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Résume

En bas age, les enfants exposés au VIH mais non infectés (ENI) ont des risques de
morbidité et de mortalité plus €levés. Des perturbations dans le profil immunitaire ont été
mises en évidence et associées, en outre, aux parametres maternels relatifs a ’infection au
VIH y compris 1’exposition au VIH, aux agents antirétroviraux et au milieu placentaire pro-
inflammatoire. Ici, nous avons caractérisé le compartiment cellulaire B et la réponse vaccinale

antitétanique d’enfants ENI durant leur 1 année de vie.

Les enfants ENI (n = 68) de la cohorte du CMIS ont été stratifiés selon le zénith de la
charge virale (CV; =40 vs. >40 copies/ml plasma) et le nadir du compte de CD4 (<500 vs.
=500 cellules/mm’) de la mére en grossesse. Les nouveau-nés ont recu une prophylaxie
(AZT/3TC) 12 h aprés la naissance et jusqu'a leur 4° ou 6° semaine d’age. Les cellules
mononucléées de sang ont été isolées a la naissance, a 6 et a 12 mois d’age. Les sous-
populations de cellules B (naives; transitionnelles T1/T2; plasmablastes; mémoires classiques,
activées et atypiques) ont été analysées par cytométrie en flux grace a un marquage pour
CD10, CD20, CD21, CD27 et I'IgM de surface. Les cellules B spécifiques au tétanos et la
capacité de sécrétion d'IgG de la fraction mémoire ont ét¢ étudi¢es a I’aide d’oligomeres
fluorescents du fragment C du toxoide tétanique (TTCF) et d’une détection

immunoenzymatique des IgG par ELISpot.

Les nourrissons nés de meres avec une CV détectable en grossesse avaient une
proportion élevée de plasmablastes (p=0,0449) et diminuée de cellules B CD19" (p=0,0174) a
la naissance en plus d'une proportion accrue de cellules B mémoires classiques IgM" a 12
mois (p=0,0367). Ceux dont les méres avaient une immunité lymphocytaire T CD4" altérée en
grossesse (<500 cellules/'mm’) présentaient des fréquences augmentées de plasmablastes
(p=0,0458) et de cellules B mémoires activées IgM" (p=0,0071) a la naissance et & 6 mois de
vie respectivement. Ces résultats suggérent une maturation précoce du compartiment cellulaire
B et une altération dans la commutation de classe chez les bambins nés de meres avec une CV

détectable et/ou un compte de CD4 sous-optimal. Aucune différence majeure n'a été notée



dans la réponse vaccinale antitétanique des enfants ENI. Dans I’ensemble, nos résultats
indiquent que la gravité des parametres maternels en terme de CV et de compte de CD4 n’a
que peu d'impact sur l'ontogénie des cellules B chez les enfants ENI et leur capacité¢ a

répondre a une vaccination.

Mots-clés : VIH; Lymphocytes B; Enfants exposés non infectés; Tétanos; Réponse vaccinale
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Abstract
In early life, HIV-exposed uninfected (HEU) children experience higher rates of

morbidity and mortality. Studies revealed evidences of alterations in their immunological
profile that are associated, in part, with maternal parameters related to HIV infection including
in utero exposure to HIV, antiretroviral therapy (ART) and the pro-inflammatory placental
environment. Here, we performed a longitudinal profiling of the B cell subsets and response to

tetanus vaccine in HEU children during their 1st year of life.

HEU children (n = 68) from the CMIS Cohort were stratified based on the zenith of the
maternal viral load (VL; =40 vs. >40 copies/ml plasma) and the nadir of the maternal CD4
count (<500 vs. =500 cells/mm’) during pregnancy. Newborns received prophylactic ART
(AZT/3TC) from 12h after birth until week 4 or 6. Blood mononuclear cells were isolated at
birth, 6, and 12 months of age. CD19" B cell subsets (naive; transitional T1/T2; classical,
activated and atypical memory; plasmablasts) were analysed by flow cytometry using CD10,
CD20, CD21, CD27 and surface IgM markers. Tetanus-specific B cells and the IgG secreting
activity of the memory fraction were studied using fluorescent tetanus toxoid C fragment

(TTCF) oligomers and an ELISpot assay.

HEU infants born to mothers with a detectable VL during pregnancy had increased
proportions of plasmablasts (p=0,0449) and a lower frequency of CD19" B cells (p=0,0174) at
birth in addition to having an expanded percentage of IgM" classical memory B cells at 12
months (p=0,0367). Infants whose mothers had an impaired CD4 immunity throughout
pregnancy (<500 cells/mm®) presented with greater frequencies of plasmablasts (p=0,0458)
and IgM" activated memory B cells (p=0,0071) at birth and 6 months respectively. These
results suggest an early maturation of the B cell compartment and an alteration of the class
switching mechanism in infants born to mothers with either a detectable VL or a low CD4
count. No relevant difference was noted in the TTCF-specific B cell subsets and the ability of
memory B cells to generated specific antibodies. Overall, the severity of the maternal
parameters in terms of VL and CD4 count had little impact on the ontogeny of the B cells

subsets and their capacity to respond to vaccination.
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Compartiment lymphocytaire B

1.1.1 Développement précoce

L’ontogénie des lymphocytes B est un processus séquentiel complexe qui fait
intervenir de nombreux précurseurs découlant originellement des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) de longue durée nichant au sein de la moelle osseuse ou de la rate
foetale et ayant la capacité de se renouveler (revu dans"?). Ces CSH de longue durée donnent,
par le biais de plusieurs intermédiaires, naissance aux ancétres de tous les lymphocytes
nommés « progéniteurs lymphoides communs » (CLP, Common lymphoid progenitor). De ces
derniers découlent les lymphocytes T et B, ainsi que les cellules Natural Killer (NK) (Fig.1).
Certains rapportent aussi que les CLP pourraient, au méme titre que le progéniteur myéloide
commun (CMP, Common myeloid progenitor), contribuer au développement des cellules

dendritiques (revu dans®).

Lorsque les CLP s’engagent dans la différenciation lymphocytaire B, ils passent par
une série d’étapes de développement durant lesquelles les processus de recombinaison
somatique (RS) du récepteur des cellules B (RCB) et de sélection des clones avec un RCB
fonctionnel surviennent (Fig.2). Il en émane des cellules B dites immatures qui évolueront en
lymphocytes transitionnels et qui quitteront la moelle osseuse pour atteindre les organes

lymphoides secondaires ou se fera I’interaction avec leur antigéne d’intérét.
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Figure 1. Modg¢le hiérarchique classique de I’hématopoiese

Note : Originellement, les lymphocytes B proviennent de la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques (HSC, Hematopoietic Stem Cell) au sein de la moelle osseuse. Ces HSC sont divisés a deux
sous-types : les HSC de longue durée (LT-HSC, Long-term HSC) et les HSC de courte durée (ST-HSC, Short-
term HSC). Pour générer des lymphocytes B, les LT-HSC évoluent d’abord en ST-HSC qui sont distinguables de
leurs prédécesseurs par une capacité plus restreinte a se renouveler. Ensuite, les ST-HSC perdent toute capacité
de s’autorenouveler en se différenciant en progéniteurs multipotents (MMP, multipotent progenitor). Ces derniers
s’engagent soit dans la lignée lymphoide (CLP, Common lymphoid progenitor) ou dans la lignée myéloide (CMP,
Common myeloid progenitor). Les CLP donnent naissance aux lymphocytes sous 1’influence de I’IL-7 et aux
cellules Natural Killer (NK) (revu dans" %). Source : Bakhuraysah MM, Siatskas C, Petratos S. Hematopoietic
stem cell transplantation for multiple sclerosis: is it a clinical reality? Stem Cell Research & Therapy. 2016;7:12.
Figure en libre acces : https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/
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Figure 2.  Développement précoce des lymphocytes B en relation avec la recombinaison somatique de leur récepteur

Note : La recombinaison somatique (RS) est le mécanisme permettant 1’expression d’un récepteur des cellules B (RBC) fonctionnel. Ce processus consiste
en un réarrangement des chaines 1égeres (IgL) et lourde (IgH) des Ig au niveau de leurs régions variables (V), diversité (D) (absents pour la chaine 1égere) et
jonction (J). La recombinaison de ces génes est effectuée dans un ordre trés précis par les endonucléases Recombination-Activating Gene (RAG) issues des
génes Ragl et Rag2 * (revu dans®). Le réarrangement entre les segments D et J des IgH se fait au stade pré-pro B (non illustré). Une fois cette étape complétée,
la cellule pré-pro B devenue pro-B subissent une recombinaison entre les segments V et DJ de ses IgH. Si cette recombinaison est productive, la cellule
devient pré-B. Le stade pré-B est divisé en deux périodes de maturation nommées, soit la période large et la période petite. Durant le premier épisode, les
protéines Ragl et Rag2 sont inhibées et il y a ’expression du pré-BCR qui est composé de deux Igu tout juste assemblées combinées a deux chaines légéres
de substitution (SLC, Surrogate light chain) qui sont reliées aux sous-unités protéiques Igf et Iga. Si la signalisation par ce complexe est compétente, la
cellule connait une prolifération clonale et progresse ensuite en phase pré-B large. Durant celle-ci, ’activit¢ de RAG reprend, menant au réarrangement des
segments de 1I’IgL. Une fois la recombinaison productive, il y a I’expression en surface du BCR constitué d’IgL de type gk ou Igh et d’Igu reliés pas des ponts
disulfures et une évaluation de sa tolérance centrale avec les antigénes présents dans la moelle osseuse est enclenchée. Si le RCB est autoréactif, la cellule
connait un autre cycle de réarrangement des IgL ou I’apoptose. A la fin de tout ce mécanisme, la cellule devient immature et peut quitter la moelle osseuse
(revu dans™”). Source : Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Immunology, Herzog S, Reth M, Jumaa H. Regulation of
B-cell proliferation and differentiation by pre-B-cell receptor signalling. Nature reviews Immunology. 2009;9(3):195-205, copyright 2009, (licence :
4164261211092)



1.1.2 Développement tardif des lymphocytes B

Bien que les cellules transitionnelles se retrouvent en périphérie, elles sont également
en forte concentration dans la moelle osseuse et ainsi, il n’y a pas une relation d’exclusion
entre les cellules B immatures et transitionnelles concernant leur emplacement. Somme toute,
cette population cellulaire, originellement décrite chez 1’hdte murin, semble faire le pont entre
la classe immature et la classe naive®. Plus précisément, ces lymphocytes se divisent en deux
sous-populations, soit les lymphocytes T1 qui sont caractérisés par la faible expression du
cluster de différenciation (CD) 21 et d’IgD, et les lymphocytes T2 qui affichent fortement ces
marqueurs’. A premiére vue, il semble que les lymphocytes T1 soient moins matures que les
lymphocytes T2 en raison de leur capacité restreinte de prolifération et de sécrétion
d’anticorps’. Puisque 1’on retrouve tant des cellules T1 que des cellules T2 au sein de la
moelle osseuse, il est possible que le premier groupe puisse se différencier au sein de cet
environnement avant d’en sortir '°. Quoi qu’il en soit, en périphérie, les lymphocytes B
transitionnels connaissent des cycles d’évaluation pour déterminer s’ils produisent ou non des

. ey -9, 11, 12
anticorps dirigés contre le soi’ " .

Notons qu’une troisiéme sous-population, les
lymphocytes T3, est observable dans le compartiment B, mais la relation entre ces cellules,
celles B naives et les lymphocytes T1/T2 n’est pas encore tout a fait claire (revu dans').
Contrairement aux deux autres, les cellules B T3 expriment trés peu CD38 et CD24 et pas du

tout CD10 (revu dans'™ ).

Une fois les tests d’autoréactivité réussis, les lymphocytes transitionnels transitent vers
les organes lymphoides secondaires pour continuer leur différenciation (Fig.3). C’est au sein
de ces organes qu’ils forment le répertoire lymphocytaire B naif'*. Les lymphocytes B naifs
qui sont IgM " et IgD" amorcent leur séjour dans la zone folliculaire des organes lymphoides
secondaires ou ils y rencontreront ou non I’antigéne pour lequel ils sont spécifiques. Dans le
cheminement classique, une fois que les lymphocytes B naifs trouvent leur antigene, ce
dernier est internalisé et dégradé en peptides pour étre de nouveau exposé¢ a la surface
cellulaire en étant associ¢ au complexe majeur d’histocomptabilité¢ de classe II. Ainsi, les

cellules B naives peuvent présenter les peptides antigéniques aux lymphocytes T qui ont été



¢galement stimulés par le méme déterminant. Cette rencontre a lieu a la frontiére des zones T
et B de I'organe lymphoide secondaire. La reconnaissance du peptide par les cellules T
activées permettra I’interaction CD40/CD154, ce qui engage une voie de signalisation menant

a une prolifération cellulaire des lymphocytes B naifs activés (revu dans").

Une fraction des cellules B naives activées ayant proliféré devient des plasmablastes
avec une faible affinit¢é pour I’antigéne. Une autre portion devient des lymphocytes B
mémoires IgM" et les cellules ayant la meilleure affinité pour le déterminant antigénique
entreprendront la différenciation dépendante des centres germinatifs. Au sein de cette
structure, les lymphocytes B naifs activés connaitront une expansion clonale qui est suivie
d’une hypermutation somatique du RCB (revu dans'®). Ce processus consiste a induire des
mutations dans régions variables des RCB, ce qui méne soit & une augmentation de 1’affinité
du récepteur pour son antigene, soit a une perte de ’affinité ou encore a une dysfonction de
celui-ci (revu dans'®). Lors de la sélection positive, les cellules n’ayant pas une haute affinité
pour leur antigéne sont forcées de reprendre le processus d’hypermutation somatique ou elles

y1e e, 1
sont éliminées par apoptose (revu dans").

