ml™ of anti-human CD169 7D2 (HSn 7D2, Abcam) for 30 minutes
before being washed and incubated with SF162 HIV-1 strain (20ng.mL™ of viral p24 Ag) for 2h. Cells
were extensively washed and lysed in the disruption buffer. After centrifugation, p24 concentrations

in supernatant were quantified by ELISA using a commercial kit (Infinity Biomarkers, Lyon, France).
Statistical Analysis

All data are shown as mean values +SEM. All statistical calculations were performed by using
Prism Version 5.04 Software (GraphPad). Student paired t test was used to determine the
significance of differences between treatment groups. Multiple analyses were followed by
Bonferroni’s multiple-comparison posttest. The p-values <0.05 were considered statistically

significant.
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Figures

Fig. 1. Seminal plasma does not increase HIV-1 capture by MDDC.

Cells were cultured for 24h in presence of LPS (200ng.mL™) or dilutions of seminal plasma (1:300)
and then incubated for 2h with HIV-1 SF162. After extensive washes, the amounts of captured viral
particles were quantified by p24 ELISA. Experiments were performed using pooled seminal plasmas
from VIH and VIH® donors (a), or four individual seminal plasmas from either VIH™ (b) or VIH" (c)
donors. (d) Similar capture assays were done in the absence or presence of CD169 monoclonal 7D2
neutralizing antibody. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. All experiments were performed in
quadruplicate. MDDC. Monocyte-derived dendritic cells; SP: Seminal Plasma; LPS:

Lipopolysaccharide.

(a) (b)

100+

80+

100+

p24 Concentration (pg/mL)

p24 Concentration (pg/mL)

(c) (d)

El g ™ ::‘ 3 Mock
2 2 E 3 702
g - g 1004 =
® : g %
5 : £ )
c * X < i %
8 . S 50 %
c . 2 %
8 - S g
3 : S U
PO A
) 9 ) ) RS

109



Fig. 2. Seminal plasma does not induce CD169 expression on MDDC.

Cells were cultured for 24h in presence of LPS (200ng.mL-1) or dilutions of seminal plasma
(1:300). (a,b) Flow Cytometry experiments were done to analyze cell surface expression of CD169,
HLA-Il and DC-SIGN. Experiments were performed using pooled seminal plasmas or four individual
seminal plasmas from VIH donors. (a) Black curves show specific antibody binding; grey curves show
isotype control Ig staining. The results are representative of four independent experiments. (b)
Expression of CD169, DC-SIGN and HLA-Il was calculated as percentage of positive cells or mean
fluorescence intensity (MFI) of cells stained with specific monoclonal antibodies. Mean *SEM from
four independent experiments performed with height different donors are shown. *p<0.05,
****p<0.0001. (c) Western Blot was used to evaluate CD169 expression for each condition by using
7D2 monoclonal antibody. Actin detection was used as a control. MDDC: Monocyte-derived dendritic

cells; SP: Seminal Plasma; LPS: Lipopolysaccharide.
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Fig. 3. Seminal plasma diminishes CD169 up-regulation by LPS and TGF-f1.

(a) Immature MDDC were cultured for 24h with LPS (200 ng.mL™) or TGF-B1 (100 ng.mL™) in

presence or absence of VIH™ pooled seminal plasmas diluted 1:300. Cell surface expression of CD169,

HLA-II and DC-SIGN were analyzed by FACS. (b) CD169 positive MDDC (24 h LPS or TGF-B1 treated

cells) were briefly incubated (30 min) with seminal plasma just before FACS experiments. Black

curves show specific antibody binding; grey curves show isotype control Ig staining. The results are

representative of four independent experiments. (c) Immature or LPS matured MDDC were

incubated with different dilutions of seminal plasma for 30 min before performing an HIV-1 capture

assay. The experiment was done in quadruplicate. Mean +SEM are shown. *p<0.05, ***p<0.0005,

*#**p<0.0001. iMDDC: Immature Monocyte-derived dendritic cells; LPS-mMDDC: LPS matured

Monocyte-derived dendritic cells, LPS: Lipopolysaccharide; TGF-B1: Transforming growth factor B1.
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Fig. 4. Seminal plasma downregulates TLR4 expression at the MDDC cell surface.

(a-b) Cells were cultured for 24h with LPS (200 ng.mL™), individual or pooled HIV-1 negative
seminal plasmas (1:300) or LPS and a pool of HIV-1 negative seminal plasmas simultaneously (200
ng.mL" and 1:300 respectively). Flow Cytometry experiments were done to analyze cell surface
expression of TLR4, DC-SIGN and HLA-Il. The specific antibody binding for treated cells (black thick
line) is compared to the specific antibody binding for untreated cells (grey filled area) and isotype
control Ig staining (thin grey line). (b)The table presents the percentage of positive cells and MFI from
the previous FACS experiment. (c) Cells were cultured for 24h in presence of LPS (200 ng.mL™) or
several dilution of pooled HIV-1 negative seminal plasmas (1:300; 1:3 000; 1:30 000). Results indicate

fold increase expression of these markers at the MDDC treated cell surface compared to untreated

MDDC.
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Fig. 5. Seminal plasma binds to TLR4 expressed at the MDDC cell surface.

Cells were cultured for 24h in presence of various concentrations of LPS (from 0.02 to 200 ng.mL
') in presence (triangles) or not (circles) of pooled HIV-1 negative seminal plasmas (1:300). Results
indicate fold increase expression of CD169 (a) and HLA-II (b) by MDDC treated cells compared to

untreated one.
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E. Discussion

Le plasma séminal est un fluide complexe riche a la fois en facteurs facilitateurs ou inhibiteurs de
I‘infection par le VIH-1 (Doncel et al., 2011; Sabatté et al., 2011). Son réle dans la transmission
sexuelle du VIH-1 demeure donc débattu et des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux
comprendre l'influence de ce fluide. Cependant, la cytotoxicité du plasma séminal rend ce travail
difficile. Plusieurs moyens permettant de s’affranchir de cette contrainte ont déja été décrits comme
(i) une dilution du plasma séminal, (ii) une incubation sur de courtes durées de concentrations plus
importantes ou (iii) la dialyse du plasma séminal avant incubation avec les cellules (Remes Lenicov et
al., 2012; Sabatte et al., 2007; Stax et al., 2009). Introini et al., (2013) extrapolent I'effet du plasma
séminal en étudiant I'impact d’'une de ses cytokines majoritaires, I'IL7. Cette derniére démarche a été
suivie dans la premiere partie de cette these, qui s’est focalisée sur I'influence de certains composés
du plasma séminal sur le phénotype et la capacité des MDDC a prendre en charge des particules

virales VIH-1.

Afin de déterminer les facteurs a tester ainsi que les concentrations a utiliser, les concentrations
de treize molécules ont été mesurées dans des pools ou des plasmas séminaux individuels provenant
de donneurs VIH ou VIH" ARV". Quatre cytokines proinflammatoires ont été dosées : I'IL1B, I'IL6, I'IL8
et du TNFa. Les chimiokines SDF-1a et RANTES étant les ligands naturels des corécepteurs principaux
du VIH-1, CXCR4 et CCR5 respectivement, ces molécules sont susceptibles d’influencer la
transmission du VIH-1 via les DC. De ce fait, leur concentration a été mesurée. Le TGF-B1 est déja
décrit comme étant une des cytokines majoritaires du plasma séminal dont la concentration au
niveau du plasma séminal est cing fois supérieure a la concentration plasmatique (Loras et al., 1999;
Nocera and Chu, 1995; Politch et al., 2007). Le TGF-B1 joue un rble prépondérant dans la modulation
de la réponse immunitaire du tractus génital féminin conditionnant la fécondation (Robertson et al.,
2002a). La concentration en TGF-B1 a donc été mesurée. L'IL7 fait également partie des cytokines
majoritairement présentes dans le plasma séminal. Récemment, Introini et al., (2013) ont montré
que I'IL7 utilisée a des concentrations similaires a celles mesurées dans le plasma séminal favorise la
transmission du VIH-1 sur un modele d’explants. Cette cytokine a donc été dosée. La lactoferrine et
la cathélicidine (LL-37) sont deux peptides antimicrobiens présents dans le sperme (Andersson et al.,
2002; Buckett et al., 1997). Ces deux molécules ont été décrites comme capables d’influencer le
phénotype des DC et notamment d’induire leur maturation (Ogawa et al., 2013; Spadaro et al.,
2008). De ce fait, leur concentration a été mesurée. Le CCL20, chimiokine jouant un rdle dans
I"attraction des DC au niveau de la muqueuse, a également été dosée. Cette molécule a déja fait
I'objet d’études au sein du laboratoire, permettant ainsi d’avoir un élément de référence (Berlier et

al., 2006a; Lourenco et al., 2014). Enfin, les concentrations en TSLP et HMGB1 ont également été
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mesurées. Leur présence dans le sperme n’est pas mentionnée dans la littérature. En revanche, ces
molécules sont déja décrites comme capables d’influencer le comportement des DC (Fontenot et al.,
2009; Gougeon et al., 2012). La TSLP est sécrétée par les cellules épithéliales, les fibroblastes ou
certaines cellules stromales alors que l'alarmine HMGB1 est sécrétée par les monocytes, les

macrophages et les DC.

Nos résultats montrent la présence de fortes concentrations de lactoferrine dans le plasma
séminal (>200ug/mL quel que soit le statut des donneurs) comme cela a déja été décrit auparavant
(Buckett et al., 1997; Lourenco et al., 2014). Le TGF-B1 est également présent a des concentrations
importantes (>350 ng/mL). Cependant, le TGF-B peut étre présent sous deux formes, sa proforme
inactive, et sa forme mature sous laquelle il est biologiquement actif. La technique de luminex
utilisée pour ce dosage ne permet pas de distinguer ces deux formes. Selon Robertson et al. (2002b)
la forme active représente 25% du TGF-B présent dans le compartiment séminal. Le peptide
antimicrobien LL-37 est présent dans tous les échantillons a une concentration de I'ordre de 5ng/mL.
Le LL-37 est un peptide correspondant a la partie C-terminale de la protéine hCAP-18, qui est la seule
cathélicidine produite chez I’'Homme. La présence d’hCAP-18 dans le plasma séminal avait déja été
décrite par Andersson et al. en 2002. Dans cette étude, bien que la concentration en hCAP-18 varie
fortement en fonction du donneur, celle-ci demeure trés élevée avec en moyenne 48 pg/mL. Bien
que les valeurs ne soient pas exactement comparables puisqu’il s’agit dans un cas de la proforme et

dans I'autre de la protéine clivée, il est surprenant d’observer un tel écart.

HMGB1 est également présent dans tous les plasmas séminaux individuels et dans les pools a des
concentrations de 'ordre de 30ng/mL. La présence d’HMGB1 dans le plasma séminal n’a jamais été
décrite dans la littérature. Compte-tenu du réle d’'HMGB1 dans les interactions entre les NK et les DC
mais également de son influence sur la réplication du VIH-1 dans les cellules myéloides, la présence
de cette molécule au niveau du compartiment séminal pourrait moduler la transmission sexuelle du

VIH-1 (Gougeon et al., 2012).