Parallelement a 1’hypermutation somatique, le RCB subit une seconde modification
nommée « commutation de classe ». Celle-ci permet de faire transiter le RCB qui était jusqu’a
présent d’isotype IgM et IgD vers un isotype IgA, IgE ou IgG. L’isotype IgG est le plus
communément retrouvé en périphérie et il représente entre 10 % et 20 % des protéines du
plasma . Il joue un role important dans la cascade du complément ainsi que dans
I’acquisition de I’'immunité passive du bébé puisqu’il est capable de traverser la barriere
placentaire (revu dans'®). Les IgA se retrouvent surtout au niveau des muqueuses ou elles
assurent leur protection contre des pathogenes viraux et bactériens ainsi que contre les toxines
en les neutralisant ou en empéchant leur adhésion aux muqueuses. Il s’agit aussi de I’isotype
retrouvé dans le lait maternel (revu dans'®). Quant aux IgE, elles sont impliquées dans les

réactions d’hypersensibilité et dans la protection contre les helminthes (revu dans'®).



Suite au séjour dans le centre germinatif, les cellules B se différencient en
plasmablastes, en cellules mémoires ou encore en plasmocytes de longue durée qui sont
majoritairement d’isotype IgG (revu dans'). Les plasmocytes retourneront dans la moelle
osseuse ou ils resteront et sécréteront des anticorps a un niveau basal méme en absence de
pathogénes (revu dans?). D’ailleurs, ces anticorps sécrétés constituent le premier front de
défense lorsqu’une pathogene fait surface. Quant aux cellules B mémoires qui sont déja
expérimentées, elles pourront rapidement réagir en sécrétant une concentration élevée
d’anticorps si elles rencontrent a nouveau le pathogene pour lequel elles sont spécifiques. De
plus, pour les lymphocytes B mémoires ayant subi une hypermutation somatique et un
changement de classe, les anticorps sécrétés auront une meilleure affinité que lors de la

, . . 1
réponse primaire (revu dans'®).

Outre ce cheminement classique de différenciation dite « T-dépendante », les
lymphocytes B naifs peuvent aussi étre activés par un antigeéne et se différencier sans 1’aide
d’une cellule T en dehors des centres germinatifs. Cela a pour effet de laisser les lymphocytes
B avec une RCB d’isotype IgM qui, n’ayant pas connu un processus exhaustif
d’hypermutation somatique, a une moins grande affinité¢ antigénique, mais une plus grande
avidité grace a leur disposition pentamérique (revu dans'®). Cette voie de différenciation n’est
habituellement entreprise qu’a la suite d’une activation par des antigénes non protéiques tels
que les polysaccharides bactériens et elle permet de générer trés rapidement des cellules

r r . . 2
sécrétrices d’anticorps (revu dans®®).
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Figure 3. Cheminement de différenciation T-dépendant des lymphocytes B matures

Note : Dans la zone folliculaire B, les lymphocytes B naifs peuvent interagir avec les cellules dendritiques chargées d’antigénes. Lorsqu’un antigene est
reconnu par le RCB, il est internalisé, traité et il refait surface couplé & une molécule du complexe d’histocompatibilité humain de classe II. Les lymphocytes
B peuvent alors étre stimulés par les lymphocytes T activés par le méme antigéne via une interaction CD40/CD154. IIs migrent ensuite au centre germinatif ot
ils subissent une expansion clonale et une hypermutation somatique. Ce mécanisme consiste en 1’induction de mutations par ’enzyme activation-induced
cytidine deaminase (AID) dans les genes des régions variables du RCB. Cela engendre soit une hausse de ’affinité du RCB, la perte de la spécificité ou
encore une autoréactivité. Dans les deux derniers cas, les cellules B seront éliminées par apoptose ou renvoyées a une seconde ronde d’hypermutation
somatique. Les lymphocytes B survivants peuvent par la suite subir une commutation de classe, suivie d’une différenciation en plasmablastes, en cellules B
mémoires ou encore en plasmocytes de longue durée. Ces derniers retourneront dans la moelle osseuse et seront responsables de sécréter un niveau basal
d’anticorps (revu dans'> ' "2 De nombreuses maladies peuvent altérer le développement lymphocytaire B dans les organes lymphoides secondaires : les
leucémies lymphoblastiques aigu€ (ALL) et chronique (CLL), les lymphomes a cellules du manteau (MCL) et folliculaires (FL) comme les lymphomes B
diffus a grandes cellules de type centrofolliculaire (GC-DLBCL) et de type activé B périphérique (ABC-DLBCL) et finalement les désordres associés aux
myélomes multiples (MM) tels que la gammapathie monoclonale de signification indéterminée (MGUS). Source : Reprinted by permission from Macmillan
Publishers Ltd: Nature Biotechnology, Georgiou G, Ippolito GC, Beausang J, Busse CE, Wardemann H, Quake SR. The promise and challenge of high-
throughput sequencing of the antibody repertoire. Nat Biotechnol. 2014;32(2):158-68, copyright 2014 (licence : 4165010370683)



1.2 Virus de Pimmunodéficience humaine

1.2.1 Survol de I’épidémiologie du virus de ’immunodéficience humaine

Qu’il ait été propagé par voie sexuelle, par utilisation d’équipement souillé servant a la
consommation de drogues injectables ou a des soins médicaux ou encore qu’il ait fait I’objet
d’une transmission verticale, le virus de I’immunodéficience humaine (VIH) touchait pres de

36,7 millions de personnes en 2016* avec une incidence de 2,1 millions d’infections®.

Au sein d’une population, tous les individus ne sont pas exposés au méme risque de
contracter le VIH. Certains groupes comptent un nombre démesuré de personnes infectées,
alors qu’ils ne représentent qu’un faible pourcentage de cette population. En outre, les jeunes
femmes de 15 a 24 ans sont, a elles seules, représentent 20 % des nouveaux cas, alors qu’elles
ne forment qu’une mince proportion de la population adulte mondiale**. Cette vulnérabilité est
entre autres causée par les inégalités sociales et sexuelles dont souffre cette communauté®®,
Parmi les autres groupes a risque résident les utilisateurs de drogues injectables (UDI), les
travailleurs du sexe, les hommes ayant des relations avec d’autres hommes (HARSAH), les

. , ., . .. 2 .
personnes incarcérées et les individus transgenres® (Fig.4)

5% 1% H Reste de la population
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‘ H Partenaires sexuels des populations a risque
12% Hommes ayant des relations avec d'autres
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B Cosommateurs de drogues injectables

56%
¥ Travailleurs du sexe

18%
B Personnes transgenres

Figure 4.  Répartition relative mondiale, en 2017, des nouvelles infections par le VIH au
sein des populations a risques

Source : Les données employées sont issues du rapport UNAIDS Data 20172



En plus des disparités individuelles, il existe également une grande hétérogénéité entre
les pays développés et ceux en développement. L’an dernier, alors que 2,1 millions
d’individus résidant en Amérique du Nord ainsi qu’en Europe centrale et occidentale étaient
touchés par le VIH, 1I’Afrique orientale et australe était quant a elle la source de 19,4 millions
de personnes vivant avec le VIH (PVVIH)*. Pourtant, ces régions n’abritent qu’un peu plus
de 6 % de la population mondiale. Parmi ces millions de personnes, on comptait 790 000
individus nouvellement infectés, ce qui représente prés de 44 % des nouvelles infections a

2
travers le monde?®.

Encore en 2016, seuls 76 % des individus séropositifs avaient connaissance de leur
statut et 60 % d’entre eux ont eu acceés a des agents antirétroviraux (ARV). De ces 60 %, la
moitié¢ a pu atteindre une suppression virale. En comparaison, en 2014 au Canada, 80 % des
individus infectés par le VIH étaient au courant de leur état médical. De cette proportion, 76 %
recevaient une thérapie antirétrovirale (TAR) et 89 % d’entre eux ont atteint une suppression
virale?”. Bien que des efforts considérables soient encore nécessaires pour lutter contre le VIH,
d’importants progres ont été réalisés a travers la planéte relativement a I’acces aux ARV, aux
soins de santé et aux plans de prévention des infections. L’essor du déploiement des ARV,
rendu possible grace a des régimes de santé publique améliorés, a des programmes
internationaux mis en en place par des organismes tels que I’Organisation mondiale de la santé
(OMS) et au développement de nombreux médicaments™, permet de rejoindre un nombre
croissant de PVVIH. Ceci est d’une importance majeure dans la décroissance du nombre de
déces associés au syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA) qui a d’ailleurs diminué de
prés de la moitié entre 2005 et 20152, Egalement, des efforts considérables dans la prévention
des infections acquises par transmission verticale ont permis de limiter les nouveaux cas
pédiatriques 4 150 000 en 2015 comparativement & un bilan de 290 000 infections en 2010**.
Bien que la courbe globale du déclin de I’incidence du VIH tend a étre trés modeste depuis
2010, une baisse de plus de 50 % a été observée entre 2010 et 2015 dans le nombre d’enfants
de moins de 15 ans nouvellement infectés’®. Conjointement & la disponibilité des traitements
pédiatriques contre le VIH, cette diminution d’incidence a un effet prépondérant sur

’affaiblissement considérable de la mortalité liée au SIDA observé entre 2010 et 2016 6.



Au Canada, la prévalence du VIH a été évaluée a un peu plus de 0,2 % en 2014* avec
une estimation révisée la méme année a un peu plus de 65 500 PVVIH?’. Comparativement a
2011, ceci constitue une hausse de la prévalence qui peut s’expliquer a la fois par une
incidence toujours existante bien qu’en perte d’intensité et par la réussite des TAR ainsi que
du dépistage/diagnostic précoce menant a une amélioration de 1’espérance de vie des individus
infectés®!. Au méme titre que dans de nombreux pays industrialisés, les UDI, les HARSAH
ainsi que les personnes issues de régions ou le VIH est endémique sont les populations avec la
plus forte incidence d’infections’. De plus, les populations autochtones sont significativement
plus touchées avec, en 2014, 10,8 % des nouveaux cas alors qu’elles ne représentent que 4,3 %

des habitants du Canada®’.

1.2.2 Vue d’ensemble de la structure, de la réplication du VIH-1 et de la

fonction des classes d’antirétroviraux

Le VIH-1 est inscrit au sein de la famille des Retroviridae. 11 s’agit d’un virus dont le
génome est constitué de deux molécules d’ARN identiques toutes deux simple brin. Ces
derniéres comprennent, au méme titre que les autres virus de cette famille, les génes gag, po/
et env qui sont respectivement responsables des protéines de structures, des enzymes intégrase
et transcriptase inverse et protéase et finalement des protéines de I’enveloppe gp41 et gp120.
En plus de ces trois genes, plusieurs génes accessoires et régulateurs sont inscrits au sein du

génome du VIH-1. Ces derniers comprennent vif, vrp, vpu, nef, tat et rev (revu dans>>>°).

La particule virale est délimitée, au niveau externe, par une membrane comprenant une
bi-couche lipoprotéique dans laquelle sont ancrées les glycoprotéines Env. Sous cette
membrane se retrouvent d’une part une matrice qui est rattachée a la couche interne de
I’enveloppe et d’autre part une nucléocapside qui renferme les molécules génomiques, la
transcriptase inverse, I’intégrase, la protéase ainsi que certaines protéines accessoires (revu

dans33'36)
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La glycoprotéine de I’enveloppe est composée de trois hétérodimeres de gpl120 et de
gp41 liés de maniére non covalente. La gp120 est considérablement glycosylée, comme en
témoignent ses 25 sites de N-glycosylation (revu dans®’). Cette forte glycosylation permet 4 la
fois d’assurer la protection des sites vulnérables du trimére contre une neutralisation par les

anticorps> >

et de rendre la gpl120 indiscernable des glycans présents dans I’hdte (revu
dans*). En ce qui concerne la gp4l, ils s’agit de la sous-unité transmembranaire d’Env.
Ensemble, la gp120 et la gp41 jouent un réle fondamental dans le cycle de réplication du VIH-
1 en permettant I’attachement et I’introduction du virus au sein, principalement, des
lymphocytes T actifs exprimant le CD4, mais également des lymphocytes T CD4" au repos,
des monocytes, des cellules dendritiques et des macrophages (revu dans*'). La gp120 a pour
fonction de reconnaitre le récepteur CD4 des lymphocytes T ainsi que les récepteurs de
chimiokines CXC de type 4 (CXCR4, C-X-C chemokine receptor type 4) ou CC de type 5
(CCRS, C-C chemokine receptor type 5) agissant comme corécepteurs selon le tropisme viral.

Quant a la gp41, elle médie la fusion de la membrane virale avec celle de la cellule héte a la

suite a un changement de conformation du complexe protéique.

Une fois au sein de la cellule hote, la décapsidation, la transcription du génome ARN
en ADN s’exécutent au sein du cytoplasme. Le génome ADN, sous forme de complexe de pré-
intégration, est ensuite transféré au niveau nucléaire ou l’intégrase permet 1’insertion de la
séquence virale au sein du génome de la cellule hote. Sous forme intégrée, le provirus peut
ainsi étre répliqué et transcrit en de multiples copies ARN, transporté au cytoplasme et traduit
par machinerie cellulaire. Ainsi, de nouveaux virions immatures peuvent étre assemblés et

peuvent bourgeonner de la membrane cellulaire (revu dans*

) (Fig.5). S’en suit un processus
de maturation durant lequel le précurseur Gag est scindé pour produire les multiples protéines
Gag, soit les protéines pl7, p24, p7 et p6 qui sont respectivement responsables de la matrice,
de la capside, de la stabilisation des dimeres de I’ARN viral au niveau de la nucléocapside et

finalement de I’assemblage et la relache des particules virales (revu dans*)(Fig.5).

Plutot que de procéder a la production de nouvelles particules virales, le VIH peut

¢galement adopter une forme latente qui contribue a la formation de réservoirs viraux,
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notamment au sein des lymphocytes T CD4" mémoires quiescents de longue durée, ainsi que
dans les macrophages et des monocytes (revu dans*?). En absence d’une transcription active,
le VIH peut étre persistant malgré la présence d’ARV, sans compter que la localisation de
plusieurs des réservoirs viraux les rend souvent réfractaires a la pénétration des TAR (revu
dans®). Ces réservoirs sont d’ailleurs ce qui explique pourquoi I’arrét d’une TAR résulte en

un rebond de la charge virale (CV) aprés une période plus ou moins longue**.
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Figure 5. Cycle de réplication du VIH-1

Note : Le cycle de réplication est initi¢ lorsque la gpl120 fait la reconnaissance du récepteur CD4 et du co-
récepteur a la surface des cellules T CD4', des monocytes, des cellules dendritiques et des macrophages (revu
dans*"). La gp41 induit alors la fusion membranaire, ce qui permet I’introduction du virus au sein de la cellule.
S’en suivent la décapsidation et la transcription inverse du génome ARN viral. Cette étape peut étre neutralisée
par les inhibiteurs nucléosidiques ou non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTI ou NNRTI). Par la
suite, le génome ADN couplé au complexe pré-intégrateur (PIC) transite au noyau ou il est intégré par I’intégrase
virale au génome cellulaire. Son activité enzymatique peut toutefois étre bloquée par les inhibiteurs du transfert
du brin de I’intégrase. Dans le cas contraire, le provirus pourra étre répliqué, transcrit et traduit par la machinerie
cellulaire, aprés quoi de nouveaux virions pourront étre assemblés et relachés par bourgeonnement. Une fois
relaché, le virus doit procéder a sa maturation en scindant le précurseur Gag pour former les protéines de
structures (revu dans>°)
Source : Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature reviews Microbiology, Barre-Sinoussi
F, Ross AL, Delfraissy JF. Past, present and future: 30 years of HIV research. Nature reviews Microbiology.
2013;11(12):877-83, copyright 2013, (licence 4153350937315)
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Bien qu’une infection au VIH ne soit pas curable, un grand nombre de TAR sont
aujourd’hui sur le marché et permettent de restreindre 1’avancement de la maladie chez
I’individu touché et de limiter sa transmission. Ces traitements agissent sur diverses cibles du
cycle de réplication virale telles que la transcription de I’ARN viral en ADN, I’intégration de
cet ADN viral au génome cellulaire et la maturation des particules virales immature en virus
infectieux (Fig.5). De maniére générale, la thérapie primaire standard est constituée d’une
combinaison de trois ARV dont deux sont habituellement des inhibiteurs nucléosidiques de la
transcriptase inverse (INTI)*. Ce type de régime s’est montré efficace pour atteindre une CV
indétectable et la conserver ainsi chez une trés grande majorité des individus respectant leur

TAR (revu dans*®).

Malgré que les TAR fassent transiter I’infection au VIH d’un diagnostic mortel en une
maladie chronique, elles ne permettent pas toujours de restaurer une fonction immunitaire

, 4 ., . .
adéquate (revu dans®’) et elles sont associées avec certains effets secondaires adverses comme

., ., 48- , .
une perte de la densité minérale osseuse®™ ™, le développement de maladies

51,52 53, 54

cardiovasculaires™ ’ °“, une exacerbation des dysfonctions rénales

56-58

, une dyslipidémie (revu

dans™) et de I’anémie

1.2.3 Physiopathologie du VIH

Généralement, I’infection par le VIH se décompose en trois phases a la suite de la
séroconversion (Fig.6). Au cours de la premiére période, qui s’étend sur six & douze semaines,
le virus entre d’abord dans une phase d’amplification au site d’infection durant une dizaine de

journées, apres quoi il devient détectable en raison de sa propagation systémique dans de

34, 59

nombreux organes lymphoides(revu dans ). Cette forte expansion se traduit par une

virémie considérablement élevée et a pour conséquence une chute drastique du compte

35, 41, 59

lymphocytaire T CD4" (revu dans ). Durant ce temps, une certaine proportion des

individus infectés ressentent des symptomes tels que de la fievre, des éruptions cutanées, de la

fatigue et de 1’adénopathie®® ®'.
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Il s’ensuit une phase chronique qui débute par un déclin de la CV di aux réponses
immunitaires innée et adaptative de I’hdte (revu dans®) (Fig.6). Ce déclin n’est que
sporadique, puisqu’il y a subséquemment une augmentation graduelle de la virémie et une
baisse des lymphocytes T CD4" sur plusieurs années. La persistance virale méne a une
inflammation quasi perpétuelle ayant pour effet de mettre en jeu l’intégrit¢ des tissus

lymphoides (revu dans™) et d’épuiser la réponse lymphocytaire T (revu dans*").

La période de latence fait place au SIDA lorsque le compte de CD4 est de moins de
200 cellules/mm’. Dans un tel contexte, de multiples infections opportunistes causées en outre
par Candida albicans, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans, Mycobacterium
tuberculosis, Streptococcus pneumoniae et Pneumocystis jirovecii surviennent®. En ce qui
concerne la tuberculose, bien que sa fréquence soit exacerbée par I’immunosuppression (revu
dans®), elle constitue un probléme de santé majeur de maniére précoce dans I’infection au
VIH* en accélérant, en outre, la détérioration immunitaire (revu dans®). A 1’heure actuelle,
elle est la premiére cause de mortalité chez les PVVIH au niveau mondial avec 400 000 déces
enregistrés en 2016%. L’Organisation mondiale de la santé souligne d’ailleurs que I’infection
au VIH rend les individus 16 a 27 fois plus susceptibles de développer une tuberculose active
comparativement & la population non infectée®. Cette susceptibilité provient a la fois d’une
réactivation augmentée des infections latentes, notamment dans le contexte du syndrome de
reconstitution immunitaire suite a ’initiation des TAR, et d’un risque supérieur d’infection

primaire et de réinfection (revu dans® %),

Quelque soient les infections opportunistes dont pourraient souffrir les PVVIH et les
autres facteurs de risque reli¢ a I’'immunodéficience, 1’atteinte de la phase sidatique suite a la
contraction du VIH résulte en un risque de mortalité¢ trés élevé en absence d’intervention

médical (revu dans®).
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Figure 6. Evolution clinique d’une infection typique par le VIH en absence de traitements
antirétroviraux

Note : Durant la phase aigu€, le virus s’amplifie au site d’infection, aprés quoi il se disperse de maniére
systémique, ce qui est pergu par une hausse de la virémie (revu dans** *"* ). Au cours de la phase chronique qui
peut s’étendre sur de nombreuses années, 1’infection est dite latente ce qui n’implique toutefois pas une absence
de la progression de la maladie. Bien au contraire, le compte de CD4 décroit tranquillement alors que la charge
virale augmente progressivement (revu dans’'). Lorsque la concentration lymphocytaire T CD4" atteint
200 cellules/mm’, la PVVIH est atteinte par le SIDA (AIDS) qui se caractérise par une grande susceptibilité aux
infections opportunistes et qui méne a la mort de I’individu (revu dans®). Source : Reprinted from Trends in
Genetics, vol. 26, An P, Winkler CA, Host genes associated with HIV/AIDS: advances in gene discovery, pp.
119-31, Copyright 2010, with permission from Elsevier (licence 4156200127841)

Bien que cette cinétique d’infection soit commune a beaucoup des PVVIH, elle connait
des variations en terme de vitesse de progression de la maladie. En effet, certaines personnes
sont considérées comme des contrdleurs élites, signifiant qu’elles sont capables de maintenir
leur CV en dessous de 50 copies/ml pour plus d’un an en absence de traitement’. Moins de

0,5 % de la population infectée répond ainsi a 1’infection par le VIH'" 72

. Par ailleurs, il existe
les contrdleurs virémiques qui représentent moins de 1 % des gens infectés’'. Ces individus
sont en mesure de contenir leur virémie a de bas niveaux, soit généralement entre 200 et 2000
copies/ml, en absence de TAR™, et ce, pour au moins un an’’. Ces deux groupes d’individus
sont souvent intégrés au sein des personnes « asymptomatiques a long terme » qui sont
caractérisées par une capacité a conserver, sans médication, un compte de CD4 constant et
relativement élevé pendant de nombreuses années”. Ces personnes ne présentent

\

habituellement pas de symptome clinique apparent et représentent de 5% a 15% des

15



personnes séropositives (revu dans™). A [D’inverse, certaines PVVIH progressent
excessivement vite dans la maladie. Elles atteignent généralement un compte de CD4 associé

au SIDA dans un trés court délai a la suite de la séroconversion’.

Ces cinétiques particuliéres de progression de la maladie sont causées par de nombreux
facteurs qui ne sont pas encore tous connus. Plusieurs études ont permis d’éliminer sinon de
discréditer 1’idée que la capacité des PVVIH a contréler leur virémie serait due a une infection
par des souches déficientes (revu dans’®). Ce qui est certain, c’est que de multiples

oo . o . . 69,73,
composantes génétiques et immunitaires sont impliquées (revu dans® 7> 7%),

1.3 Impact du VIH sur la grossesse et son déroulement

1.3.1 Condition obstétricale et périnatale

En grossesse, 'infection au VIH ainsi que plusieurs aspects cliniques et socio-
¢conomiques peuvent engendrer des effets adverses sur le déroulement de la gestation et la
condition maternelle et du nouveau-né. Il en résulte une morbidité et parfois méme une

e . . N 8,79
mortalité plus importante tant chez le nourrisson que chez la mére”’ (revu dans’® 7).

Dans une étude rétrospective menée aux Etats-Unis, il a été soulevé que les femmes
enceintes vivant avec le VIH connaissaient plus fréquemment une rupture prématurée des
membranes comparativement aux femmes non infectées’’. Dans un méme ordre d’idée, leur
statut séropositif a été associ€¢ avec un risque plus élevé de mettre au monde un enfant
prématuré’” *. D’ailleurs, une méta-analyse menée par Xiao et al. a souligné que les femmes
vivant avec le VIH avaient deux fois plus de risque d’accoucher avant 37 semaines de
gestation. Pour expliquer ce phénomene, I’équipe a mis en cause I’immunosuppression, les
débalancements immunitaires causés par l’infection ainsi que 1’intégrit¢é compromise du
placentaso. Le role des TAR et des traitements antirétroviraux hautement actifs (TAHA) dans

la prématurité a cependant été écarté par cette équipe et d’autres groupes®', bien que d’autres
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aient soulevé des liens possibles avec le moment d’initiation des TAR et avec la nature du
régime d’ARV*®_ 1’¢quipe de Palacio, quant 4 elle, a été en mesure de faire une association
entre une expression plus élevée de CD14 solubles et de lipopolysaccharide-binding proteins
(marqueurs inflammatoires attribués a la translocation microbienne) et le phénomeéne de
prématurité. Ces marqueurs étaient exprimés de manic¢re dominante chez les femmes infectées
par rapport aux femmes saines deés le premier trimestre et constituaient un prédicateur

o . 1
significatif d’un accouchement avant terme®'.