Seule la concentration de RANTES varie significativement en fonction du statut aussi bien dans
les pools que dans les plasmas séminaux individuels. Celle-ci est plus élevée dans les plasmas
séminaux VIH" ARV" en accord avec plusieurs études déja publiées (Lisco et al., 2012a; Storey et al.,
1999). Plusieurs études mettent en évidence une différence de concentrations en TGF-B1 entre les
plasmas séminaux VIH et VIH" ARV" (Kafka et al., 2012; Lisco et al., 2012b), ce que nous avons-nous
méme observé avec les pools mais pas avec les plasmas séminaux individuels. Des différences de
concentrations en fonction du statut virologique sont également observées pour I'IL1B, I'IL6, I'IL7,

I'IL8 et le TNF-a par Lisco et al (2012b) et Kafka et al. (2012). Cependant, ces derniers ont montré que
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les concentrations en cytokines variaient également en fonction du stade de I'infection, les plasmas
séminaux de patients en primo-infection contenant généralement plus de cytokines
proinflammatoires que ceux des patients au stade chronique et des donneurs sains, par exemple.
Dans notre étude, tous les donneurs VIH® ARV’ sont au stade chronique sous-traitements
antirétroviraux et posseédent des charges virales séminales inferieures a 40 copies/mL, ce qui pourrait

expliquer le peu de différences observées entre les plasmas séminaux VIH et VIH" ARV".

La mise en évidence de certaines variations interindividuelles souligne les avantages et
inconvénients de l'utilisation de ces pools. Si ces derniers permettent de travailler a partir d'un
matériel plus homogene, ils ne refletent pas I’'hétérogénéité de la composition des plasmas séminaux

individuels testés.

Suite au criblage des plasmas séminaux, nous nous sommes intéressés aux effets des molécules
majoritairement détectées (la lactoferrine, le TGF-B1, HMGB1 et le LL-37) sur le phénotype des DC.
Cette étude préliminaire, réalisée a partir de protéines recombinantes ou purifiées, a permis de
mettre en évidence que I'incubation des MDDC en présence de TGF-B1 provoquait une augmentation
de I'expression de CD169, un récepteur récemment décrit comme capable de capter les particules
virales VIH-1. Cette modification phénotypique s’accompagne d’une augmentation de la capture des
particules virales pouvant jouer un role dans la transmission sexuelle du VIH-1. Cependant, ni
I'augmentation de la capture des particules virales ni celle de I'expression de CD169 ne sont
observées lorsque les MDDC sont incubées en présence de plasma séminal. Au contraire, le plasma
séminal semble avoir tendance a diminuer la capture des particules virales par les MDDC et s’avere
méme étre capable de diminuer I'induction de I'expression de CD169 par le TGF-f1 ou le LPS.
Contrairement a son effet sur la capture des particules virales par DC-SIGN, le plasma séminal ne
bloque pas le site de liaison du virus au niveau du CD169. En revanche, il semblerait qu’'un ou
plusieurs composés du plasma séminal soient capables de se fixer de fagcon compétitive au TLR4, le
récepteur du LPS pouvant empécher I'induction de I'expression de CD169. Cette hypothese est
renforcée par une récente étude sur le modéle murin indiquant que des composés endogenes du
plasma séminal pourraient se lier au TLR4 et provoquer une diminution de son expression au niveau
génital (Schjenken et al., 2015). Le ou les composés du plasma séminal responsables de cet effet
n’ont pas encore été identifiés. Compte-tenu de la composition de ce fluide biologique, plusieurs

protéines pourraient jouer ce réle comme I'angiotensine Il, les B-défensines, la fibronectine...

En plus de cette inhibition compétitive de la liaison entre le LPS et son récepteur, il n’est pas
exclu que d’autres mécanismes expliquent également la moindre induction de I'expression de CD169

par le LPS en présence de plasma séminal. Il a par exemple été décrit que la lactoferrine, molécule
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présente en forte concentration dans le plasma séminal, était capable de former un complexe avec le

LPS, neutralisant ainsi son effet (Drago-Serrano et al., 2012).

Cependant, la lactoferrine ne semble pas jouer ce réle puisque des expériences complémentaires
indiquent que l'incubation des MDDC en présence de LPS et de lactoferrine (testées a des
concentrations de 0,1 a 100pg/mL) simultanément n’affecte pas I'induction de I'expression de CD169

(Figure 26).

E3 LPS

Lf 100 pg/mL

BE LPS+ 0.1 pg/mL Lf
E3 LPS+ 1 pg/mL Lf
LPS+ 10 pg/mL Lf
LPS+ 100 pg/mL Lf

Fold increase
compared to untreated cells

S >
N K<)
00 0(,% Q‘\y‘

Figure 26 : Effet de la lactoferrine sur l'induction de I'expression de CD169 par le LPS. Les MDDC ont été incubées
pendant 24h en présence de LPS (20ng/mL) en présence ou non de lactoferrine (0,1 a 100 ug/mL) pendant 24h.
L’expression de CD169, DC-SIGN et HLA-II a été mesurée par cytométrie en flux. Lf : Lactoferrine

Concernant I'effet du TGF-B1, le mécanisme d’inhibition de I'induction de I'expression de CD169
par le plasma séminal demeure inconnu. Il est envisageable que certains des composés du plasma
séminal se lient au récepteur de cette cytokine. Ainsi, il a été récemment montré que la lactoferrine

était capable de se lier au récepteur du TGF-B de type Il (B-glycan ou TBRIII) (Jang et al., 2015).

Si dans cette premiére partie nous nous sommes intéressés au réle direct du plasma séminal sur
les DC, bien d’autres cellules présentes au niveau des muqueuses sont exposées a ce fluide au cours
d’un rapport sexuel non protégé. Les cellules épithéliales sont, en particulier, les premiéres cellules a
étre en contact avec le plasma séminal. Ainsi, en plus de son réle direct sur les DC, le plasma séminal

pourrait avoir un effet indirect via la sécrétion de facteurs par les cellules épithéliales.

Dans la deuxieme partie de cette these, nous nous sommes donc intéressés au réle indirect du
plasma séminal sur les DC via les cellules épithéliales lors de la transmission sexuelle du VIH-1 par

voie muqueuse.
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2. Influence indirecte du plasma séminal sur les cellules dendritiques
via les cellules épithéliales

A. Contexte

Lors de la transmission sexuelle du VIH-1, les cellules épithéliales sont les premiéres cellules en
contact avec le sperme contaminé. Compte-tenu du faible risque de transmission du VIH-1 par acte,
elles forment des barrieres efficaces bien qu’imparfaites. En plus de ce role mécanique, les cellules
épithéliales sécretent un grand nombre de molécules, comme des peptides antimicrobiens,
(cathélicidines, défensines), des cytokines (TNF-a, IL6) ou encore des chimiokines (RANTES, SDF-1,
IL8) pouvant influencer la transmission sexuelle du VIH-1. Ces sécrétions sont modulées par certains
facteurs gu’ils soient endogenes tel que le cycle menstruel ou exogenes tels que la prise de
contraceptifs hormonaux, I'infection par des agents sexuellement transmissibles dont le VIH-1 ou
encore le sperme. Il a été précédemment montré au laboratoire GIMAP que le plasma séminal
induisait la sécrétion de CCL20 (aussi appelé MIP-3a) par une lignée de cellules vaginale (SiHa)
favorisant ainsi le recrutement des cellules de Langerhans, ce qui pourrait jouer un role dans la
transmission sexuelle du VIH-1. En plus de son role direct sur les DC, le plasma séminal pourrait donc
influencer de facon indirecte la transmission sexuelle du VIH-1 en induisant la sécrétion de facteurs
par les cellules épithéliales modulant I'activité des DC. Nous nous sommes donc intéressés a
I'influence du plasma séminal sur les interactions entre les cellules épithéliales, endocervicales ou
rectales, et les DC pouvant jouer un réle dans la transmission sexuelle du VIH-1. Dans le cadre de
cette thématique, une revue sur le role des cellules épithéliales de la muqueuse génitale féminine a

été rédigée et publiée en ao(t 2015 dans Current VIH Research.
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Abstract: AIDS remains one of the world’s most serious health challenges, with 35 million people
living with HIV worldwide at the end of 2013. HIV sexual transmission accounts for the
overwhelming majority of people newly infected, making genital and rectal mucosal tissues the major
sites of infection. This review focuses on the role of the female genital epithelial cells in the

establishment of HIV infection.
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1. INTRODUCTION

Women represent half of the 35 million people currently
living with HIV [1]. Male-to-female HIV-1 transmission
occurs when infectious seminal cell-free or cell-associated
virions are deposited on the surface of the cervicovaginal
mucosa and infect permissive cells through various
mechanisms [2,3]. Epithelial cells of the female genital tract
may play an important role in HIV transmission as they are
the first in contact with HIV-1. However, their involvement
in the contamination process is complex. On one hand, they
play an important role in the prevention of the HIV
transmission as (i) they constitute a physical barrier to
pathogens and (ii) they secrete natural antimicrobial peptides
or anti-infectious factors. On the other hand, they can
facilitate HIV-1 crossing (in case of breaches or by
transcytosis phenomenon for example) or by secreting
immunomodulatory factors that enhance HIV-1 infection.
The aim of the present review is to summarize the current
data on the role of the female genital epithelial cells on HIV-
1 transmission and its modulation by external factors,
especially the seminal fluid and sexually-transmitted
diseases agents (STDa).

2. THE FEMALE GENITAL EPITHELIUM: AN
IMPERFECT BARRIER

Vaginal intercourse leads to low, but non negligible, HIV
transmission probability per exposure, estimated at 1 in 200
to 1 in 2000 (contrary to 1 in 20 to 1 in 300 for anal
intercourse) [4]. These figures indicate that the genital
epithelium constitutes an effective but not perfect physical
barrier that remains sometimes a vulnerable spot.
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The female genital tract that may be exposed to virus
containing semen can be divided in two parts according to
their anatomical position and their histological structure. The
upper genital tract, including the body of the uterus, is lined
by a simple epithelium whereas the lower genital tract
including vagina and ectocervix, is lined by a stratified
epithelium (Fig. 1). For both epithelia, intercellular proteins
are crucial components for the integrity of the barrier. They
form desmosomes in the multilayered squamous epithelium
[5] or tight junctions in the single-layer columnar epithelium
[6] that decrease tissue permeability and block
macromolecules  penetration including virions. The
anatomical site of infection by HIV-1 within the female
reproductive tract is heavily debated. Infection may take
place in the vagina, the cervix and the uterus. The
multilayered squamous epithelium of the vaginal and
ectocervical mucosae can be more than 25 cell layers thick
and constitute the largest area that comes in contact with
seminal fluid containing viruses.

Uterus

Cervix

Fig. (1). Female genital tract histology. The upper genital tract is
lined by a simple epithelium whereas the lower genital tract is lined
by a stratified epithelium. In frame, a histological slide of the
squamocolumnar junction called transformation zone.

© 2015 Bentham Science Publishers
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However, an undamaged multilayered squamous
epithelium offers a better physical barrier against pathogen
invasion than a 10 to 30um thick single-layer columnar
endocervical epithelium. The transformation zone between
the stratified epithelium of ectocervix and the simple
columnar epithelium of endocervix is particularly vulnerable
to HIV infection since it contains a high density of HIV
target T cells. Moreover, it has been suggested that sites of
initial infection are not restricted to specific domains within
the female genital tract but rather correspond to hotspots of
vulnerability that may differ between individuals [7].