En plus des risques de prématurité, Arab et al. ont observé que les nouveau-nés
connaissaient un retard de croissance intra-utérin’’, ce qui est associé avec un environnement
pro-inflammatoire®. Cela porte & croire que le débalancement de I’immunotolérance vu chez
certaines femmes séropositives en est la cause. Dans la méme optique, Xiao ef al. ont souligné
un faible poids a la naissance chez ces bébés. Les mémes attributions que celles faites avec la
prématurité ont été soutenues par 1’équipe®. Des associations entre ces issues adverses de la
grossesse et certains parametres relatifs a la nutrition maternelle ont été décrites par Mehta et
al. en 2008. En effet, leurs travaux ont permis de mettre en valeur qu’un faible indice de masse
corporelle chez la femme enceinte vivant avec le VIH était relié avec un risque plus élevé de
prématurité et de faible poids a la naissance. Quant a I’anémie, probléme trés récurrent chez
les PVVIH, elle était associée aux fausses-couches, a une mortinatalité élevée, a des
accouchements prématurés et a un faible poids a la naissance™. De plus, 1’étude a révélé qu’un
taux d’hémoglobines sous-optimal aggravait le risque de transmission verticale du VIH in
utero et durant les premiéres semaines de vie™. Certes, I’anémie et un indice de masse
corporelle réduit sont aussi responsables d’effets adverses sur la grossesse et le nouveau-né en
absence d’infection au VIH*® *. Or, la fréquence élevée de 1’anémie chez les PVVIH (revu
dans®) et son impact sur le risque de transmission verticale font valoir I’importance de
surveiller avec rigueur 1’état nutritionnel des femmes enceintes séropositives, notamment dans

les pays ou les ressources et les suppléments alimentaires sont davantage limités.
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Par ailleurs, les TAR ont été associées avec certaines pathologies durant la grossesse. 11
a ¢ét¢ démontré par Sansone et al. que les femmes vivant avec le VIH avaient un risque
significativement plus grand de souffrir de prééclampsie que les femmes séronégatives™.
Certaines études ont établi un lien entre les troubles hypertensifs de la grossesse, dont fait

A% Le TAHA amenant a une reconstitution

partie la prééclampsie, et I’utilisation de TAH
de la fonctionnalité d’une réponse de type Thl, la prééclamspie pourrait découler d’une perte
de I’immunotolérance feetale (revu dans’®). Il en est d’autant plus intéressant qu’en absence de
traitement, 1’infection au VIH a pour impact de diminuer le risque de prééclampsie’™ *2. A titre
informatif, une réponse Thl se veut pro-inflammatoire par la nature des cytokines impliquées
comprenant, en outre, l'interféron (IFN) vy, D'interleukine (IL) 2 et le facteur de nécrose
tumorale (TNF, Tumor necrosis factor) P. Elle est déployée pour éliminer les pathogenes

. . . . , r . . 93, 94
intracellulaires et est impliquée dans la réactions autoimmunes (revu dans”>°%).

L’infection par le VIH stimule, chez les individus infectés, le déploiement d’une
réponse immunitaire pour tenter d’éliminer sinon de contenir I’agent infectieux ainsi que les
infections opportunistes (revu dans’). Il en découle une activation immunitaire chronique,
notamment au niveau des lymphocytes T et des cellules innées, qui résulte en une
inflammation persistante chez les PVVIH (revu dans’). En grossesse, il est primordial de
conserver un état immunitaire d’immunotolérance sans quoi peuvent survenir des arréts
spontanés de grossesse ou une prématurité (revu dans’). Pour cette raison, il y a sécrétion
placentaire et feetale de cytokines associées a une réponse Th2, ce qui tend & contrecarrer les
réponses maternelles de type Thl (revu dans’). Lorsqu’il y a un déséquilibre dans cet état
d’immunotolérance, qu’il soit conditionné par le TAHA® ou par une co-infection, des
répercussions sur le dénouement de la gestation, ainsi que sur la santé du bébé et de la mére
s’ensuivent (revu dans’’). D’ailleurs, les conclusions des travaux de 1’équipe de Palacio en
sont un bel exemple. En effet, la concentration élevée de CD14 soluble généralement attribuée
a lactivation des monocytes suite a une stimulation par les lipopolysaccharide (LPS)’® a été
associée avec un risque de prématurité, et ce, méme sous un régime d’ARV®'. D’autres
travaux ont méme relaté que les femmes enceintes infectées avaient des niveaux plus élevés de

marqueurs d’inflammation que les femmes infectées n’étant pas enceintes, suggérant un effet
q q )
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synergique de ces deux conditions sur I’inflammation’”. Les trophoblastes et les cellules
immunitaires de leur placenta sont également plus enclins a sécréter certaines cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-o., I'IL-6 et I'IL-B (revu dans’®) et I’on retrouve une médiane
plus élevée de TNF-o ' et d’IL-8'"" dans leur environnement placentaire. Bien que ces
cytokines représentent un risque pour le maintien de I’immunotolérance, d’autres présentes au
niveau placentaire, telles que le facteur inhibiteur de leucémie (LIF, Leukemia Inhibitory
Factor), I'IL-10, RANTES (Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted)
et I’'IL-16, pourraient contribuer a limiter la dissémination du VIH'". D’ailleurs, il y a une
expression égale ou plus forte de ces cytokines dans le placenta des femmes infectées

. . 10
comparativement aux femmes saines'".

Comme il a été abordé précédemment, les PVVIH ont une plus grande susceptibilité
aux infections actives engendrées par le Mycobacterium tuberculosis®®. En grossesse, les
femmes vivant avec le VIH sont 10 fois plus susceptibles de développer une tuberculose que
les femmes enceintes séronégatives'®'. En contexte de co-infection chez la femme enceinte, le
risque de mortalité de la mére et de I’enfant connait une augmentation de 300 % et I’ Afrique
se voit particuliérement affectée par ces décés'”. Bien que les travaux de Salazar-Austin ef al.
n’aient pas témoigné d’un taux de mortalit¢ a la hausse au sein des femmes co-infectées
comparativement a celles vivant uniquement avec le VIH, leur étude, menée en Afrique du
Sud sous I’ére des TAR, a mis en valeur qu’elles avaient une fréquence plus élevée de
prééclampsie et que leurs nouveau-nés avaient plus fréquemment un poids inférieur a 2500 g
et qu’ils étaient admis plus fréquemment au soin intensif dans leurs premiers temps de vie'"?.
Bien qu’a leur naissance, les enfants ENI issus de meéres co-infectées par le VIH et la
tuberculose avaient un taux de mortalité similaire a ceux nés de meres mono-infectées par le
VIH, un plus grand nombre de déces a été remarqué dans leur premicre année de vie. Quant
aux travaux de Bekker et al. menés en 2011 au Cap, capital de 1I’Afrique du Sud, ils font état
d’un taux de mortalité plus élevé chez les nouveau-nés de meres co-infectées par le VIH et le
Mycobacterium tuberculosis comparativement a ceux issus de meres séronégatives pour le
VIH ayant eu une tuberculose en grossesse'””. D’ailleurs, une mortinatalit¢ légérement

’ c gax , . , . , 1 ..
augmentée a aussi ¢té notée chez les femmes co-infectées au sein de cette étude'™. Ainsi, ces
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observations indiquent que la co-infection au VIH et au Mycobacterium tuberculosis affecte
négativement la santé de la mere et de son enfant dans les régions ou ces deux maladies sont

endémiques, et ce, méme a I’ére des TAR.

Outre ces effets adverses, I’infection par le VIH et/ou les régimes d’ARV ont été
associés a d’autres troubles, comme des risques plus ¢élevés d’anémie, de toxicité
mitochondriale et d’hémorragies obstétricales (revu dans’®). Bien que les TAR pourraient étre
responsables de certaines de ces conditions, il n’en reste pas moins qu’elles permettent de
réduire de maniere significative le risque de transmission verticale, et pour cette raison, les
communautés scientifique et médicale recommandent ['utilisation de tels traitements chez les

1.3.2 Transmission verticale

La transmission verticale du VIH peut survenir in utero, durant 1’accouchement ou
encore lors de ’allaitement. En absence de tout traitement, le risque de transmission est tres
faible en début de grossesse, augmente autour de la 14° semaine pour atteindre un pic s’étalant
des derniéres semaines de gestation jusqu’a 1’accouchement selon le modéle de Kourtis et
al""’(Fig.7). Les estimations proposées par ce groupe vont de pair avec ceux de I’équipe de
Shaffer'”, bien que leurs données différent quelque peu. Pour le méme temps d’allaitement,
cette équipe estimait un taux de transmission général de 25 a 35 % avec un risque de
transmission de 5 a 10 % en grossesse, de 10 a 20 % a ’accouchement et de 1 a 10 % lors de

allaitement'®,

Certains facteurs cliniques augmentent les risques de transmission du VIH in utero ou
a ’accouchement. Bien évidemment, la virémie maternelle joue un réle fondamental dans la

possibilité de transmettre ’infection’® ' 11

, mais parmi les autres facteurs, on retrouve la
. .o 111 . . . , 9 .
chorioamnionite'"", les co-infections comme chlamydia et la gonorrhée (revu dans’), ainsi

, el g . . . . 112 £
que la présence d’activité réplicative virale au niveau du tractus vaginal ~. Egalement, la
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présence d’une forte concentration de CD14 solubles qui résulte de la réponse des monocytes

envers les LPS est significativement associée avec un risque de transmission verticale in
9 . . . . . ™ .y N N\

utero’®. Cette augmentation du risque de transmission pourrait étre associée a une barriere

mucosale endommagée qui aurait pour conséquence une translocation microbienne plus

importante.
Number at risk 100
Time of exposure | <14 weeks [ 99 | 14-36 95 | 36weeks | 83 | pelivery | 75 | Breast- 69
p{ weeks p| through > p| feeding p| uninfected
labour

Number infected \—P 1 ‘—P 4 \—P 12 \—P 8 \—P 6 —»
31
infected

Transmission (%)
during each time period 4% 13% 39% 26% 18%

Figure 7. Moment estimé de la survenue de la transmission verticale du VIH chez une
femme en absence de toute intervention

Note : Cette estimation du taux de transmission verticale faite sur un total de 100 enfants qui sont nés de méres
infectées par le VIH et qui n’ont jamais été exposés a une TAR maternel. Une période d’allaitement de six mois a
été considérée. Le nombre situé au-dessus des fléches entre les cases vertes représente le nombre d’enfants a
risque d’acquérir le VIH. La période critique pour la transmission du VIH s’étend de la 36° semaine de gestation
jusqu’a l’accouchement. Le risque de transmission durant I’allaitement et entre les 14° et 36° semaines de
gestation sont similaire'’ Source : Reprinted from The Lancet, Vol. 6, Kourtis AP, Lee FK, Abrams EJ,
Jamieson DJ, Bulterys M., Mother-to-child transmission of HIV-1: timing and implications for prevention,
pp.726-32, Copyright 2006, with permission from Elsevier, (licence 4158790123338)

La transmission postnatale du VIH se fait principalement par 1’allaitement. Le risque
associé a cette pratique dépend, entre autres, du compte de CD4 de la mere, de sa CV, de la
survenue d’une mastite, du temps d’allaitement ainsi que d’une alimentation mixte (substitut
du lait maternel et lait maternel) du bambin '"’. En absence de toute intervention médicale,
pour une période d’allaitement de 6 mois, 18 % des enfants allaités seront infectés par le VIH
(Fig.7)'"". Cette incidence augmente a 39 % si la période d’allaitement se prolonge entre 18 et
24 mois'"”". Dans les régions en développement, 1’adoption d’une alimentation mixte constitue
un risque supplémentaire de transmission verticale, et ce, bien que la mére soit sous TAR. En
effet, dans une étude menée par Anigildjé et al., les enfants nourris sous ce modele avaient une
survie sans VIH (HFS, HIV-free survival) de 75,7 % a trois mois de vie, alors qu’elle était de

97,4 % et de 99,1 % respectivement pour les enfants nourris au sein exclusivement et pour les
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enfants nourris seulement aux substituts . A 18 mois, la HFS diminuait pour tous les
modeles d’alimentation, mais significativement plus pour 1’alimentation exclusive aux
succédanés de lait maternel. L’équipe a aussi noté un plus fort taux de mortalité chez les
enfants qui sont sous une alimentation mixte'". D’autres études supportent aussi les bénéfices
d’une alimentation exclusive au lait maternel si la femme est sous TAR'* '3, La salubrité de
I’eau et la nature des substituts au lait maternel sont en cause dans la morbidité diarrhéique et

e ’ \ . . 113,11
la mortalité observées dans les autres modéles d’alimentation (revu dans'™ '),

Une trés grande proportion de ces facteurs de risque peut étre limitée par
I’implémentation de stratégies préventives dont un acces a des TAR et une surveillance de la
CV maternelle avant, durant et aprés la grossesse ' '®. D’ailleurs, 1’essai clinique du
Pediatric AIDS Clinical Trials Group Protocol 076 Study Group de Connor et al. a bien
démontré 1’efficacité¢ de la zidovudine (AZT) donnée a la meére et en prophylaxie chez le
nouveau-né dans la prévention de la transmission verticale'"®. Les travaux de Hoffman et al.,
de Townsend et al. et de Forbes et al. mettent bien en valeur I’importance d’initier les TAR

. * 14 -118, 120, 121
rapidement en grossesse et idéalement avant celle-ci''® '2*

. Effectivement, chez les femmes
amorgant le traitement une fois enceintes, chaque semaine supplémentaire sous les ARV
réduisait le risque de transmission de 8 %''"®. Selon les résultats de trois études, lorsque la
TAR est initiée avant la grossesse, les risques de transmission se situent en bas de 1 %, alors
qu’une médication débutée durant la grossesse augmente le risque au-dela de 1,2 %'*" '??
voire jusqu’a 5,7 %"'"® selon les mesures de suivi périnatal. Globalement, dans les régions
développées ou le soutien obstétrical est omniprésent et ou 1’acces aux TAR/TAHA est

, . .. . . . . 9
répandu, le risque de transmission verticale s’inscrit en bas de 1 % (rapporté dans’”).
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1.4 Enfants exposés au VIH mais non infectés

1.4.1 Apercu des lignes directrices actuelles pour la prévention de la

transmission verticale

En 2013, I’OMS a recommandé que les femmes enceintes et celles allaitant aient acces
aux TAR/TAHA, et ce, au moins jusqu’a la fin de la période de risque de transmission
verticale. Cette politique est mieux connue sous le nom de « Option B+ » '%. A cette époque,
I’OMS proposait aussi un maintien a vie de la thérapie indépendamment de leur virémie et
leur condition immunitaire, mais c¢’est réellement en 2016 que cette politique a été adoptée

plus fermement ',

Au Canada et aux Etats-Unis, les lignes directrices quant au mode d’accouchement
recommandent de procéder par un accouchement vaginal si la femme a une CV inférieure a
1000 copies/ml durant les quatre derniéres semaines (Canada) ou dans les derniers temps
(Etats-Unis) avant I’accouchement * '*5. Les normes canadiennes stipulent qu’il est plus
sécuritaire de pratiquer une césarienne, et ce, autour de la 38° semaine de gestation si la mére
exprime une virémie au-dela de 1000 copies/ml ou inconnue, et si elle n’est pas sous une

combinaison de TAR efficace 24

. Une étude rétrospective canadienne a démontré qu’il n’y
avait pas de différence significative dans 1’incidence de la transmission verticale entre les deux
modes d’accouchement pour les femmes sous TAHA "', Le risque de transmission était
cependant plus important pour 1’accouchement vaginal si la TAR maternelle était sous-
optimale ou absente durant la grossesse. Dans un tel cas, le risque de transmission s’¢levait a
10,8 % alors qu’il était de 3,8 % pour la césarienne '*'. En général, les femmes atteintes par le
VIH subissent davantage de complications en postpartum que la population générale,
indépendamment du mode d’accouchement '**. Cette constatation est toutefois amplifiée

127-129

lorsqu’une césarienne est pratiquée Ainsi, en absence de contrindication,

I’accouchement par voie naturelle est favorisé.
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Les politiques concernant 1’allaitement divergent entre les pays plus fortunés et ceux
ou les ressources médicales sont limitées. L’OMS recommande depuis quelques années que
les femmes sous ARV maintiennent exclusivement une alimentation par allaitement chez leur

1% Elle préconise également que

nouveau-né et leur nourrisson, et ce, jusqu’a six mois d’age
I’enfant soit sous TAR en prophylaxie pour les six premieres semaines de vie si I’enfant est
allaité ', Au Canada, malgré les faibles risques de transmission verticale durant 1’allaitement
chez la femme sous TAR, il est toujours indiqué, par le Comité sur les maladies infectieuses
de la Société des obstétriciens et gynécologue du Canada (SOGC) et par le Groupe canadien
de recherche sur le SIDA chez les enfants (GCRSE), de nourrir I’enfant uniquement avec du
lait maternisé *°. Les Centers for Disease Control and Prevention (CDC,) de concert avec le
Département de la Santé et des Services sociaux des Etats-Unis soutiennent également

’abstention de I’allaitement chez les femmes vivant avec le VIH 13132,

Chez un enfant qui n’est pas allaité, ’OMS recommande qu’il soit mis sous traitement
prophylactique pour quatre a six semaines afin de restreindre les risques de développement
une infection par le VIH postnatale '*. Au Canada, le Comité sur les maladies infectieuses de
la SOGC et le GCRSE suggérent d’initier la prophylaxie dans les 72 h suivant I’accouchement
et idéalement dans les six a douze premiéres heures de vie "°. Il est recommandé que le
régime prophylactique considére la CV maternelle a ’accouchement, qu’il comprenne de

I’AZT et qu’il soit maintenu pendant six semaines '**.

Bien qu’il n’en ait pas été question ici, plusieurs autres mesures préventives ont été
établies par les pays et les organisations mondiales concernant le suivi durant la grossesse '**
124,130, 133 * Ay final, I’ensemble de ces politiques de prévention de la transmission verticale a
permis de donner acces aux TAR a 76% des femmes enceintes touchées par le VIH en 2016.
Par conséquent, cela a mené a diminution drastique de 47 % de I’incidence pédiatrique du VIH
depuis 2010 *°. Ainsi, une population grandissante d’enfants est aujourd’hui exposée au VIH
sans y étre infectée. Dans plusieurs régions de I’Afrique australe, les enfants exposés non

infectés (ENI) peuvent constituer jusqu’a 30% des naissances **.
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. , .. , 1 1 iy .
Que ce soit la conséquence d’une exposition prolongée aux ARV > ¢ d>un milieu in

utero ou I'immunité est déséquilibrée ou d’une exposition au VIH maternel et aux co-

infections qui y sont associées, les enfants ENI présentent des altérations immunitaires ainsi

qu’une mortalité et une morbidité supérieures aux enfants non exposés.

1.4.2 Toxicité mitochondriale

Les INTI, qui sont largement utilisés chez les PVVIH et en prophylaxie chez les
nouveau-nés exposés, engendrent des effets adverses sur la fonction et 1’intégrité¢ des
mitochondries comme initialement rapporté par Blanche et al."*’. Plusieurs mécanismes ont
été décrits pour expliquer I’'impact des INTI sur la fonction mitochondriale. D’abord, les INTI
peuvent inhiber directement I’activité de la polymérase y, qui est ’enzyme responsable de la
réplication de ’ADN mitochondrial (ADNmt). Ensuite, les INTI peuvent s’intégrer a
I’ADNmt et causer la terminaison de 1’¢longation en raison de 1’absence d’un groupement OH
en position 3°. Cela se solde en une déplétion des séquences répliquées. Finalement, il est
possible que les mécanismes de réparation de ’ADN ne puissent corriger adéquatement
I’incorporation des INTI. Il y a alors I’apparition de mutations dans les séquences et des
problémes d’excision peuvent en découler. L’ensemble de ces effets adverses mene a une
perte du niveau de nombreux produits géniques qui sont impliqués dans la phosphorylation
oxydative et donc dans la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) qui est essentielle a

: 138, 139
I’organisme (revu dans"* ).

Les altérations et la toxicité mitochondriales associées a 1’exposition aux TAR chez les
enfants ENI ont ét€¢ mises en lumiére par de nombreuses équipes. Les résultats de ces diverses
¢tudes n’abondent cependant pas tous dans le méme sens et les conclusions restent souvent
conflictuelles. En effet, alors que certains groupes ont montré une augmentation des copies

d’ADNmt chez ces enfants "% ! ¢

autres ont plutdt noté une perte de cet ADN %1% Ay
sein du premier parti, Coté et al. ont remarqué que les enfants ENI nés de méres sous TAHA
et exposés a de I’AZT affichaient une teneur plus importante d’ADNmt que les enfants non

exposés, et ce, méme apres 8 mois de vie. Toutefois, le nombre de copies d’ARNmt chez ces
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bambins était moins élevé que celui chez le groupe controle. Il a été suggéré par 1’équipe que
le niveau supérieur d’ADNmt serait une réponse au stress subi par 1’organelle et permettrait de
contrebalancer 1’altération de sa fonction causée par 1’exposition a I’AZT et au VIH. La plus
faible présence d’ARNmt pourrait, quant a elle, étre un signe d’une altération dans le patron
d’expression génique et dans I’intégrité des transcrits '*’. Ross et al. ont également observé
une hausse de I’ADNmt dans le sang périphérique des enfants ENI exposés aux TAR. Dans la
méme ligne de pensée que 1’équipe précédente, ils proposent que cette augmentation de
I’ADNmt soit le résultat d’'une réponse compensatoire des mitochondries face a la perte de

fonction engendrée par le VIH et les TAR au sein de cet organite '*'.

Bien que Noguera-Julian et al. aient rapporté une quantité plus faible d’ADNmt chez
les enfants ENI, ils ont observé, au méme titre que les deux études précédentes, des signes de
perte de fonctionnalité au sein de la mitochondrie. Plus précisément, le complexe IV de la
CRM présentait une activité réduite durant toute la premicere année de vie des enfants ENI
comparativement aux sujets témoins. Il a semblé toutefois y avoir une cinétique de

" Tout comme cette équipe, Aldrovandi ef al. ont

normalisation de cette fonction avec I’age
aussi noté une quantité plus faible d’ADNmt chez les enfants ENI. De maniére intéressante,
leur étude a permis de comparer la teneur de cet ADN chez les enfants non exposés aux ARV,
exposés uniquement a de I’AZT et exposés a une combinaison d’ARV comprenant de I’AZT
et du lamivudine (3TC). Ainsi, ils ont été capables de voir que bien que les enfants ENI
montraient une déplétion dans ’ADNmt comparativement aux sujets témoins, les enfants
exposés a des ARV avaient davantage de copies de cet ADN. Egalement, une hausse du

niveau de ’ADNmt chez les sujets exposés au VIH a été¢ observée durant leurs 5 premicres

) - 14
années de vie '

Outre la quantit¢ d’ADNmt, des études ont révélé d’autres troubles associés a des
anomalies mitochondriales chez les enfants ENI : présence de mutation dans les séquences
d’ADNmt'*® altération de la morphologie mitochondriale, hyperlactatémie et troubles de

’ 138, 146
neurodéveloppement (revu dans™® 4%,
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1.4.3 Perturbation des parametres hématologiques

Lorsque les paramétres hématologiques des enfants ENI sont analysés, Pacheco et al.
ont constaté une réduction des niveaux d’hémoglobines, de plaquettes, de neutrophiles, de
lymphocytes (plus particuliérement les lymphocytes T CD4") chez les enfants recevant des
ARV comparativement aux enfants naifs au traitement '¥’. Dans cette étude, ces différences
ont ét¢ percues jusqu’a 1’dge de 2 mois, aprés quoi, vers 6 mois, aucune différence
significative n’était notable pour le taux d’hémoglobine et la concentration en neutrophiles .
Le traitement prophylactique prescrit des la naissance et pour six semaines pourrait expliquer
la cinétique de progression des parameétres hématologiques étudiés. Jusqu’a 2 ans d’age, les
enfants exposés aux ARV affichaient des valeurs plus faibles que les enfants naifs pour les
plaquettes, les lymphocytes totaux dont les cellules T CD4" et CDS". Lorsque les enfants ENI
sont comparés entre eux en fonction du type de thérapie auquel ils ont été exposés, les
divergences dans les parametres hématologiques sont plus marquées entre les enfants sans
thérapie et les enfants en multithérapie qu’entre les enfants sans thérapie et ceux sous
monothérapie, et ce, jusqu’a 1I’age de 2 mois. Ces différences s’amoindrissent toutefois apres 6
mois de vie '*. La présence d’inhibiteurs de protéase dans la constitution de la multithérapie
avait peu d’effets sur les résultats hématologiques des enfants traités, sauf sur la présence des

plaquettes.

Une autre étude conduite en 2007 a révélé des observations similaires a celles
effectuées par Pacheco ef al. '*®. En effet, a leur naissance, les enfants exposés a une TAR
présentaient une concentration plus faible d’hémoglobines que la normale. Cette infériorité
¢tait toutefois plus sévere chez les enfants de méres sous TAHA, et ce, jusqu’a quatre
semaines de vie. D’ailleurs, plus de cas d’anémie (toxicité hématologique de grade 2 ou plus)
ont été percus au sein de ce groupe dans les 3 premiers mois de vie et cette donnée était
associée avec 1’exposition au TAHA maternel. Ces observations impliquent que 1’exposition
in utero aux ARV ont un effet direct sur les valeurs hématologiques de ’enfant '**. Tout
comme ce qu’ont observé Pacheco et al., une neutropénie était notable chez de nombreux
enfants ENI a leur naissance. Cependant, cette équipe n’a pas noté de perturbations

considérables au niveau du compte de plaquettes.
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Au méme titre que ces deux études, les travaux de Le Chenadec ef al. ainsi que de El
Beitune et al. ont remarqué un faible niveau d’hémoglobines a la naissance des enfants ENI.
D’autres perturbations de I’hématopoiése congruentes avec les observations discutées ci-haut
ont été également soulignées par ces études et associées avec les ARV ' 13 Ainsi, il est
possible de conclure que I’exposition anténatale et postnatale aux ARV altére le profil

hématologique des enfants ENI.

1.4.4 Risques de mortalité chez les enfants ENI

De nombreuses études ont rapporté une mortalité prédominante chez les enfants ENI.
Une majorité de celles-ci ont eu lieu avant que les programmes de prévention de la
transmission verticale et que 1’utilisation de la névirapine (NVP) chez la meére et le nouveau-né
soient bien instaurés ou méme implantés dans les principales régions endémiques pour le VIH.
Cette mortalité n’est toutefois pas réservée qu’a I’ére pré-TAR. En effet, depuis I’expansion de

151
S

ces politiques, promues plus particulierement a partir de 2002 par I’'OM , un risque de

152-155

mortalité augmenté chez ces enfants a aussi été soulevé , et ce surtout dans la période

r r r 1
néonatale chez les enfants prématurés '>°.

En 2016, Brennan ef al. ont mené une méta-analyse des articles publiés entre 1994 et
2016 portant sur I’étude quantitative de la mortalité des enfants ENI '32. Ce travail a permis
d’estimer, toutes causes et toutes époques confondues, que les enfants ENI des pays a revenus
faibles et moyens présentaient un risque de mortalité plus élevé de 70 % comparativement aux
enfants non exposés. Ce risque est d’ailleurs significativement plus important
indépendamment de 1’ére dans laquelle les études ont eu lieu, du moment considéré dans les

o , . ;. - . r < 152
deux premiéres années de vie des enfants et de la région africaine étudiée

. Bien que cette
étude permette d’avoir une vue d’ensemble des travaux réalisés sur la mortalité au sein des
enfants ENI, elle est affectée par 1’hétérogénéité significative qu’il y a dans les résultats des
différentes publications. Cette discordance entre les études provient, entre autres, de la
maniére dont elles sont construites, mais également du fait que les politiques de prévention et

les pratiques de soins pédiatriques et obstétricaux ont €té en constante évolution dans les deux
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dernieéres décennies. C’est d’ailleurs ce que souligne fortement une seconde méta-analyse,
publiée en 2016 par I’équipe de Becquet, dans laquelle le risque de mortalité est presque deux
fois plus élevé a 1’dge de 12 mois pour les enfants ENI comparativement au groupe non
exposé. Cette différence n’atteint toutefois pas une valeur statistiquement significative

156

contrairement au risque doublé observé a 24 mois de vie . Encore une fois, la majorité des

¢tudes considérées pour cette méta-analyse a été réalisée avant 1’ére des ARV.