The different hypotheses of female genital mucosa
crossing of HIV cell-free or cell-associated particles leading
to infection are depicted on Fig. (2). In the absence of
breaches, free particles may penetrate by transcytosis
phenomenon [8-10], and/or may be captured by intra or
submucosal dendritic cells [11], and/or infect intraepithelial
leukocytes and genital epithelial cells (GEC), productively or
not [12-17]. Cell-associated HIV particles are present in non
spermatozoal mononuclear cells (NSMC) that are able to

. HIV-1 particles
= Integrated viral DNA
X\  SAGI/gp340
¥ HSPG

GalCer

3
‘¥\ Dendritic cells

\4%; Langerhans cells
76«\

@
Cells from the single layer of the

columnar epithelial, link by tight junctions
3 : Cells from the pluristratifuied epithelium, link

by desmosomes

Leukocytes

Lymph node
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rather transmigrate through the female epithelium [15]. In
each case, the direct or indirect role of GEC has to be taken
into consideration.

3. ROLE OF THE EPITHELIAL CELLS ON
MUCOSAL HIV-1 CROSSING

3.1. Direct Role

Whether GEC are permissive to HIV-1 infection or not
remains a matter of debate. Previous reports indicate that
GEC do not express the receptor CD4 and express the fusion
coreceptors CXCR4 and CCRS at very low levels [8,12,18-
21].

However, it has been demonstrated that HIV-1 may use
several alternative receptors to enter GEC such as salivary
agglutinin (SAG/gp340) [22,23], glycosphingolipid galactos-
ylceramide (GalCer) [9,20,24] or heparan sulphate proteo-
glycans (HSPG) [8,12,25].

1/ Transcytosis

2/ Non productive infection of epithelial cells

3/ Viral capture by intra and submucosal
dendritic cells

4/ Transmigration of infected leukocytes

5/ Infection of intra epithelial leukocytes

Fig. (2). HIV-1 epithelial cells crossing in absence of breaches: Main hypotheses.
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Some investigators have suggested that this entry of
HIV-1 into GEC may lead to an incomplete replication cycle
cells including integration step but rarely production and
release of viral particles [12-15,20,26-28]. Other authors did
observe a sequestration of free viral particles by epithelial
cells followed by an infection of permissive cells in the
submucosae after cell to cell contact through a virological
synapse. Others failed to demonstrate infection of epithelial
cells [24,25,29,30]. Another suggested hypothesis is the
ability of viral particles to migrate insidle GEC by
transcytosis and then to be transmitted to immune permissive
cells at the submucosal level [8-10,23,24,31,32]. This
mechanism is increased under acidic conditions and may
involve the neonatal Fc receptor as well as Env-specific [gG
present in cervicovaginal and seminal fluids [33].

Other mechanisms allowing HIV-1 to cross the mucosal
epithelium have been described. Notably, it has been
established that direct interaction between HIV-1 particles
and epithelial cells might influence permeability of the
genital epithelia by disruption of tight junction proteins
(claudin 1, 2, 4, occluding and zonula occludens 1 (ZO-1))
allowing viral penetration into sub-epithelial layers [34,35].
A perturbation of the epithelial layer organization may also
occur following the interaction between gp120 and mannose
receptors expressed on vaginal cells leading to the
production of matrix metalloproteinase 9, that may degrade
the junctional proteins and/or the extracellular matrix in
general [36]. The infection of intra-epithelial leukocytes
[16,17] or the capture of virions in the lumen by mucosal
dendritic and Langerhans cells [11] are phenomena that may
also facilitate HIV-1 transmission. The transmigration of
donor infected leukocytes through the mucosa has been
suggested to play a major role in HIV transmission [15]. To
do so, HIV-1 infected leukocytes may adhere to the
cervicovaginal epithelium, through interactions between
LFA-1 expressed by leukocytes and ICAM-2 and 3
expressed by epithelial cells [37] and, as a consequence,
penetrate between epithelial cells while secreting virus in a
polarized manner. (Fig. 2).

GEC are also able to sense the virus and express at their
surface various pattern recognition receptors (PRR), which
may contribute to the innate immune response.

3.2. Expression of Pattern Recognition Receptor

GEC express a variety of PRR allowing the recognition
of certain conserved pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs) that initiate immune response against invading
pathogens. They notably express the Toll-Like Receptors
(TLR) 1 to 3, and 5 to 9 [38-45], the nucleotide-binding
oligomerization domain receptors (NOD) 1 and 2 [42] and
the retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I), a member of the
RNA helicases like receptors family (RLR) [46]. The
expression of TLR4 is also detected in the upper tissue
(endocervix, endometrium and uterine tubes) but not in
vagina and ectocervix [35,40,41,43,44]. The expression of
TLR10 appears to be restricted to fallopian tube [42].
Among these PRR, TLR3, 7/8, 9 and RLR are able to
recognize viral components. Their activation promotes the
production of chemokines and cytokines by GEC that may
modulate HIV-1 transmission process.
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3.3. Epithelial cells secretions
3.3.1. Mucus Production

GEC are covered by glycolyx, formed by a hydrophilic
layer of glycoproteins and glycolipids, and mucus, a dense
hydrophobic layer essentially composed of mucins secreted
by glandular endocervical cells [47]. The viscoelastic
network formed by mucus can trap HIV-1 free particles and
impede its diffusion in an envelope glycoprotein independent
way [48]. Regular movements of mucus leads to the
clearance of the trapped material, contributing to HIV
transmission prevention [49].

3.3.2. Secretion of Soluble Factors

GEC secrete a large array of soluble factors playing an
important role in reproduction process and immunity. These
factors can be classified in several categories: (i)
antimicrobial peptides considered as natural microbicides,
(ii) chemokines that regulate the immune cells traffic and
(iii) cytokines that modulate the immune cells activity.

. Numerous antimicrobial peptides, such as defensins,
secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI),
cathelicidin, lactoferrin or lysozyme have been
identified in the female genital tract. These peptides
have a broad range of actions against microorganisms
including bacteria, fungi and viruses [50,51]. Their
levels are particularly elevated in genital fluids of
individuals infected by STDa [52-55]. While the
majority of the antimicrobial peptides exhibit anti-
HIV activities in vitro (see details in Table 1),
conflicting results have been observed for cathelicidin
[56-59] and defensins 5 and 6 [60,61]. However, little
is known about their in vivo biological ability to
prevent or facilitate HIV acquisition. Further in vivo
investigations are needed in order to better understand
the exact role of antimicrobial peptides on HIV-1
transmission.

. In addition to antimicrobial peptides, GEC
constitutively secrete cytokines and chemokines
participating to the innate immune response against
pathogens [62]. Some of these factors play a
protective role against HIV-1 such as SDF-1 and
RANTES that are the natural ligands for the HIV-1
co-receptors CXCR4 and CCRS, respectively [63,64].
Other factors such as interferons directly reduce HIV-
1 replication at an early step of the virus life cycle.
Numerous chemokines, namely IL8, MCP1, MIP-3a
and TNF-a, play an indirect role by attracting and
activating various immune cells such as lymphocytes,
polynuclear neutrophil cells, dendritic cells or
monocytes. The recognition of PAMP through TLR
stimulation leads to an increased secretion of
numerous factors including IL-1B, IL-6, IL-8,
RANTES, CCL2, prostaglandin E2 (PGE2) and GM-
CSF [38,41,43,46,65-67]. Thus, GEC are able to
modulate inflammation at the mucosal level and so
play a key role as initiators of both innate and
adaptive immune responses in the genital tract.
Unfortunately, HIV-1 may take advantages of this
host immune response since it has been demonstrated
that immune activation directly drives HIV-I1
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Table 1.  Effects of antimicrobial peptides on HIV-1.
Factors Mechanisms References
Bergman et al., 2007 [56];
= Inhibits HIV-1 reverse transcriptase and protease. Wang et al., 2008 [58];
Cathelicidin Wong et al., 2011 [59]
I HIV-1 from Langerhans cells to CD4+ T cells. Ogawa et al., 2013[57]
pci Blocks HIV-1 attachment to epithelial cells and inhibits dendritic cells to T cells viral Carthagena et al., 2011 [73];
Lacto particles transfer. Saidi et al., 2006 [74]
Serpins and Cystatins Inhibit HIV-1 binding, replication and reduce local inflammation. Aboud et al., 2014 [75]
SLPI Impairs annexin V mediated stabilization of fusion. Ma et al., 2004 [76]
i Reduces virus attachment and transcytosis through GEC. Drannik et al., 2012 [77,78];
Trappin/elafin . -
Reduces IL-8 and TNF-a secretion and activation of NF-KB. Ghosh et al., 2010 [71]
Interferes with the reciprocal interaction between gp120 and CD4. Furci et al., 2012 [60]
a-defensin-5
Promotes HIV attachment to target cells. Rapista et al., 2011 [61]
% . I . N s _— Feng et al., 2006 [79];
B-defensins Interact directly with virus, favor CXCR4 internalization [78] and inhibit HIV-1 replication
rae 4 (78] P Klotman and Chang, 2006 [80]

replication [68,69] and induces a proinflammatory
response associated with an increased viral shedding
[70]). Indeed, HIV-1 is able to induce
proinflammatory cytokines production by interaction
of the gp120 with the epithelial cells, leading to the
disruption of tight junctions, increasing tissue
permeability and enhancing chances for HIV-1 to
cross the mucosal barrier and initiate an infection of
submucosal  target cells [71]. Numerous
proinflammatory cytokines also favor transmigration
of HIV-1 infected monocytes across mucosa, by
triggering overexpression of ICAM 2 and 3 (CD102,
CD50) that interact with LFA-1 on monocytes [37].

Moreover, the recruitment and the activation of HIV-1
susceptible cells via cytokines and chemokines secreted by
GEC also favor HIV-1 contamination at the mucosal level.
Fontenot et al. have previously demonstrated that HIV-1
triggers TSLP secretion by epithelial cells, leading to
recruitment and activation of dendritic cells. This favors
CD4 T lymphocytes proliferation and promotes HIV
replication in these activated T cells [72].

Other chemokines play an ambivalent role. For example,
CCL20 has been described, on the one hand, as an anti-HIV-
1 molecule [71] and, on the other hand, is also chemotactic
for dendritic cells that are known to be involved in HIV-1
spread. Dendritic cells recruited at the mucosal site by
CCL20 secrete CCR5+ attracting chemokines (notably MIP-
la and MIP-1B) creating an environment rich in target cells
at the site of infection [81].