Par ailleurs, il a été remarqué que la mortalit¢ des enfants ENI est plus significative
quand la mére n’a regu aucun ARV que lorsque celle-ci a eu acceés a une thérapie sous-
optimale ou encore & une triple thérapie '*’. Dans cette étude, 17 % des enfants ENI ont perdu
la vie apreés que leur mere soit décédée, ce qui constitue un ratio de risque de 11.1 par rapport
aux enfants ENI n’ayant pas perdu leur mére. D’autres travaux ont aussi mis en valeur 1’effet
de la mortalité maternelle sur le sort des enfants ENI '** "% 15 Cela témoigne de I’importance
de la santé maternelle dans le sort clinique des enfants ENI. Ceci peut s’expliquer par le fait
qu’en absence de soins appropriés apportés par la mere, I’enfant est exposé a plus de
complications médicales qui tardent & étre reconnues. Egalement, si la mére présente un
portrait de santé défaillant, elle risque d’exposer son enfant a davantage de pathogénes qui

sont autrement bien controlés ou absents de 1’environnement infantile.

Outre ’absence de TAR maternelle et le décés de la mere, de multiples facteurs de
natures diverses peuvent étre mis en cause dans la mortalité observée au sein des enfants ENI.
Ces facteurs dépendent, entre autres, de leur vulnérabilit¢ immunitaire, de la condition
médicale du nouveau-né (poids a la naissance et prématurité), des pratiques d’alimentation
pédiatriques et également de la santé maternelle durant et aprés la grossesse. En ce qui
concerne ce dernier parameétre, des associations ont été faites entre une haute virémie
maternelle, un faible taux d’hémoglobine chez la mere et un risque de mortalité élevée chez
les enfants ENI. L’effet du compte de CD4 reste toutefois controversé entre les différentes
études (revu dans'®®). Pour ce qui est de la nutrition et du temps d’allaitement, comme discuté

a la section 1.3.2, ’alimentation mixte et 1’alimentation exclusive aux succédanés de lait
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maternel constituent des risques supplémentaires de mortalité dans les pays a revenu faible et
moyen ' "% En tout, dans les régions endémiques pour le VIH, I’abstention d’allaitement, le
faible poids du nouveau-né, I’inaccessibilité des ARV a vie chez la mere et I’absence de celle-
ci en raison de son déces ont un impact variable, mais considérable sur la survie des enfants
ENI. En fait, 63,6 % de la mortalité observée chez ces derniers sont attribuables a ces facteurs

57 De plus, une grande partie des éléments présentés peuvent également expliquer une

morbidité augmentée chez ces enfants.

1.4.5 Risques de morbidité reliée aux maladies infectieuses

Bien que non infectés, les enfants ENI sont plus enclins a développer des maladies
infectieuses séveres nécessitant 1’hospitalisation et provoquant méme la mort. Les infections
touchant les enfants ENI ne sont, en général, pas différentes de celles retrouvées dans la

population pédiatrique normale ''®

et elles touchent principalement les voies respiratoires.
Cependant, une vulnérabilité inhabituelle envers Pneumocystis jirovecii a été rapportée, ce qui
souléve des préoccupations au sujet de I’intégrité de I'immunité des enfants ENI puisqu’il
s’agit d’un pathogéne habituellement associ¢ aux individus immunodéprimés dont font partie
les PVVIH "% Drailleurs, les travaux de McNally et al. illustrent bien la relation entre ce
pathogene et I’'immunodéficience. Alors que des cas de pneumonie causée par Pneumocystis
Jjorivecii ont été observés chez les enfants touchés par le VIH et exposés a ce dernier, aucun

r o ’ . : 161
des enfants non exposés n’a été affecté par ce champignon opportuniste .

Outre cette infection particuliere, il a été montré que les enfants ENI souffraient plus
fréquemment ou plus séveérement d’une morbidité causée par les Streptococcus du groupe B,

. .. 164
et ce, peu importe leur origine (revu dans'®

). Dans 1’étude belge d’Adler et al., les enfants
ENI étaient 13 fois plus touchés que la population saine du méme age'®. Les résultats des
travaux d’Epalza et al, faits en Suisse, indiquent également une plus grande et sévére
susceptibilité des enfants ENI envers ce pathogéne '%. Il en est de méme a Soweto, Afrique du
Sud, alors qu’entre 2004 et 2008, la population ENI montrait une incidence 2,25 fois plus

grande de cette infection invasive, notamment sous forme de bactériémies et de méningites,
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que le groupe non exposé '*’. La différence d’incidence entre I’étude d’Adler ef al. et celle-ci
peut venir du fait que la fréquence d’infections invasives par les Streptococcus du groupe B
est plus élevée a Soweto (2,72 cas/1000 naissances) que dans la population infantile africaine
et mondiale (1,21 et 0,53 cas/1000 naissances respectivement) '®’. La qualité et I’accessibilité
des suivis médicaux peuvent également étre mises en cause. A noter que plusieurs études ont
rapporté que la fréquence de la colonisation anogénitale par le Streptococcus du groupe B dans
les derniéres semaines de gestation n’est pas différente selon le statut VIH de la femme
enceinte'®'7!. Ainsi, la morbidité causée par ce pathogéne chez les bambins ENI ne découle

donc pas d’une exposition accentuée a I’accouchement.

Une seconde bactérie du genre Streptococcus affecte également plus fréquemment et
séverement les enfants ENI d’Afrique du Sud durant leur premiére année de vie. Selon von
Mollendorf et al. 7, S. pneumoniae est responsable d’une incidence trois fois plus élevée
d’infections invasives chez ce groupe lorsqu’il est comparé aux enfants non exposés. Une
mortalité augmentée due a cette infection a aussi été détectée au sein de ces enfants avant 1’age
de 6 mois. L’équipe a tout de méme observé une diminution, voire une normalisation de la
fréquence des infections invasives par S. pneumoniae entre 2009 et 2013, ce qui suggére une
meilleure prise en charge des infections maternelles au VIH et une implantation efficace de la

vaccination contre les infections & pneumocoque.

D’autres études menées dans les régions a revenu plus €levé ont aussi montré des
perturbations dans la morbidité des enfants ENI. Une étude menée en Amérique latine et dans
les régions des Caraibes par Mussi-Pinhata et al. '™ a rapporté la morbidité chez 462 enfants
ENI pendant leurs six premiers mois de vie. De ces 462 enfants, 61 % ont eu au moins une
infection durant leur suivi. Autour de 77 % de ces infections ont eu lieu dans la période
postnatale (=28 jours) et elles affectaient principalement la peau et les muqueuses (44,4 %), le
tractus respiratoire inférieur (20,7 %) et supérieur (17,4 %). Les infections subies par les
enfants ENI ont nécessité une hospitalisation dans 17,5 % des cas et les causes de leur

morbidité étaient en grande partie des bronchiolites et des pneumonies. Ainsi, les maladies
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infectieuses du tractus respiratoire inférieur avaient un niveau de sévérité considérable
nécessitant une prise en charge par un centre hospitalier. L’ensemble des infections
postnatales était associ¢ avec les parametres de la santé maternelle, dont le compte de CD4,

tout juste aprés I’accouchement et la situation sociodémographique'”.

Au sein de la cohorte européenne de 1’étude de Taron-Brocard et al. 183915 % des
enfants ENI ont connu au moins une infection nécessitant une hospitalisation ou causant la
mort. La majorité des infections avait une source virale, alors que les maladies bactériennes et
fongiques représentaient 22,8 % et 1,1 % des cas respectivement. Dans plus du quart des cas,
I’infection touchait le tractus respiratoire inférieur. L’équipe a enregistré un cas de
pneumocystose, mais la majorité des pneumonies était due a des infections par des bactéries
encapsulées. Il a été¢ également remarqué que, durant la premiére année de vie des enfants
ENI, la morbidité bactérienne reliés aux maladies du tractus respiratoire infé€rieur était
inversement associée au compte de CD4 maternel. De plus, seules les infections causées par
des bactéries encapsulées corrélaient négativement avec ce parametre maternel. Il est donc
possible de supposer que I’'immunit¢ humorale des enfants ENI est affectée par 1’état

. oo . 1
immunitaire de la mére ',

Une étude plus récente effectuée par Adler et al. ' fait part d’observations trés
similaires a celles de Taron-Brocard ef al., notamment au niveau de la fréquence des infections
séveres, de la présence élevée d’infections par des bactéries encapsulées, d’une atteinte
prédominante du systéme respiratoire et d’une association quoique non significative entre un
compte de CD4 maternel en-dessous de 200 cellulessmm’ et une fréquence plus élevée
d’infection séveres. De plus, Adler ef al. ont montré que les enfants ENI étaient quatre fois
plus affectés par les pneumococcies invasives que les enfants sains avant que le vaccin contre
le pneumocoque soit disponible. Pour les streptocoques invasives du groupe B, ils sont 13 fois
plus touchés que la population saine du méme age. D’ailleurs, les résultats d’une étude faite en
Suisse en 2010 montrent également une plus grande et plus sévere susceptibilité des enfants

ENI envers ce dernier pathogéne'®.
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A ce jour, une grande portion des études disponibles sur les problémes de morbidité
des enfants ENI ont pris lieu dans des régions défavorisées ou avant que les TAR soient plus
facilement accessibles (revu dans''®), ce qui suggére une santé maternelle moins adéquate, un
acces limité aux soins de santé et des conditions sanitaires sous-optimales. Dans la trés grande
majorité des pays d’Afrique subsaharienne, il y a moins de 0,5 médecin par 1000 habitants'”*
et moins de 50% de la population qui a accés a des installations sanitaires adéquates'”>. On
constate également que pres 53% des enfants souffrant de pneumonie dans les régions a faible
revenu ne sont pas pris en charge adéquatement par des services de santé'’®. De plus, il faut
prendre en compte que, dans les pays d’Afrique subsaharienne, il y a un taux important de
mortalité au sein des enfants 4gés de cinq ans et moins, et ce, sans regard a 1’exposition au
VIH. En 2013, la mortalité infantile au sein de ces régions constituait pres de la moitié de tous
les déces pédiatriques observés mondialement et environs 61,5% de la mortalité observée dans

, . . . . .1
cette région a pour cause les maladies infectieuses dont la pneumonie'””.

Somme toute, les conditions de vie défavorables ne permettent d’expliquer qu’en partie
la morbidité observée chez les enfants ENI. Plusieurs groupes de recherche ont également
souligné la présence de ces particularités chez des enfants issus de régions a revenu plus élevé.
Outre les conditions sociodémographiques et 1’accessibilit¢ a des soins de santé adéquats,
I’une des causes mises de I’avant pour expliquer la morbidit¢é des enfants ENI et son
association avec la santé maternelle est le transfert limité d’anticorps maternels a 1’enfant
durant la grossesse, résultant en une protection plus limitée de I’enfant dans ses premiers mois
de vie'® 197, Drailleurs, certaines singularités, quoique limitées, ont été observées dans le
transfert placentaire et I’avidité de certaines sous-classes d’immunoglobulines (Ig) G

178 164
(revu dans

spécifiques contre le Streptococcus de groupe B ), ce qui pourrait expliquer
leur plus grande susceptibilité a ce pathogene. Cependant, les anomalies dans le transfert
placentaire des Ig peuvent difficilement expliquer le maintien d’un risque de morbidité et de
mortalité plus important jusqu’a 1’age de deux ans'>* méme en absence d’allaitement. Ce qui
peut toutefois amplifier ce phénomene est I’abstention d’allaitement. En effet, en plus des
risques relatifs a 1’origine des succédanés du lait maternel et a la salubrité de I’eau dans les

régions a plus faible revenu, le fait de ne pas allaiter limite le transfert passif des anticorps
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. . . 179
maternels dans les premiers mois de vie de I’enfant'’

. D’ailleurs, certains ont remarqué un
plus grand taux d’hospitalisation chez les enfants ENI n’ayant pas été exclusivement

allaités'®.

Une autre explication proposée par de récentes études est que 1’exposition aux ARV,
notamment aux INTI, puisse avoir un impact sur I’hématopoiese et ainsi diminuer la faculté
des enfants ENI a maintenir une défense adéquate contre les pathogénes auxquels ils sont
exposés '%. Si I’hématopoiése prend du temps a regagner une activité normale  la suite de la
prophylaxie, cela pourrait expliquer, en partie, la persistance de la vulnérabilité¢ des enfants
ENI aux maladies infectieuses. Il sera question du profil lymphocytaire T et B de ces enfants

dans les sections suivantes.