As a whole, soluble factors secreted by GEC appear to
play an important role in the early stages of infection. They
can have a direct antiviral activity or act as danger signals
that activate and recruit various immune effector cells.
However, HIV-1 transmission also depends on several
endogenous and exogenous factors that may influence the
genital barrier integrity and/or the secretion of soluble
factors by GEC.
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4. INFLUENCE OF ENDOGENOUS AND EXOGE-
NOUS FACTORS

4.1. Sex Hormones
4.1.1. Menstrual Cycle and Endogenous Sex Hormones

The consequent fluctuations in the circulating levels of
estradiol and progesterone occurring during the menstrual
cycle have been associated with important changes of the
immune system in the female genital tract [82]. At the time
of ovulation, sex hormones suppress several aspects of
innate, humoral and cell-mediated immunity creating
favorable conditions for procreation but also a potential
“window of vulnerability” to viral infection [83]. Regarding
HIV-1, sex hormones may modulate the cellular expression
of CXCR4, CCR5 and GalCer. For example, during the
proliferative phase, the CCRS expression is enhanced at the
surface of uterine epithelial cells due to an elevated blood
level of estradiol. In contrast, CXCR4 expression increases
gradually throughout this phase. During the secretory phase,
when both estradiol and progesterone are elevated, CCRS
levels decrease whereas CXCR4 expression remains high.
Moreover, the expression of GalCer receptor in endometrial
glands is higher during the secretory than the proliferative
phase of the menstrual cycle [21]. Using a mouse model,
Ochiel ef al. demonstrated that estradiol also decreases the
expression of MHC class II molecules at the surface of
uterine and vaginal cells [84]. Other experiments using
mouse uterine cells found that physiological concentrations
of estradiol decrease the transepithelial resistance of the
monolayer in a way dependent of matrix metalloproteinases
[85]. Sex hormones may thus influence the genital barrier
integrity and more generally induce anatomical changes that
may favor STD acquisition [86].

Sex hormones may also modulate the secretion of various
soluble factors by the genital epithelial cells. For example,
the secretion of TGF-B1 by endometrial cells is higher in the
mid and the late secretory phase of the cycle. This cytokine
plays an important role in mucosal HIV-1 transmission by up
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regulating the expression of CXCR4, CCRS and Siglec-1 on
dendritic cells [87,88]. Conversely, estradiol displays a
protective role by stimulating the secretion of SLPI by
uterine epithelial cells [89]. Another study also demonstrated
that uterine epithelial cells from premenopausal, but not
postmenopausal, women exhibit antibacterial activity
partially due to SLPI secretion [90]. Estradiol also
suppresses the expression of pro-inflammatory mediators by
epithelial cells by inhibiting the constitutive and TLR-
agonist-induced secretion of TNFa and MIP3a by uterine
epithelial cells [91]. Estradiol also indirectly decrease the
NFkB expression by SLPI [92]. At the opposite, estradiol
may inhibit SLPI and Human [ defensin 2 secretion by
vaginal epithelial cells [93]. Wira er al. hypothesized that
these contrasting responses to estradiol stimulation between
the uterine and vaginal epithelial cells may be due to
mechanistic changes arising from their differing embryonic
origins [92].

Overall, these data demonstrate that sex hormones
influence the behavior of GEC. Thus, the use of hormonal
contraception should be considered as an external factor that
may influence HIV-1 susceptibility.

4.1.2. Hormonal Contraception

Whether hormonal contraception affects HIV risk
acquisition is an ongoing debate that has critical implications
for women’s health [94-96]. Existing evidence suggests an
increased risk of HIV acquisition associated with use of
depot medroxyprogesterone acetate (DMPA), specifically in
women at high risk [97]. Among the mechanisms proposed
to explain the increased HIV acquisition risk linked to
hormonal contraception, some directly affect the GEC
barriers [98]. Studies performed on non-human primates
(NHP) indicate that DMPA and progesterone thin the
epithelial barrier [99,100]. However, it is not clear whether a
similar phenomenon is observed in women as several studies
described no difference in vaginal epithelial thickness
following injectable  contraceptive use [101-104].
Conversely, it was recently reported that progesterone
delivered by an intrauterine device was associated with a
thinner apical layer of the human ectocervical epithelium and
a lower ZO-1 mRNA expression [105]. Moreover, the use of
hormonal contraceptives increases the viscosity of the
cervicovaginal fluids by decreasing its protein content [106].
A decreased of mucin concentration is especially observed
and may impact the critical role of mucus in the defense of
the female reproductive tract [107]. Hormonal contraceptive
drugs also enhance HIV transcytosis across the epithelium
and their uptake into GEC, but not replication [108]. Another
role played by DMPA at the mucosal level is the modulation
of the expression of soluble immune mediators [107,109].
Indeed, DMPA administrated by IV route leads to a
substantial inhibition of endometrial SLPI expression [110]
whereas combined oral contraceptive or intrauterine system
use decreases expression of $-defensins 1 and 2 but not SLPI
[111]. Lower concentrations of IL6, IL8, CXCLIO,
CXCLI11, MIF, CCL1 and IL17 have also been detected in
cervicovaginal fluids from women using DMPA. By
contrast, IL4, [IFNy and CCL22 have been detected in higher
concentration [107]. Finally, a third hypothesis is that
hormonal contraceptives use promotes genital herpes
infection which is an important cofactor of HIV transmission
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(see dedicated chapter) [112,113]. By using mouse models it
was demonstrated that DMPA thins the epithelium and
increases the vaginal expression of nectin 1, the primary
receptor for HSV entry [114]. Another study suggests that
hormonal contraception may facilitate HSV infection by
interfering with soluble mucosal defense [115].

A better understanding of the role of hormonal
contraception on HIV-1 transmission is of high importance
to guide contraceptive policies in high-risk settings. New
drugs are under evaluation in order to overcome the adverse
effects of DMPA on female genital barrier.

4.2. Semen

During heterosexual intercourse with an HIV-I1
seropositive male partner, female GEC are exposed to
infected semen. It is largely admitted that semen is more than
just a carrier of cell-free or cell-associated HIV particles and
plays an active role in HIV-1 transmission. We will focus
here only on the modulator role of semen on GEC behavior
in the course of HIV-1 sexual transmission. Several reviews
on the global influence of semen on HIV-1 transmission are
already published [2,116-119].

Human semen is composed by an acellular fraction so
called seminal plasma and cells, mainly represented by
spermatozoa but also germ cells, leukocytes and epithelial
cells. The seminal plasma is a complex fluid containing a
broad array of molecules that regulate immune tolerance
within the female genital tract in order to facilitate
fertilization. Seminal plasma elicits cytokine production of
IL-6, IL-8, GM-CSF, CCL2 and CCL20 by GEC through the
activation of the NF-KB pathways [118,120-122]. Semen
also stimulates the expression of COX-2, the rate-limiting
enzyme for prostanoid synthesis, in vaginal cells [123].
Thus, female genital tract response to semen results in local
inflammation and recruitment of activated HIV target cells
that can lead to an increased risk of HIV-1 infection.
Moreover, GEC responses to seminal plasma can activate
HIV-1 LTR in CD4" T cells affecting viral local replication
[124].

Semen is also known to be an alkaline fluid that raises
the acidic pH of healthy vaginal secretions for several hours
after semen deposition. This phenomenon impairs the direct
inactivation of virus particles by acidic environment
[125,126] and weakens the action of mucus [48,127].

Finally, it has been demonstrated that semen is able to
modulate mucosal crossing of HIV-1. The binding of
seminal complement components to virus particles may
increase the infection rate of colorectal epithelial cells [128].
However, this mechanism has not been investigated using
female genital cells. At the opposite, semen seems to play a
protective role by increasing the genital epithelial tightness
leading to a reduction of the transmigration faculty of HIV-1
infected leukocytes [129]. HIV-1 epithelial crossing may
also be influenced by another factor identified as SEVI
(semen-derived enhancer of virus). SEVI is a peptide
fragment of the abundant seminal protein prostatic acid
phosphatase that forms amyloid fibrils in the seminal plasma
[130,131]. SEVI fibrils appears to serve as a polycationic
bridge that neutralizes negative charges between HIV-I
virions and target cells facilitating viral enveloppe
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attachment and fusion [132,133]). In particular, it has been
recently described that SEVI enhance HIV-1 infection of
cervical epithelial cells [12]. A recent study suggests that the
role of SEVI is dependent on the anatomical context. Allen
et al. found that SEVI binds and sequesters more virions at
the luminal surface of the stratified squamous epithelium
than in the simple columnar epithelium [134]. However,
controversial data were recently reported in rhesus
macaques. In this model, no significant enhancement of SIV
transmission mediated by either SEVI or seminal plasma was
observed [135].

Thus, semen appears to be largely able to influence GEC
behavior in ways that both mediate enhancement and
inhibition of HIV-1 infection and transmission. Further
animal in vivo studies are needed to better define the global
role of semen in HIV-1 sexual transmission.

4.3, Vaginal Microbiome and STD Agents
4.3.1. Vaginal Microbiome

The lower female genital tract is colonized by commensal
bacteria that can affect the local immune response. In healthy
reproductive-age women, the genital microbiota is
dominated by lactobacilli species which interact with the
glycolipid receptors of epithelial cells via their pili
[136,137). Lactobacilli produce large amounts of lactic acid
that create an acidic environment preventing colonization by
pathogens and potently inhibit HIV-1 [138,139]). Lactobacilli
may also contribute to the health of the vagina by producing
H,0,, that displays in vitro virucidal activity, and by
competing against pathogenic microorganisms [140].
Disequilibrium in the microbiota has been associated with
increased risks of HIV and other STD acquisition [141-144].
In particular, bacterial vaginosis may influence HIV
transmission, because of the replacement of the vaginal
Lactobacilli by bacteria such as Gardnerella vaginalis,
Mycoplasma hominis or peptostreptococcus  species
[145,146]. It was hypothesized that increased risk of HIV-1
acquisition in the presence of bacterial vaginosis may be
explained by the reduction of Lactobacilli in the vaginal
microflora and consequently of hydrogen peroxide
production [147]. However, other studies also indicated that
the production of hydrogen peroxide by Lactobacilli is
dramatically decreased under the hypoxic environment of the
vagina and that both vaginal secretions and seminal plasma
have a potent antioxidant activity against hydrogen peroxide,
abolishing pathogens inactivation [148]. Furthermore,
bacterial vaginosis induces the production of IL-1f, IL-8,
TNF-a and CCL20 as well as human defensin 5 and decrease
SLPI secretion [149-154]. As a whole, bacterial vaginosis
probably predisposes women to HIV-1 infection by inducing
a pro-inflammatory reaction in the cervicovaginal mucosa,
that favors the recruitment of activated target cells,
suppresses the mucosal innate immunity, weakens the
epithelial barrier and annihilates the protective effect of
normal vaginal pH and microflora [116].

4.3.2. Co-Infections by Other STD Agents

Sexually transmitted diseases are associated with an
increased risk for HIV-1 infection [155,156]. An increased
risk of HIV-1 acquisition was estimated to sevenfold and
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threefold in case of concomitant ulcerative genital diseases
or cervicitis/urethritis, respectively [157]. Ulcerative
sexually transmitted diseases obviously influence HIV-1
transmission as they cause physical breaches in the mucosal
barrier and subsequent local inflammation [158]. However,
non-ulcerative infections may also degrade the quality of the
mucosal barrier. Notably, C. trachomatis may disrupt N-
cadherin dependent cell junctions, sequester B-catenin [159]
and down regulate the expression of nectin-1 [160,161]
leading to a decrease of the epithelium tightness. C.
trachomatis infection also promote the over expression of
the GalCer HIV-1 receptor and CXCR4 and CCRS5 co-
receptors at the surface of GEC facilitating HIV-1 particles
binding on cells [162]. N. Gonorrhoeae triggers IL-8, IL6
and ICAMI up regulation by GEC that may favor HIV-1
infection [147].

A symptomatic or asymptomatic HSV-2 infection,
increases the relative risk for HIV-1 acquisition by threefold
in both men and women because of epithelial damaging and
immune activation [163]. Genital epithelial cells infected by
HSV-2 release HMGBI, a soluble factor that contribute to
HIV-1 activation [164-166]. Additionally, HSV-1 and 2
down regulate SLPI secretion [167]. This down regulation
overcomes the antiviral activity of SLPI in mucosal secretion
and is associated with an activation of NFKB signaling
pathways and an up regulation of proinflammatory
cytokines. Finally, in response to HSV-1/2 and N
Gonorrhoea infection, GEC secrete immune factors that
could indirectly activate the HIV LTR by NFKB and AP-1
dependent pathways.

In conclusion, STD agents greatly influence HIV-1
transmission notably by affecting the epithelial barrier
integrity, modulating the HIV-1 epithelial crossing and
stimulating the secretion of soluble factors that induce local
inflammation favoring recruitment of HIV-1 target cells.
These observations underline the importance to include STD
agents treatment in the global HIV-1 prevention strategy
[168].

The development of other preventive strategies against
HIV-1 such as protective vaccine and pre-exposure
prophylaxis (by oral or mucosal route) is also of high
importance.

5. DEVELOPMENT OF MICROBICIDES: GEC IN
THE HEART OF PREVENTING STRATEGIES

Microbicides are compounds that can be applied at the
vaginal or rectal surface in order to protect against STD
including HIV. They can be formulated as gels, creams,
films, rings or suppositories. In order to be efficient, these
compounds must (i) not modify the barrier integrity and/or
enhance local inflammation; (ii) preserve innate immunity
and (iii) avoid inducing anti-retroviral resistance. Several
clinical trials evaluating the protective effect against HIV
transmission of compounds like detergents, surfactants or
polyanionic compounds have failed, mainly because of their
proinflammatory properties and their toxic effect on
epithelial cells [169,170]. The encouraging success of the
phase II clinical trial CAPRISA 004 using tenofovir-based
gel to prevent man-to-woman HIV transmission showed that
antiretroviral drugs can be used as effective topical
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microbicides [171]. However, more recent failures in other
antiretroviral microbicide clinical trials, such as the Vaginal
and Oral Interventions to Control the Epidemic (VOICE)
study [172-174], suggest that improvements are needed in
the field of microbicides-based strategies development.
Performant animal models providing efficacy and
pharmacologic information have been developed and will
help to progress in the field of microbicides development
[175-179].

CONCLUSION

More than thirty years after the beginning of HIV
epidemic, heterosexual intercourse remains the main route of
HIV transmission. In the past years, major scientific
advances have been obtained leading to a better
understanding of HIV mucosal transmission mechanisms.
This very complex phenomenon depends on numerous
parameters influencing the mono and/or multilayer mucosal
barrier crossing by HIV. At this level, epithelial cells play a
pivotal and ambivalent role as they offer an effective but not
perfect protection against HIV-1 infection. However, further
studies are needed to better define the respective role of
factors involved in the cross-talk between GEC and HIV
immune target cells, in order to develop more effective and
safe microbicides-based preventive strategies.
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C. Résultats

a. Cytotoxicité du plasma séminal et intégrité des épithéliums

Pour modéliser au mieux les épithéliums, des lignées CaCo-2 et HEC-1A ont été cultivées sur des
inserts d’une porosité de 3um permettant ainsi une séparation entre le compartiment apical et basal
des cellules. L'impact d’'une stimulation par du plasma séminal dilué au 1/10 sur I'étanchéité et
I'intégrité des monocouches a été évalué. Pour cela, la résistance transépithéliale de la monocouche

ainsi que la diffusion du dextran-fitc (4 kDa) a travers la monocouche ont été mesurées.
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Figure 27 : Evaluation de I'étanchéité des monocouches cellulaires aprés contact avec du plasma séminal et des
cytokines inflammatoires. Les cellules épithéliales ont été stimulées pendant 24h au niveau apical par des cytokines
inflammatoires (100 ng/mL d’IL1-B et 50 ng/mL de TNF-a) ou des pools de plasmas séminaux VIH et VIH" ARV" dilués au
1/10. La résistance trans-épithéliale (TEER) de la monocouche cellulaire (A-B) et la diffusion du dextran-fitc 4kDa (C-D) ont
été mesurées (n=3). Les moyennes o sont indiquées. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 Contrdle positif : insert sans

cellules.

Les résultats obtenus suggerent que les différents traitements ne perturbent pas l'intégrité des

monocouches, les taux de diffusion étant faibles et les TEER élevées (TEER> 1 000Q/cm’ pour les
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cellules Caco-2 et 800 Q/cm? pour les cellules HEC-1A, Figure 27). Cependant, des variations sont tout
de méme observables. Le pourcentage de diffusion du dextran-fitc 4kDa est de 3% pour les cellules
CaCo-2 non traitées, 3,7% pour les cellules incubées en présence de cytokines proinflammatoires et
enfin de 4,7% pour les cellules en présence de plasma séminal quel que soit le statut des donneurs.
Dans le cas des cellules HEC-1A, le taux de diffusion est un peu plus important avec 6,5% pour les
cellules non traitées, 7,9% pour les cellules traitées a I'lL1-B et au TNF-a et enfin 4 et 4,5% pour les
cellules incubées en présence de plasma séminal VIH ou VIH" ARV’ respectivement. Les taux de
diffusion du dextran-fitc sont strictement corrélés aux variations de la résistance trans-épithéliale.
Les cytokines proinflammatoires provoquent une diminution de la résistance trans-épithéliale pour
les deux types d’épithéliums. La résistance trans-épithéliale diminue de 1 460 a 1 228 Q/cm” pour les
cellules CaCo-2 et de 1 104 & 803 Q/cm? pour les cellules HEC-1A. Le plasma séminal, qu’il provienne
de donneurs VIH ou VIH" ARV’, ne montre aucun effet significatif sur la monocouche de cellules
CaCo-2, la TEER étant de 1 460 Q/cm’ pour les cellules non traitées et de 1 303 et 1 321 pour les
cellules traitées au plasma séminal VIH ou VIH" ARV". En revanche, une augmentation significative de
la TEER est observée entre les cellules HEC-1A non traitées (1 104 Q/cm?2) et celles incubées en
présence de plasma séminal VIH et VIH" ARV' (2 766 Q/cm2, p<0,0001 et 2 057 Q/cm? p<0,05
respectivement). Une cinétique de la mesure de la résistance trans-épithéliale des cellules HEC-1A
(Figure 28) montre que I'effet du plasma séminal est rapide puisqu’il est observé dés 2h d’incubation

alors que l'effet des cytokines inflammatoires n’est observé qu’au bout de 24h et n’est significatif

gu’aprés 48h.
15004 r— »
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Figure 28 : Cinétique de mesure de la résistance trans-épithéliale d'une monocouche de cellules HEC-1A. Les cellules
épithéliales ont été stimulées au niveau apical par des cytokines inflammatoires (100 ng/mL d’IL1-B et 50ng/mL de TNF-a)
ou par des pools de plasmas séminaux VIH et VIH* ARV" dilués au 1/10. La mesure de la résistance trans-épithéliale (TEER)
a été réalisée aprés 2h, 6h, 24h et 48h d’incubation. Les mesures ont été réalisées en duplicate. Les moyennes +o sont
indiquées (n=3). *p<0,05 ; **p<0,01
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b. Sécrétion de facteurs par les cellules épithéliales

Le plasma séminal dilué au 1/10 n’altérant pas lintégrité des monocouches de cellules
épithéliales, cette dilution a été utilisée pour étudier la capacité de ce fluide a induire la sécrétion de
facteurs par les cellules épithéliales. Ces derniéres ont été stimulées au niveau apical par huit
plasmas séminaux VIH et huit VIH" ARV' parmi ceux criblés dans la premiére partie. Aprés 24h
d’incubation, la TEER est mesurée et les milieux basaux prélevés pour doser la concentration de

quatre facteurs : le TGF-B1, la TSLP, HMGB1 et le CCL20.
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Figure 29 : Mesure de la résistance trans-épithéliale des monocouches de cellules CaCo-2 ou HEC-1A en présence de
plasmas séminaux VIH et VIH". Les cellules épithéliales CaCo-2 et HEC-1A cultivées sur insert jusqu’a I'obtention d’une
monocouche ont été incubées pendant 24h en présence de cytokines proinflammatoires (100 ng/mL d’IL1-B et 50ng/mL de
TNF-a) ou de différents plasma séminaux VIH™ (A-C) ou VIH* ARV" (B-D) dilués au 1/10 au niveau du compartiment apical.
Les moyennesto sont indiquées (n=2).

Les différentes stimulations n’ont pas altéré I'intégrité des monocouches de cellules épithéliales

(Figure 29). En raison du volume restreint des plasmas séminaux individuels, ces expériences n’ont
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pu étre réalisées qu’en duplicate. Aucun test statistique n’a donc été réalisé sur ces résultats. Dans
I’ensemble, on remarque que si la TEER des monocouches de cellules CaCo-2 semble diminuée par
les cytokines proinflammatoires, elle ne semble pas étre affectée par les plasmas séminaux, ce qui
est en accord avec les précédents résultats. Pour les cellules HEC-1A, la résistance de la monocouche
n‘est que tres faiblement diminuée par les cytokines inflammatoires. En revanche, les plasmas
séminaux provoquent une augmentation de la résistance dont l'intensité est variable en fonction des

plasmas séminaux.

Afin d’évaluer si les plasmas séminaux sont capables de moduler la sécrétion de divers facteurs
par les cellules épithéliales, les concentrations en TGF-f1, HMGB1, TSLP et CCL20 ont été dosées
dans les milieux basaux par ELISA ou Luminex™ (Figure 30). Le TGF-B1 et HMGB1 sont présents dans
le milieu basal des cellules CaCo-2 et HEC-1A. La TSLP n’est pas détectée quelles que soient les
conditions de stimulation. Le CCL20 est lui détecté dans le milieu basal des cellules CaCo-2 mais pas

dans ceux des cellules HEC-1A (a I’exception de la stimulation par les cytokines proinflammatoires).
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Figure 30 : Influence des plasmas séminaux sur la sécrétion de facteurs par les cellules épithéliales. Les
concentrations en cytokines et chimiokines ont été mesurées par luminex ou ELISA et sont indiquées en pg/mL. Sécrétions
par les cellules CaCo-2 (A) et HEC-1A (B). La sécrétion basale des cellules est représentée par une ligne continue alors que la
sécrétion induite par des cytokines inflammatoires est indiquée en pointillé. *p<0,05, ***p<0,001.
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L'incubation avec des cytokines inflammatoires ou différents plasmas séminaux ne provoque pas
d’augmentation de la sécrétion TGF-B1 par les cellules épithéliales. Ces différentes stimulations
n’induisent pas non plus une sécrétion plus élevée d'HMGB1 par les cellules CaCo-2. En revanche, les
cytokines inflammatoires ainsi que les différents plasmas séminaux provoquent une augmentation
de la sécrétion de CCL20 par ces cellules. Enfin, la sécrétion d’"HMGB1 par les cellules HEC-1A ne
semble pas étre modifiée de facon significative par les plasmas séminaux. Cependant, les plasmas
séminaux VIH semblent avoir tendance a diminuer la sécrétion de ce facteur alors que les plasmas
séminaux VIH® ARV’ tendent a I'augmenter. Si les différences par rapport au niveau basal de
sécrétion ne sont pas significatives, la différence de sécrétion en fonction du statut virologique des

donneurs I'est.