Par ailleurs, il a été suggéré que 1’environnement feetal des enfants ENI, qui est modelé
par l’inflammation et [’activation immunitaire, par la présence d’ARV ainsi que par
I’exposition aux particules virales et a d’autres pathogeénes issus des co-infections, puisse
influencer les processus épigénétiques chez 1’enfant. Cela pourrait avoir pour conséquence de
modifier I’expression de certains genes reliés aux fonctions immunitaires de maniere

permanente 181

Parmi tous ces facteurs de risque, le role de la santé maternelle et de celle du ménage
reste encore aujourd’hui sous-estimé. Comme il a été mentionné plus tot, plusieurs études ont
permis d’associer un faible compte de CD4 maternel avec la morbidité et la mortalité touchant
les enfants ENI'®» 173 182183 " Celq préte 4 supposer que la progression de I’infection au VIH
chez ces meéres est un facteur de risque pour la santé de leur enfant. Puisque
I’immunosuppression méne a une susceptibilité élevée aux infections opportunistes® 34186 j|
y a certes un risque plus important d’exposition et donc fort probablement de transmission de

ces maladies infectieuses aux enfants ENI en bas age (revu dans'®’). Il parait donc essentiel de

pallier le manquement majeur d’études évaluant les relations entre la fréquence des infections
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bactériennes et virales chez les membres des familles affectés par le VIH et la fréquence des

infections chez les enfants ENI durant leur période de vulnérabilité immunitaire.

Il n’en reste pas moins que, bien que tous pertinents, ces facteurs ne peuvent pas
individuellement expliquer entie¢rement la problématique de la morbidité des enfants ENIL. Il y
a donc fort a penser que son étiologie est multifactorielle. A la vue de ces études, on peut
raisonnablement conclure que la morbidit¢ des enfants ENI qui touche surtout le tractus
respiratoire inférieur n’est pas limitée aux pays a faible revenu et que les parameétres
immunitaires de la mere et de 1’enfant peuvent avoir un effet sur ’incidence des infections au
sein de ce groupe. A ce jour, de plus amples études sont encore requises pour comprendre plus

adéquatement les raisons de la morbidité

1.4.6 Particularités du compartiment lymphocytaire T

De nombreuses études ont fait part de perturbations dans le profil lymphocytaire T des
enfants ENI. Il est important de noter qu’il y a une divergence fréquente quant aux résultats et
aux conclusions relatives aux perturbations du compartiment T, mais que certaines
observations tendent a étre récurrentes. L’une des constatations les plus communes est une

diminution de la fréquence ou du compte lymphocytaire T CD4", et ce, tant dans les premiers

147, 188, 189 190, 191 79, 192

temps de vie que plus tard dans I’enfance (revu dans ). Dans une étude
rétrospective effectuée avec la cohorte du Centre maternel et infantile sur le SIDA (CMIS) a
I’hopital Sainte-Justine, Kakkar et al. ont rapporté que lorsque les enfants ENI sont comparés
entre eux, ceux exposés a une CV maternelle de moins de 50 copies/ml a I’accouchement ont
un compte et une fréquence plus élevée de lymphocytes T CD4", et ce, tant a 2 mois qu’a 6
mois '*. Ainsi, il est possible de penser que I’exposition au VIH in utero et a I’accouchement
pourrait mener a un débalancement du compartiment T dont I’importance est relative a la
virémie maternelle. Par ailleurs, un pauvre compte de CD4 maternel a été aussi associé a un

147, 191 .
= B Pour expliquer ce

plus faible pourcentage de lymphocyte T CD4" chez 1’enfant
phénomeéne, certains ont proposé une exportation thymique diminuée due a une altération dans

Pactivité de leurs cellules progénitrices ¥ 1 1 Cette hypothése est d’ailleurs soutenue par
prog yp p

35



les travaux de Nielsen et al.'®. Les ARV sont ’'un des facteurs les plus aptes & affecter

, 14
I’hématopoiese (revu dans 7.

En procédant avec plus de minutie, il est possible de caractériser plus rigoureusement

ces débalancements dans le compartiment T. En effet, chez les lymphocytes T CD4", les

enfants ENI ont significativement moins de lymphocytes T naifs CD4"'# 15 ¢t CDg™'#* 193

79, 146

(revu dans ) dans les premiers temps de vie. De plus, une teneur plus importante en

189, 196 146

cellules T CDS" effectrices mémoires a été constatée (revu dans ). D’ailleurs, les

cellules T des enfants ENI expriment plus fortement CD154 (ligand de CD40), ce qui indique

’ . . 9, 146
un état d’activation (revu dans’ '*%).

Ces observations ménent a penser que les lymphocytes T des enfants ENI connaitraient
une stimulation in utero menant a une différenciation des cellules naive vers un état activé.
. . A . .. . . 189. 19 . N
Cette stimulation pourrait étre issue d’une exposition aux particules virales'®” '**. D’ailleurs, a

plusieurs reprises, il a été¢ démontré que ces enfants étaient en mesure de déployer une réponse

146, 195 146, 192

T spécifique au VIH (revu dans ). Cette réponse spécifique au VIH tend toutefois a

disparaitre dans les premiers temps de vie des enfants ENI (revu dans’ '%).

L’activation immunitaire est également appuyée par une production plus majeure
d’IFN-y et plus faible d’IL-4 par les cellules du sang de cordon des enfants ENI. Cela indique
une déviation de la fonction immunitaire vers une réponse de type Th1* ¢, Cette observation
ne fait toutefois pas I’unanimité puisque d’autres ont montré un profil Th2 dominant chez les
enfants ENI caractéris€é par une expression prédominante de récepteurs de chimiokines

associés a une réponse Th2 comme le CCR3 et le CCR8 7.
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1.4.7 Défense humorale du nouveau-né

L’une des premicres lignes de défense des nouveau-nés contre le développement de
potentielles maladies infectieuses provient des anticorps maternels acquis par transfert
transplacentaire (isotype IgG) ou par ’allaitement (isotype IgA) (revu dans'”). En effet, avant
méme 1’adhésion a un programme d’immunisation, le nouveau-né détient déja divers anticorps
d’origine maternelle qui lui permettent de compenser la naiveté de son systéme immunitaire.
Les anticorps maternels acquis in ufero sont conservés en circulation jusqu’a leur 1%
anniversaire, alors que la persistance de ceux acquis durant I’allaitement dépend de la durée de

cette pratique. Les IgA sont de plus circonscrites dans les voies intestinales (revu dans'”)

(Fig.8).

Ce transfert peut toutefois étre bouleversé par le statut médical de la mere. Parmi les

troubles affectant 1’héritage de ces anticorps se trouve I’infection au VIH. En effet, chez les

198, 199

nouveau-nés ENI, on retrouve un titre moins élevé d’IgG spécifiques a la rougeole au

200-203

tétanos , aux infections par I’Hemophilus influenzae de type B 2*2, au pneumocoque 2** et

204

la coqueluche ***(revu dans 2**). Toutefois, ils ont un titre augmenté d’IgG visant le toxoide de

la diphtérie et les antigénes de surfaces de I’hépatite B selon 1’étude de Simani et al. "',
Comme mentionné a la section 1.4.5, I’'immunité passive contre les streptocoques du groupe B

montre des signes de perturbations et pourrait étre sous-optimale chez les enfants ENT '7% 2%,

Chez les femmes vivant avec le VIH et leurs enfants ENI, le taux de transfert
d’anticorps contre la rougeole dans le sang de cordon ombilical a été inversement associ¢ avec
la CV maternelle dans les derni¢res semaines de gestation ainsi qu’avec le titre d’anticorps
spécifiques contre gp41 chez la mére "®. Un autre facteur limitant le transfert placentaire
d’anticorps est une co-infection avec la malaria. Cette maladie tend a altérer I’intégrité
placentaire et a affecter les récepteurs Fc spécifiques pour les IgG qui sont nécessaires pour le

198200 Eoalement, il est important de

passage de ces anticorps a travers la barriére placentaire
considérer que chez les PVVIH, les réponses vaccinales contre plusieurs vaccins peuvent étre

altérées (revu dans 2**). S’il y a un titre sous-optimal d’anticorps, il est possible que le transfert
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soit altéré. De plus, puisque ce transfert se fait davantage dans les derniers temps de gestation,

si un enfant nait prématurément, comme on le constate souvent chez les femmes séropositives,

il peut y avoir un impact direct sur I'immunité passive de I’enfant ENI (revu dans 2%
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Figure 8. Cinétique des anticorps maternels acquis passivement au cours de la grossesse et
de I’allaitement chez I’enfant

Note : Le transfert transplacentaire d’anticorps maternels est initié tardivement durant la gestation. Ce
phénomene permet au nouveau-né dont I’activité et la mémoire immunitaire ne sont pas encore bien instaurées
d’étre protégé contre les pathogénes auxquelles il pourrait faire face dans les premiers temps de vie. Cette
immunité passive qui peut durer jusqu’a un an dans la circulation est peu a peu remplacée par celle de I’enfant
aprés la naissance. Outre par le transfert transplacentaire, les anticorps maternels peuvent étre acquis par
’allaitement et leur persistance dépend, dans un tel contexte, de la durée de cette pratique d’alimentation. Les
anticorps acquis de cette maniére se retrouvent en totalité au niveau intestinal et permettent de protéger I’enfant
de morbidité entérique en plus de moduler la colonisation bactérienne intestinale (revu dans'” %),

Source : Reproduced and adapted with permission from Zinkernagel RM. Maternal antibodies, childhood
infections, and autoimmune diseases. The New England journal of medecine. 2001;345(18):1331-5, Copyright
Massachusetts Medical Society
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1.3.8 Réponse vaccinale

L’évaluation de la réponse vaccinale chez les enfants ENI n’est pas dépourvue de
résultats contradictoires. Somme toute, ces enfants ont été associés a plusieurs reprises avec
une réponse vaccinale tout aussi robuste que la population non exposée du méme age **' (revu
dans™ °%). En effet, ils affichent des titres d’anticorps similaires aux enfants non exposés et
suffisamment ¢levées et durables pour assurer leur protection contre le tétanos, les infections
par Haemophilus influenzae de type B, le virus de 1’hépatite B et le virus de la rougeole (revu

9,192
dans™ %)

Des niveaux mémes plus élevés d’anticorps sont induits chez les enfants ENI a la suite
de la vaccination contre Bordetella pertussis ***, et ce, plus rapidement que chez les enfants
non exposés 2. Une réponse vaccinale également plus forte contre le pneumocoque a aussi
été notée 2%, Toutefois, il faut noter qu’il y a une variabilité notable du niveau de la protection
contre les divers sérotypes de S. pneumonia, méme aprés 1’administration de la troisiéme dose
du vaccin 27, Cette réponse plus robuste observée chez les enfants ENI face a certains vaccins
pourrait s’expliquer par 1’altération de transfert maternel d’IgG durant la grossesse. Comme
décrit a la section 1.4.7, I’immunisation passive contre les maladies infantiles communes est
moins dominante chez ces enfants. En ayant moins d’anticorps maternels, il y a moins

. , . . . . 14
d’interférence avec le processus d’immunisation actif (revu dans'*®

). D’ailleurs, dans 1’étude
de Jones et al., ce sont les enfants qui avaient une plus faible immunisation passive contre S.

. . . . N . 202
pneumoniae qui ont eu les titres d’anticorps les plus notables aprés la vaccination™ .

Par ailleurs, il ne semble pas y avoir une proportion plus grande d’enfants ENI ne
répondant pas aux vaccins. En effet, seuls 6,7 % a 11,5 % d’entre eux ne réagissent pas a
I’immunisation contre 1’hépatite B, ce qui est comparable au reste de la population pédiatrique
(revu dans'®?). Il en est de méme pour I’immunisation contre la diphtérie et le tétanos alors que
respectivement 94,7 % et 100 % des enfants ENI atteignent une séroprotection adéquate

208

comparativement a 98,2 % et 96,4 % chez les enfants non exposés “°. Une étude a toutefois

rapporté que les enfants ENI avaient une plus faible concentration d’anticorps neutralisants

39



spécifiques a la polio aprés I’administration orale du vaccin, bien que la trés grande majorité a
atteint le seuil de séroprotection. Cette réduction était reliée a une période d’allaitement plus

209
courte “ .

1.3.9 Particularités du compartiment lymphocytaire B

Bien que le phénomeéne soit peu documenté, les enfants ENI montrent certaines
singularités au niveau du profil lymphocytaire B. Concernant la fréquence des lymphocytes B,
une plus grande valeur a été observée chez les enfants ENI en fonction de la CV maternelle
par Kakkar er al. '. En effet, les enfants exposés a une CV maternelle de plus de 1000
copies/ml a I’accouchement avaient une fréquence augmentée de cellules B a 2 et a 6 mois de
vie comparativement au groupe exposé a une virémie en dessous de 50 copies/ml. Les auteurs
ont soutenu que puisque le compte absolu de lymphocyte B n’était pas distinct entre les deux
groupes, la différence de fréquence pouvait découler d’une perturbation du répertoire de

. o . , .- 19
cellules immunitaires causée par I’exposition au VIH ',

Dans une optique similaire, en comparant les enfants ENI et les enfants non exposés,
Borges-Almeida e al. *° ont trouvé un pourcentage total de lymphocytes B augmenté a
I’accouchement chez le premier groupe principalement dii a une fréquence accrue de cellules
B immatures (sIgM CD34'CD19'CD10"") et CD19°CD5". L’expression de CD5 se fait au
niveau des populations cellulaires anergiques dans le compartiment B et a pour effet
d’instaurer une tolérance de la cellule en inhibant la signalisation issue du récepteur des

cellules B (RCB) 2*°.