L'ensemble des concentrations de ces quatre facteurs dans les plasmas séminaux et les milieux

basaux des cellules épithéliales est regroupé dans la Figure 31.
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c. Effet des sécrétions par les cellules épithéliales sur le phénotype des cellules

dendritiques

La mise en place de ce modele cellulaire a pour objectif d’étudier I'effet des sécrétions basales
des cellules épithéliales sur le phénotype des DC et leur capacité a prendre en charge les particules
virales. Compte-tenu du faible volume recueilli pour chaque plasma séminal et de I’'homogénéité des
résultats de dosage des facteurs sécrétés par les cellules épithéliales, de premiéres expériences ont
été réalisés en utilisant des pools de plasmas séminaux VIH et VIH® ARV plutdt que les plasmas
séminaux individuels. Les premiers résultats de cytométrie montrent que les sécrétions des cellules
épithéliales que celles-ci soient constitutives ou induites par les plasmas séminaux n’induisent pas la
maturation des DC. La Figure 32 montre les résultats obtenus pour le marquage du HLA-Il mais des
résultats similaires ont été obtenus pour le marquage du CD86. Clairement, I'expression de CD169
n’est pas induite par les sécrétions des cellules épithéliales que celles-ci soient stimulées ou non. En
revanche, la détection de DC-SIGN est diminuée lorsque les cellules épithéliales sont stimulées en
présence de plasma séminal. Cependant, étant donné que le plasma séminal en stimulation directe
possede le méme effet, méme a des dilutions fortes, il est difficile de conclure a partir de ces
résultats. En effet, des expériences complémentaires sont nécessaires afin de déterminer s’il s’agit
d’une régulation de I'expression de DC-SIGN par les sécrétions des cellules épithéliales ou bien d‘un

effet d( a la diffusion du plasma séminal.
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Figure 32 : Effets des sécrétions des cellules épithéliales sur le phénotype des cellules dendritiques. Les DC ont été
incubées pendant 24h avec 200ng/mL de LPS, des pools de plasmas séminaux VIH- et VIH" ARV" (dilution 1/300) ou des
milieux basaux de cellules épithéliales elles méme stimulées ou non pendant 24h par des pools de plasmas séminaux VIH-
et VIH" ARV (dilution 1/10).

Le schéma présenté en Figure 33 résume les résultats obtenus pour cette seconde partie.
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Figure 33 : Bilan des résultats de la deuxieme partie de la thése sur l'influence indirecte du plasma séminal sur la

transmission sexuelle du VIH-1 par les cellules dendritiques

D. Discussion

Lors de la transmission sexuelle du VIH-1, les cellules épithéliales sont les premieres cellules
exposées au sperme contaminé. Plusieurs équipes ont montré que le plasma séminal était capable de
moduler la sécrétion de facteurs par les cellules épithéliales (Kafka et al., 2012; Sharkey et al., 2007).
Il se pourrait donc que le plasma séminal influence de fagon indirecte la transmission sexuelle du
VIH-1 par les DC via l'induction de la sécrétion de facteurs par les cellules épithéliales. De
précédentes études réalisées au laboratoire ont déja montré que le plasma séminal favorise la
sécrétion de CCL20 par des lignées exo- et endocervicales favorisant le recrutement des DC (Berlier
et al., 2006a; Lourenco et al., 2014). Dans le cadre de cette thése, les réponses de deux types
d’épithéliums simples, représentant les muqueuses endocervicale et colorectale, ont été étudiées in

vitro grace a des lignées cellulaires (respectivement HEC-1A et CaCo-2) cultivées sur insert.

Alors que le plasma séminal provoque une importante mortalité cellulaire lorsqu’il est incubé en
présence de cellules immunitaires telles que les lymphocytes T CD4, les monocytes ou les DC, il
n’altére pas l'intégrité des monocouches de cellules épithéliales. La mesure de la résistance
transépithéliale des deux types de monocouches de cellules utilisés montre que ces cellules

réagissent différemment au plasma séminal. Alors qu’une augmentation de la TEER est observée
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pour les cellules HEC-1A, les cellules CaCo-2 ne semblent pas étre affectées. En revanche, le statut
virologique des donneurs n’influence pas la résistance transépithéliale. Les variations de la TEER
induites par les cytokines inflammatoires ou par le plasma séminal ont déja été décrites dans la
littérature. Il a ainsi été montré que les cytokines proinflammatoires activent la voie NFkB
provogquant une augmentation de I'expression de MLCK (myosin light-chain kinase), une protéine
impliguée dans I'ouverture des jonctions serrées (Al-Sadi et al., 2009). Dans le cas du plasma séminal,
il semblerait que le mécanisme soit indépendant des récepteurs membranaires et des différentes
voies de signalisations cellulaires. Il s’agirait plutét d’'une augmentation de la fluidité membranaire
permettant ainsi une redistribution de la protéine ZO-1 impliquée dans la formation des jonctions
serrées (Gorodeski and Goldfarb, 1998; Lawrence et al., 2012). Cela concorde avec nos résultats de
cinétiqgue qui montrent que les variations induites par les plasmas séminaux sont observables
rapidement (apres 2h de contact) alors que celles induites par les cytokines inflammatoires

nécessitent au moins 24h.

En plus de cet effet sur la TEER, le plasma séminal a aussi été décrit comme capable de moduler
la sécrétion de cytokines inflammatoires par les cellules épithéliales (Kafka et al., 2012; Sharkey et
al., 2007). En plus de nos résultats sur la modulation de I’expression de CD169 par le TGF-B1, il a déja
été montré que la sécrétion de TGF-B1 par des cellules utérines maintenues en culture ex vivo,
entraine la diminution de I'expression de DC-SIGN a la surface de MDDC et inhibe ainsi la trans-
infection des lymphocytes T et de cellules reportrices (De Saint Jean et al., 2014; Ochiel et al., 2010).
Compte-tenu du caractére immunomodulateur du TGF-B1, la sécrétion de cette cytokine a été dosée.
Fontenot et al. (2009) ont montré que la sécrétion de cette molécule par des lignées cellulaires
cervicale et intestinale favorisait la trans-infection des lymphocytes T par les cellules dendritiques, ce
qui nous a amené a doser également ce facteur. HMGB1 est une alarmine capable d’influencer le
comportement de DC (Gougeon et al., 2012). Sa sécrétion par les cellules épithéliales intestinales
(CaCo-2 notamment) a déja été décrite. Comme pour les autres facteurs, la concentration d’'HMGB1
a donc été mesurée afin de savoir si sa sécrétion est modulée par le plasma séminal et si celle-ci
différe entre nos deux modeles. Le CCL20, chimiokine jouant un réle dans I'attraction des DC au
niveau de la muqueuse, a également été dosée. Cette molécule a déja fait I'objet d’études au sein du
laboratoire, permettant ainsi d’avoir un élément de référence (Berlier et al., 2006a; Lourenco et al.,

2014)

Les premiers dosages réalisés montrent que les cellules CaCo-2 tout comme les cellules HEC-1A
sécretent du TGF-B1 et de ’'HMGB1 de fagon constitutive. Cependant, si la sécrétion d’'HMGB1 par

les CaCo-2 n’est pas du tout modulée par les plasmas séminaux, la sécrétion par les cellules HEC-1A
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semble diminuée par les plasmas séminaux VIH et au contraire augmentée par les plasmas séminaux
VIH® ARV". Les cellules épithéliales semblent donc répondre différemment & un méme stimulus.
Concernant CCL20, si la sécrétion par les cellules CaCo-2 est augmentée par les cytokines
inflammatoires et dans une moindre mesure par les plasmas séminaux, la présence de cette
chimiokine n’est pas détectée dans les milieux basaux des cellules HEC-1A stimulées par les plasmas
séminaux. Cependant, cela ne signifie pas que les cellules HEC-1A ne sécretent pas de CCL20. En
effet, une précédente étude réalisée dans notre laboratoire montre bien la capacité du plasma
séminal a stimuler la sécrétion de CCL20 par cette lignée cellulaire (Lourenco et al., 2014). Nos
résultats suggerent que la sécrétion de CCL20 par les cellules HEC-1A induite par le plasma séminal
est polarisée comme cela a déja été publié pour la sécrétion de cette chimiokine par des cellules
utérines primaires suite a différentes stimulations (Crane-Godreau and Wira, 2005; Soboll et al.,
2006). Dans le cadre de cette these, la polarisation de la sécrétion des facteurs n’a pas été évaluée, la
concentration au niveau du compartiment apical n’ayant pas été dosée. Concernant la TSLP, cette
molécule n’est jamais détectée dans les milieux basaux des cellules épithéliales, quelles que soient
les conditions. Pourtant Fontenot et al. montrent une augmentation de I'expression de la TSLP par
une lignée de cellules épithéliales cervicales suite a I'activation de la voie NFkB par des particules
virales, de I'lL1-B ou d‘un agoniste du TLR3. Cependant, les dosages ELISA présentés dans cet article
ont été réalisés sur des lysats cellulaires alors que nous avons travaillé sur les milieux basaux de
cellules épithéliales. La non détection de la TSLP dans nos conditions pourrait également étre due a la
polarisation de la sécrétion de TSLP vers le milieu apical plutét que basal comme cela a déja été
montré avec des cellules épithéliales bronchiques (Nino et al., 2014). Le TGF-f1, HMGB1 et le CCL20
étant présents dans le plasma séminal a des concentrations moyennes de 500ng/mL, 30ng/mL et
800pg/mL, la détection de ces molécules au niveau du compartiment basal pourrait étre due a la
diffusion passive du plasma séminal a travers la monocouche cellulaire. Cependant, ces facteurs sont
aussi sécrétés a I'état basal par les cellules épithéliales, montrant bien la capacité de sécrétion des
cellules épithéliales. De plus, les concentrations mesurées sont supérieures a celles théoriguement
obtenues en cas de diffusion du plasma séminal (le plasma séminal étant dilué au 1/10 pour la
stimulation avec un taux de diffusion inférieur a 10% selon les estimations obtenues avec le dextran-
fitc). En plus d’"HMGB1, CCL20, TGF-B1 et d’HMGB], il serait intéressant de cribler d’autres facteurs,
tels que MCP-1, RANTES, SDF-1 ou les IFN-a et B. Par ailleurs, les DC étant également capables de
sécréter des facteurs, la sécrétion d’IL10, d’IL2 ou encore d’IL12p70 par ces cellules incubées 24h

avec les milieux basaux des cellules épithéliales pourrait étre mesurée.

L'influence des cellules épithéliales sur les DC a ensuite été étudiée d’un point de vue

phénotypique. Nos premiers résultats de cytométrie indiquent que les sécrétions issues du péle basal
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des cellules épithéliales cultivées sur insert (que celles-ci soient constitutives ou induites par les
plasmas séminaux) ne provoquent pas la maturation des DC ni I'induction de I’'expression de CD169
malgré la présence de TGF-B1. La concentration en TGF-B1 biologiquement actif est-elle trop faible
ou existe-t-il un facteur non dosé et/ou un mécanisme bloquant I'expression de CD169 ? Des
expériences complémentaires permettraient d’en savoir plus sur les modifications phénotypiques
des DC provoquées par les sécrétions des cellules épithéliales et de les corréler avec une éventuelle
modulation de la capture des particules virales. Il serait intéressant d’étudier en particulier, la
modulation de I'expression des récepteurs et corécepteurs du VIH-1 (CD4, CXCR4 et CCR5) mais
également d’autres lectines comme le récepteur au mannose ou DCIR. L’étude des effets indirects du
plasma séminal sur la transmission sexuelle du VIH-1 par les DC est rendu difficile du fait de la
diffusion potentielle du plasma séminal. Méme si cette diffusion est trés faible (moins de 10%), le
plasma séminal fortement dilué conserve la capacité d’influencer la capture des particules virales via
le DC-SIGN (Sabatte et al., 2007). Il faut donc réussir a faire la part entre un effet du fluide biologique
et des sécrétions qu’il provoque. Le traitement des cellules par un inhibiteur de la synthése protéique
pourrait apporter de premiers éléments de réponse. D’autre part, le modeéle utilisé permet d’étudier
les interactions entre les cellules épithéliales et les DC indépendamment de tout contact cellulaire.
Hors, il a été montré que I'activation de DC plasmacytoides par une lignée de cellules colorectales
(HT-29) était dépendante du contact entre les cellules épithéliales et les DC (Rodriguez Rodrigues et

al., 2011). Ce paramétre pourrait donc également modifier le comportement des DC.
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Discussion générale et perspectives
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Cette thése est consacrée a I'étude de I'influence du plasma séminal sur la transmission sexuelle
du VIH-1 par les DC, suite a un contact direct ou indirect via I'induction de la sécrétion de facteurs
par les cellules épithéliales. La composition complexe du plasma séminal rend cette étude délicate.
La stimulation des DC par certains de ses composés afin de s’affranchir de la cytotoxicité a permis de
mettre en évidence un effet du TGF-B1 sur le phénotype des DC et leur capacité a prendre en charge
les particules virales. Le TGF-B1 provoque l'induction de I'expression de CD169 qui s’accompagne
d’une augmentation de la capacité des cellules a prendre en charge les particules virales VIH-1 sans
pour autant provoquer la maturation des DC. Cependant, il s’avére que ce mécanisme ne reflete pas
I'effet du plasma séminal sur les DC puisque nous avons mis en évidence un mécanisme bloquant
|"augmentation de I'expression CD169 induite par le LPS et le TGF-B1. Il semblerait d’'une part que
certains composés du fluide biologique soient capables de se lier au TLR4 exercant une compétition
avec la liaison du LPS a son récepteur. En revanche, le mécanisme concernant le TGF-f1 demeure
inconnu. Il se pourrait que certains composés du plasma séminal se complexent, devenant ainsi
inactifs. Afin de poursuivre cette étude, il serait intéressant de fractionner le plasma séminal afin de
décomposer 'action du plasma séminal et de découvrir si certaines fractions favorisent I'apparition
du CD169, la bloquent ou ne font rien. Le fractionnement du plasma séminal pourrait également
s’avérer intéressant pour déterminer quels éléments du plasma séminal induisent la sécrétion de
facteurs par les cellules épithéliales. Il a déja été montré que le TGF-B1 et la lactoferrine du plasma
séminal pourraient étre des molécules modulant la sécrétion de facteurs par les cellules épithéliales
(Kafka et al., 2012; Lourencgo et al., 2014). Ce fractionnement permettrait peut-étre de mettre en

évidence des interactions entre différents composés du plasma séminal.

L’étude des effets du plasma séminal est également rendu difficile du fait de I'hétérogénéité des
prélevements. La composition d’un donneur a l'autre peut varier, en témoigne la présence non
systématique de certaines cytokines comme le SDF1-a ou les cytokines inflammatoires, entrainant
des variations des réponses. Ainsi, si tous les plasmas séminaux testés dans le second article
semblent diminuer la capture des particules virales par les DC seuls quatre des huit testés ont un
effet significatif. De la méme fagon, si tous les plasmas séminaux limitent I'induction de I'expression
de CD169 a la surface des MDDC, certains ont un pouvoir inhibiteur plus important que les autres.
Ces variabilités sont également observables au niveau des réponses des cellules épithéliales puisque
certains plasmas séminaux provoquent de plus fortes augmentations de la TEER que les autres. Ces
distinctions entre plasmas séminaux laissent envisager I'existence de différents profils. Certains
plasmas séminaux pourraient se révéler plutét facilitateurs vis-a-vis de la transmission du VIH-1
(plasmas séminaux riches en cytokines inflammatoires, en SEVI, inhibant peu la capture des

particules virales par les DC) alors que d’autres pourraient se révéler protecteurs (plasmas séminaux

146



masquant fortement DC-SIGN, bloquant I'expression de CD169, augmentant fortement la TEER,
diminuant I'expression de CD4). Enfin certains pourraient avoir des profils plutot neutres, les effets
favorisants s’équilibrant avec les effets protecteurs. Il serait intéressant de parvenir a définir des

biomarqueurs participant a définir les personnes a risque.

En plus de cette variabilité interindividuelle, la composition au sein méme d’un éjaculat est
variable et la récolte artificielle induit d’ores et déja un biais. En effet, lors d’un rapport sexuel,
I’éjaculation est séquentielle. Les différentes fractions déposées sur la muqueuse ne sont donc pas
mélangées comme c’est le cas lorsque le sperme est collecté de facon artificielle (Caballero et al.,
2012). Dans nos modeles, il est donc possible que les cellules épithéliales tout comme les DC soient
en contact simultanément avec des facteurs ayant des actions antagonistes, situation ne se

produisant probablement pas dans des conditions physiologiques.

Au cours de cette these, nous avons utilisé des DC dérivées de monocytes. Les DC constituent
une famille extrémement hétérogéne de cellules d’origine hématopoiétique. Les sous-populations
présentent des caractéristiques phénotypiques, morphologiques et fonctionnelles bien différentes
qui peuvent également varier en fonction de leur localisation dans I'organisme. L'obtention d’'un
grand nombre de ces cellules a partir de prélevements est délicate compte tenu de leur rareté. Au
niveau du sang, les DC ne représentent que 0,2 a 0,9 % des leucocytes. Bien qu'un peu plus
abondantes au niveau tissulaire, les DC myéloides ne représentent que 0,3 & 2,3 % des cellules CD45"
au niveau cervical et 0,9 a 4% pour les DC plasmacytoides. Les monocytes en revanche constituent
10% des PBMC. L'obtention in vitro de DC a partir de monocytes permet donc de s’affranchir de cette
contrainte numérique. Les cellules obtenues sont phénotypiquement proches des cellules myéloides
CD1a", CD14 présentes au niveau de la lamina propria des muqueuses. Cependant, les cellules
plasmacytoides et des cellules de Langerhans sont également présentes ou peuvent étre recrutées
au niveau des muqueuses. Il serait donc intéressant de comparer les réponses de ces divers sous-
types de DC. Cela d’autant plus que plusieurs études mettent en évidence des réponses différentes
en fonction du sous-type de DC. Ainsi, il a été montré que des lignées de cellules colorectales HT-29
ou Caco-2 induisent I'activation de cellules plasmacytoides, effet non observé avec des DC myéloides
(Rodriguez Rodrigues et al., 2011). Ogawa et al. (2013) montrent eux que le peptide antimicrobien
LL-37 augmente la sensibilité a l'infection par le VIH-1 de cellules de Langerhans dérivées de
monocytes probablement via une augmentation de I'expression de CD4 et CCR5 alors que ce peptide
provoque l'effet inverse sur des MDDC dont I'infectabilité est amoindrie probablement suite a une

diminution de I'expression de DC-SIGN et de CCRS5.
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D’autre part, des lignées cellulaires, endocervicale et colorectale, ont été utilisées afin de
modéliser les épithéliums simples. Ces modeéles ont I'avantage d’étre peu onéreux et reproductibles.
La culture sur insert permet de se rapprocher du modele muqueux avec la polarisation de la culture
cellulaire et la compartimentalisation. Le pdle apical correspond a la lumiére de la muqueuse ou le
plasma séminal est déposé alors que le pdle basal correspond au compartiment sous-muqueux ou les
cellules immunitaires sont présentes. La simplicité de ce modele est a la fois une force puisqu’elle
permet de bien identifier les éléments impliqués dans les mécanismes décrits et une faiblesse du fait
de sa simplification sur le plan physiologique. Le développement de culture d’explants permet de
reproduire un environnement muqueux plus complexe, comprenant a la fois les cellules épithéliales
et les cellules immunitaires du donneur (Collins et al., 2000; Fletcher et al., 2006; Merbah et al.,
2011). Cependant, ces modeles possédent un certain nombre de défauts dont un maintien en culture
délicat, avec une mortalité cellulaire importante, parfois une dédifférenciation des cellules
épithéliales et une perte de l'intégrité de I'épithélium (Michelini et al., 2004; Southern et al., 2011,
Anderson et al., 2010a; K. Arien et al., 2012). De plus, les résultats obtenus avec ces modeles sont
dépendants du donneur, ce qui peut compliquer l'interprétation des données. Enfin, tout comme les
modeles in vitro ces modeéles ne permettent pas I'étude d’un systéme intégré accessible seulement in
vivo. Les études in vivo permettent d’étudier les interactions entre les différents acteurs (cellules
épithéliales, particules virales, cellules immunitaires) ainsi que I'influence de divers facteurs tels que
le cycle menstruel, le microbiome ou le sperme. Le modeéle simien constitue le modéle animal le plus
adapté pour étudier la transmission sexuelle du VIH-1 (Fennessey and Keele, 2013; Miller et al.,
1989). Ce modeéle posséde tout de méme certaines limites. Outre le prix et les difficultés éthiques, ce
modele ne reflete pas tout a fait la physiologie de I'appareil génital féminin. Chez le macaque rhésus,
la flore vaginale est majoritairement colonisée par des bactéries du genre Streptococcus, Gardnerella
et Corynebacterium. Le microbiome s’apparente donc plutot a celui d’une vaginose bactérienne que
de la flore vaginale d’une personne saine dominée par des Lactobacillus. Probablement en lien avec
cela, I'environnement vaginal est moins acide chez le modele simien avec des valeurs de pH de 6 a 8
contre 4 a 6 chez I’humain ce qui pourrait faciliter I'infection virale. Les capacités du plasma séminal a
tamponner le milieu vaginal pourraient notamment étre plus importantes dans ce modele, faussant
ainsi I'étude des effets du sperme sur la transmission sexuelle du virus (Bernard-Stoecklin et al.,

2014).

Malgré leurs limites, I'utilisation de modeles ex vivo ou in vivo serait nécessaire afin de vérifier
I'implication des interactions DC/sperme/cellules épithéliales dans les mécanismes de transmission
sexuelle du VIH-1. En particulier, il parait pertinent d’analyser le réle de CD169. En effet, I'expression

de CD169 par les DC n’a jamais été mise en évidence au niveau muqueux. Le CD169 aussi appelé
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Siglec-1 ou sialoadhésine est un membre de la famille des Siglecs. Cette lectine n’est exprimée qu’a la
surface de cellules myéloides telles que les monocytes, les macrophages ou les DC (Crocker et al.,
2007; Hartnell et al., 2001). Le CD169 n’est pas exprimé par les monocytes CD14" du sang
périphérique a I'état de base. Par contre, son expression est induite en présence d’IFN de type |
(Hartnell et al., 2001; Rempel et al., 2008). L'augmentation de I’expression de CD169 par les
monocytes du sang périphérique est également observée chez les personnes primo-infectées par le
VIH-1 ainsi que chez les macaques rhésus infectés par le virus SIV .. (Jaroenpool et al., 2007; van der
Kuyl et al., 2007). Cette expression perdure au cours de l'infection par le SIV. Au contraire, chez le
mangabey couronné (sooty mangabey, Cercocebus atys, hote naturel du virus), si I'expression de
CD169 par les monocytes est également augmentée lors de I'infection non pathogénique par SIVsm,
elle est ensuite diminuée lors de la phase chronique. Chez 'Homme, la prise de traitements
antirétroviraux permet une diminution de I'expression de CD169 a des niveaux similaires a ceux des
personnes non-infectées (Pino et al., 2015). Ces données suggérent un role potentiel de CD169 dans
la pathogénicité du VIH-1. Par ailleurs, I'expression de CD169 se révele plus importante sur les
cellules myéloides résidentes notamment au niveau des tissus lymphoides secondaires. Il a déja été
montré que les macrophages de la lamina propria du colon exprimaient de facon significative le
CD169 (Crocker et al., 2007; Gummuluru et al., 2014; Hartnell et al., 2001). L’induction de
I’expression de CD169 par les MDDC suite a différents traitements comme I'IFNa, le LPS ou le TGF-B1
et 'augmentation de la capture du VIH-1 et de la trans-infection des lymphocytes T CD4 qui en
découle, laisse envisager un role primordial de CD169 dans la transmission sexuelle du VIH-1. |l serait
donc intéressant d’étudier I'expression de CD169 par les DC au niveau des muqueuses génitales ou
colorectales. L'expression de CD169 par les MDDC étant modulée par le LPS, il serait intéressant de
savoir si I'accroissement de la perméabilité intestinale au cours de l'infection par le VIH-1, qui
s’accompagne d’'une augmentation de la translocation microbienne, influence I'expression de CD169
par les cellules myéloides environnantes (Brenchley et al., 2006). De la méme facon, il serait
intéressant de savoir si la présence de coinfections bactériennes influence I'expression de CD169.
Lors d’un rapport contaminant par un homme ayant une coinfection bactérienne, le plasma séminal
joue-t-il un role protecteur en inhibant I'expression de CD169 ? L'utilisation d’un antagoniste du TLR4

peut-il protéger de I'infection ?

Enfin, notre étude s’est focalisée sur la capture des particules virales libres par les DC. Il a
cependant été montré que la transmission de cellule a cellule pouvait également permettre la
capture des particules virales par les DC (Anderson and Le Grand, 2014; Izquierdo-Useros et al.,
2011). Les DC pourraient étre en contact avec le virus suite a la formation de synapse virologique

avec d’autres cellules infectées telles que les cellules immunitaires du sperme contaminé ayant
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transmigrées ou des lymphocytes intra-épithéliaux infectés. Il serait intéressant d’étudier I'impact du
plasma séminal sur la transmission de cellule a cellule. Le CD169 ayant déja été impliqué dans la
formation de la synapse infectieuse, les mécanismes de régulation de son expression par le plasma
séminal pourrait influencer I'efficacité de la transmission (lzquierdo-Useros et al., 2009; Puryear et

al., 2013).
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Conclusion

Cette étude fournit de nouvelles données concernant l'implication du sperme dans la
transmission sexuelle du VIH-1 par les DC. Les résultats obtenus sont en faveur d'un role
« protecteur » du plasma séminal sur la capture des particules virales par les DC. Déja décrit pour son
effet sur DC-SIGN, ce r6le « protecteur » pourrait également concerner la régulation de I'expression
de CD169. De nombreux effets du plasma séminal ont été décrits. Toutefois, I'état des connaissances
actuelles ne permet pas de conclure sur le réle facilitateur ou inhibiteur de ce fluide. Son effet global
résulte d’ailleurs probablement de la somme des activités favorisant ou inhibant la transmission de
ces différents composés. Compte-tenu des variations interindividuelles observées, il se pourrait
méme que l'effet global soit variable en fonction du donneur. Il est également fort probable que les
effets du plasma séminal varient en fonction de la souche virale. Prévenir I'infection par le VIH-1
constitue toujours un enjeu majeur de santé publique. Une meilleure compréhension des
mécanismes précoces impliqués dans la transmission sexuelle du VIH-1 pourrait justement faciliter

I’émergence de nouvelles stratégies afin de prévenir 'infection par le VIH-1.
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1. Figure supplémentaire

Concentrations en pg/mL 3 I'exception de la lactoferrine en pg/mL

N* Statut | IL1B IL6 IL7 IL8 Rantes TNFa SDF-1 f:rxrti:e LL-37 | TGF-b1 TSLP HMGB1 | CCL20
1 0 120,35 | 637,91 2279,65 | 686,86 0 0 233,15 | 7730 [574364.49 | 19,77 | 32030 971,2
2 151,94 | 28,51 634,34 2103,55 | 429,35 47,15 408,65 | 222,36 | 8440 |487373.21 |0 126230 | 4385
3 0 10,99 806,64 394,59 676,43 20,13 401,07 | 245,32 | 5055 | 496324.06 | 76,71 | 7290 92,47
4 18,94 132,9 593,12 3483,51 | 444,08 36,76 170,08 | 243,25 | 3620 |529457.11 |0 21950 2409
5 53,84 21,54 902,46 791,87 420,79 0 75,56 259,79 | 5210 [483397.89 | 29,69 | 35560 397,1
6 0 98,73 509,71 1094,58 | 1783,65 |0 0 251,98 [2835 |534119.38 |0 23020 508,1
7 26,69 294,26 | 547,96 927,98 286,11 34,42 145,14 | 197,10 | 6755 |531239.00 |0 11020 353,1
8 25,82 120,69 | 853,29 1474,25 | 493,96 29,71 318,1 229,48 | 3055 [514094.44 | 19,77 | 60030 1595
9 18,4 24,43 359,15 4945,06 | 453,38 0 361,42 | 270,35 | 3885
10 0 12,14 357 865,61 849,32 20,13 192,1 289,64 | 4375
11 HIV- 7,78 42,51 424,61 1554,55 | 853,25 0 177,69 | 177,81 | 4025
12 23 18,2 551,86 1181,88 | 292,16 0 153,86 | 170,92 | 4840
13 29,99 165,83 | 1105,31 | 1367,84 | 403,84 102,65 | 524,95 [ 199,39 | 6815
14 0 21,73 366,08 745,98 334,14 27,34 103,79 | 182,63 | 6075
15 9,34 26,32 1176,24 | 794,18 372,46 21,34 299,41 | 181,02 | 4080
16 0 13,48 616,49 435,63 843,36 0 205,61 | 299,97 | 6170
17 0 29,96 822,72 576,78 297,9 0 236,45 | 184,93 | 3230
18 56,9 117,12 | 341,95 1092,1 454,34 27,24 205,61 | 208,12 | 3985
19 0 13,1 122474 | 3805 417,99 0 218,39 | 205,36 | 2860
20 0 20,8 384,7 625,29 925,94 20,13 777,41 | 252,44
21 0 36,63 623,8 557,08 443,89 0 318,1 257,49
417 87,21 41,8 362,78 | 1091,27 | 2046,82 34,42 | 145,14 232,47| 4175
456 0 9,44 326,04 389,66 571,26 0| 279,73 | 203,30 5425 553576.02 29,69 9150 | 657,7
457 0 6,48| 127144 217,41 647,02 0 56,51 | 283,90| 5350
466 0 76,59| 1162,49 | 1639,35| 1779,86 29,71 56,51 | 319,50 | 4025 |555347.89 0 47820 | 8224
490 8,45 38,24 404,1 | 1428,81 545,74 22,55| 103,79 | 268,06| 3215)5223999.06 19,77 15820 | 604,9
513 9,79 23,02 722,57 507,13 620,58 0 90,74 | 169,32
517 0 10,6 559,01 438,47 397,5 0| 230,56| 228,10 3345 505688.70 29,69 17690 110,21
542 0 29,05 407,22 710,38 661,94 0 0| 284,59 | 4195 484598.26 19,77 13150 | 4596
588 92,3 56,96| 853,12 | 3306,98 215,53 68,6 344,6 | 239,35
s93| HIV* 21,35 13,67 324,72 | 1038,54 476,14 68,6| 205,61 | 216,85| 5300531739431 0 57690 | 407,77
600 67,26 24,12 261,95 | 1107,89| 2704,16 0| 218,39 | 172,07 | 3470 539392.80 0 39290 | 934,2
1 10,47 17,82| 558,04 342,62 768,49 0| 177,69| 259,10
2 0 107,6| 777,41 | 1819,43| 2658,98 0| 103,79 | 243,61
3 0 18,2| 1243,57 404,47 624,33 34,42 | 486,17 | 191,82
4 0 7,87 | 1284,65 359,43 629,1 0| 308,86 193,75
5 75,73 | 183,69 579,16 | 4183,56| 1221,71 | 167,58| 4741,4| 251,76| 6150)442260.81 67,51 8090 | 12856
6 0 8,06 607,73 434,21 467,98 0 0] 235,93
8 0 38,59| 953,04 257,65 452,63 0| 185,02 226,95| 43960
9 0 28,51 251,36 651,98 9383 0 0] 273,57

Figure supplémentaire 1: Criblage des plasmas séminaux. Tableau récapitulatif des concentrations de chaque
cytokine pour chaque plasma séminal. Cf partie IV Résultats expérimentaux, 1. Influence directe B. Résultats préliminaires,
Figure 21.
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2. Publications acceptées
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e De Saint Jean, A, Lucht, F., Bourlet, T., and Delézay, O. (2014). Transforming growth
factor beta 1 up-regulates CD169 (sialoadhesin) expression on monocyte-derived

dendritic cells: role in VIH sexual transmission. AIDS 28, 2375-2380.

e De Saint Jean, A., Bourlet, T., and Delézay, O. (2015). Pivotal role of the genital

epithelial cells in HIV-1 transmission. Curr. VIH Res.

B. Sur des projets antérieures a la these
e Allantaz-Frager, F., Turrel-Davin, F., Venet, F., Monnin, C., De Saint Jean, A., Barbalat,
V., Cerrato, E., Pachot, A., Lepape, A., and Monneret, G. (2013). Identification of
biomarkers of response to IFNg during endotoxin tolerance: application to septic

shock. PloS One 8, e68218.

e Medina, J., Boukhebza, H., De Saint Jean, A., Sodoyer, R., Legastelois, I., and Moste, C.
(2015). Optimization of influenza A vaccine virus by reverse genetic using chimeric HA

and NA genes with an extended PR8 backbone. Vaccine.
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e De Saint Jean, A.; Bourlet, T. ; Pozzetto, B. ; Delézay, O. Influence du plasma séminal sur
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sexuelle du VIH, Université des Jeunes Chercheurs 2013, SIDACTION, Carry-le-Rouet.
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