Ces observations sont contraires a celles effectuées par Nduati er al. "' puisqu’en
comparant les enfants ENI et non exposés entre eux durant leurs deux premieres années de vie,
ils ont remarqué que les premiers avaient une fréquence inférieure de lymphocytes B totaux
qui était due a une altération dans la sous-population mémoire classique (CD19" CD10’

+ .y .. e g . . ros
CD27") associée avec une exposition au VIH. Celle-ci était d’ailleurs caractérisée par une
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fréquence plus faible de cellules ayant fait la commutation de classe (IgM). Puisque ce groupe
cellulaire joue un rdle important dans la défense contre les bactéries encapsulées (revu

2
dans?%

), cette observation pourrait expliquer la plus grande susceptibilité des enfants ENI aux
infections touchant les voies respiratoires causées par les pneumocoques. D’ailleurs, une
absence de cellules B mémoires IgM" est associée avec une incidence plus élevée d’infection
du tractus respiratoire. (revu dans’®®). En plus d’afficher une fréquence plus basse de
lymphocyte B mémoire, les enfants ENI vivent une accumulation plus lente de cette sous-
population dans leurs deux premiéres années de vie. L’équipe mentionne aussi que la CV
maternelle est associée positivement avec un pourcentage plus fort de plasmablastes et de
cellules B mémoires, mais négativement avec les cellules naives. De plus, il y a une
corrélation directe entre le compte de CD4 maternel et la fréquence totale de cellules B chez

I’enfant. Il est ainsi possible de voir que les parametres maternels influencent la distribution et

I’intégrité de ce compartiment cellulaire.

A P’inverse de tous ces résultats présentés, un groupe de recherche mentionne n’avoir
trouvé aucune différence dans le profil cellulaire B entre les enfants exposés ou non au VIH
maternel, et ce, de 6 mois 4 18 mois'®. Cette méme équipe fait également part d’une absence
de perturbation dans le compartiment lymphocytaire T, ce qui est trés surprenant considérant
la littérature exhaustive et vient remettre en doute les modalités de leur étude. Les conclusions
conflictuelles de ces études pourraient provenir de la maniére avec laquelle les échantillons
sanguins ont été traités, mais également de la stratégie phénotypique utilisée pour caractériser
les différentes populations cellulaires. En outre, si les marqueurs de surface ne sont pas les
mémes ou encore si les anticorps conjugués ne viennent pas du méme clone ou ne sont pas
couplé au méme fluorochrome, il est possible de voir des différences dans les fréquences

cellulaires.

Au niveau de la viabilité des lymphocytes B, une étude menée par Miyamoto et al.™™ a
montré qu’une plus grande proportion de cellules affichant le marqueur d’apoptose Capsase-3

était présente chez les enfants ENI comparativement aux enfants non exposés. La Caspase-3
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12 1 ’exposition aux ARV menait a

est nécessaire dans 1’apoptose enclenchée par la voie Fas
une distribution plus serrée des fréquences de cellules B en apoptose chez les enfants ENI et
celles-ci tendaient a étre plus importantes que chez les enfants ENI non exposés aux ARV.
Cela pourrait indiquer un impact des ARV sur la viabilité des lymphocytes B a long terme
puisque les enfants au sein de cette étude étaient agés de 6 a 18 ans. Bien que le mécanisme
n’est pas trés bien compris, une telle apoptose a déja été aussi rapportée chez les lymphocytes

T des enfants ENI2!3,

1.3.10 Autres déterminants cliniques

Parmi les autres attributs cliniques des enfants ENI, des études ont mis en lumiere des
altérations dans ’évolution de la croissance intra-utérine et postnatale’* (revu dans™®), des

. , . ., .o 21 . . .o .
perturbations métaboliques reliées aux lipides®'® et a I’insuline*'® ainsi que des troubles de

218

neuro-développement’'” (revu dans®'®). De plus, des compartiments leucocytaires autres que

les lymphocytes B et T présentent des particularités notables” (revu dans'*® '*?).
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1.5 Hypothése et Objectifs

A la vue de I’ensemble des études menées auprés des enfants ENI, il est évident que
ces derniers présentent des perturbations cliniques préoccupantes malgré 1’absence d’infection
par le VIH. La source exacte de ces multiples particularités semble étre multifactorielle; les
parametres médicaux, le milieu pro-inflammatoire placentaire et le statut de I’infection au VIH
de la meére ont été mis en cause dans plusieurs des problémes observés, de méme que les

conditions de vie, les ARV et le mode d’alimentation.

Des travaux exhaustifs ont été effectués sur le compartiment lymphocytaire T de ces
enfants, alors que la caractérisation du compartiment lymphocytaire B et de sa fonctionnalité
reste sous-évaluée et conflictuelle. De plus, la majorité des preuves d’une efficacité de la
réponse vaccinale des enfants ENI est basée sur des indicateurs sériques, alors que peu se sont
interrogés sur la fréquence des lymphocytes B spécifiques a un antigéne donné et sur la
relation de cette fréquence avec celles des lymphocytes B capables d’étre activés et de sécréter

des anticorps a la suite d’une stimulation.

En prenant en considération d’une part les résultats des études de Kakkar er al. ' et
d’autre part les relations entres les perturbations du compartiment cellulaire T, la virémie et le
compte de CD4 maternels, nous avons émis comme hypothése que, chez la mére, un
compte de CD4 inférieur a la normale et une CV détectable en grossesse affectaient le
développement et la fonctionnalit¢ du profil lymphocytaire B des nourrissons ENI en
promouvant une activation et une maturation précoce, ainsi qu’une altération des fonctions du
répertoire B mémoire face a la vaccination. Afin de mieux comprendre 1’impact de la sévérité
des paramétres maternels relatifs a la CV et a I'immunité cellulaire T CD4  sur le
compartiment lymphocytaire B et de ses attributs dans le contexte d’une réponse vaccinale,
nous avons entrepris une caractérisation numérique des sous-populations cellulaires B chez
ces enfants, mesur¢ la fréquence de lymphocytes B spécifiques au tétanos et évalué la capacité

des cellules mémoires spécifiques au tétanos a sécréter des anticorps suivant une stimulation.
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

2.1 Description de la cohorte

2.1.1 Portrait des enfants ENI

Suite a I’acceptation par le Comité d’éthique de la recherche du Centre hospitalier
universitaire (CHU) Sainte-Justine du projet Anomalies Immunitaires chez les nourrissons et
les enfants exposés au VIH mais non infectés, 78 couples mére-enfant ont été¢ recrutés de
septembre 2014 a janvier 2017. Ce recrutement s’est effectué par le biais de la cohorte mére-
enfant du CMIS du CHU Sainte-Justine. Pour participer a 1’étude, la mére devait, d’une part,
étre agée de 18 ans et plus au moment du recrutement et devait donner un consentement libre

et éclairé. D’autre part, ’enfant devait étre né a terme, soit apreés 37 semaines de gestation.

De cette cohorte de 78 couples méres-enfants, 68 d’entre eux ont fait 1’objet de 1’étude
présentée au sein de ce mémoire (Fig.9). Dans les premiéres semaines de vie, tous les enfants
ont regu un traitement prophylactique d’antirétroviraux. Chez 65 enfants, ce traitement était
constitué d’AZT et de 3TC. Chez les trois autres enfants, le régime a compris ces deux
antirétroviraux, mais également du raltégravir (RLT), de la NVP ou du RLT combiné a du
lopinavir/ritonavir (LPV/r). Le Tableau I fait le portrait détaillé des caractéristiques des

enfants participant a cette étude.

2.1.2 Portrait maternel

Des 68 couples meéres-enfants participant a 1’étude, trois femmes sont meres de deux
enfants chacune, totalisant 65 meéres distinctes. Le Tableau II présente un portrait des meres

des enfants ENI.



Profil clinique des enfants ENI et informations relatives a leur naissance

Tableau 1.

Sexe
Nombre absolu Non"\bre relatif
Sexe d'enfants d'enfants
(%)

Féminin 38 55,88
Masculin 30 44,12
Total 68 100

Poids a la naissance

Mode d'accouchement

Nombre relatif de

Mode Nombre absolu de N
. . naissances
d'accouchement naissances
(%)
Voie basse 39 57,35
Césarienne d'urgence 15 22,06
Césarienne planifiée 14 20,59
Total 68 100

Nombre relatif

Tranche de poids Nombre absolu d'enfants Moyenne Médiane Poids minimal Poids maximal
(8) d'enfants o (8) (g) (8) (8)
(%)
1500-1999 0 0,00
2000-2499 2 2,94
2500-2999 21 30,88
3000-3499 21 30,88 3311 3258 2278 5160
3500-3999 18 26,47
4000-4499 4 5,88
4500-4999 1 1,47
5000-5499 1 1,47
Total 68 100
Age gestationel a la naissance
Tranche de temps Nombre absolu No:"\b;? '::atlf Moyenne Médiane Temps minimal Temps maximal
(sem) d'enfants e(;; s (sem) (sem) (sem) (sem)
()
[37-38] 10 14,71
[38-39[ 15 22,06
[39-40[ 17 25,00 39,32 39,29 37,29 41,29
[40-41[ 22 32,35
41 et plus 4 5,88
Total 68 100
Durée du traitement prophylactique
Tranche de temps Nombre absolu No:;,‘:;?a'::satlf Moyenne Médiane Temps minimal Temps maximal
(sem) d'enfants %) (sem) (sem) (sem) (sem)
0
[4-5] 13 19,12
[5-6[ 2 2,94
[6-7[ 52 76,47 5,62 6,00 4,00 8,00
[7-8 0 0,00
8 1 1,47
Total 68 100
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Tableau II.

Origine ethnique

Nombre relatif de

Profile démographique et clinique des meres des enfants ENI

Régime matenrel d'antirétroviraux durant la grossesse

Nombre relatif de

. ) Nombre absolu de . Classe Nombre absolu de
Origine ethnique N méres e . grossesses
mére d'antirétroviraux grossesses
(%) (%)
Africaine 38 58,46 Aucun traitement 1 1,47
Antillaise 11 16,92 INTI combinés et IP 35 51,47
INTI combinés et
combinaison avec
Caucasienne €) 13,85 INNTI 3 4,41
INTI combinés avec
Latino-américaine 3 4,62 ITBI 9 13,24
INTI et combinaison
Arabe 1 1,54 avec INNTI 2 2,94
Changements de
Mulatre 1 1,54 régime 14 20,59
Asiatique 2 3,08 Autres 4 5,88
Total 65 100 Total 68 100
Age maternel a I'accouchement
Tranche d'age Nombre absolu de Nombre relatif de Moyenne Médiane Age minimal Age maximal
(an) grossesses grossesses (an) (an) (an) (an)
(%)
18-24 7 10,29
25-29 16 23,53
30-34 22 32,35 3 33 20 44
35-39 17 25,00
40-44 6 8,82
45-49 0 0,00
Total 68 100
Zénith de la charge virale maternelle durant la grossesse
Charge virale Nombre absolu de Nombre relatif de Moyenne Médiane Charg'e virale Charg'e virale
(copies/ml) grossesses grossesses (copies/ml) (copies/ml) minimale maximale
(%) (copies/ml) (copies/ml)
<40 42 61,76
40 2% 38,24 6234 40 40 140573
Total 68 100
Nadir du compte CD4 maternel durant la grossesse
Compte CD4 Nombre absolu de Nombre relatif de Moyenne Médiane Compte CD4 minimal Compte CD4 maximal
(cellules/mm3) grossesses grosii./e)sses (cellules/mm3) (cellules/mm3) (cellules/mm3) (cellules/mm3)
0
ELY £ 2543 480 462 45 1242
2500 30 44,12
Total 68 100

Légende : INTI : Inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse; IP : Inhibiteur de protéase; INNTI :
Inhibiteur non nucléosidique de la transcriptase inverse; ITBI : inhibiteur du transfert de brin de 'intégrase
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Figure 9. Représentation globale de la cohorte d’enfants ENI et des expériences d’immunophénotypage B et d’ELISpot effectuées



2.2 Vaccination et modalités relatives aux prélevements et au

traitement des échantillons sanguins

2.2.1 Vaccination des enfants

A I’exception d’un sujet, I’ensemble des enfants de la cohorte a suivi le programme
québécois d’immunisation en vigueur durant leur participation au projet de recherche. Le
calendrier des vaccins prévus dans la premiére année de vie est présenté au Tableau IT1*".
L’immunisation contre le tétanos s’est faite par le biais de 1’injection de la formule combinée
Infanrix-Hexa (DIN 02253852, GlaxoSmithKline Inc, Laval, QC) a 2, 4 et 12 mois et par les
vaccins combinés Infanrix-IPV/HIB (DIN 02257122, GlaxoSmithKline Inc) ou Pediacel (DIN

02243167, Sanofi Pasteur, Toronto, ON) a 6 mois.

Tableau III.  Programme québécois d’immunisation durant la premiére année de vie

Age de ’administration

Maladies ciblées (mois)
2 4 6 12
Diphtérie; Hépatite B; Coqueluche; Polio; Tétanos; X X
Infections a Hemophilus influenza de type B
Diphtérie; Coqueluche; Polio; Tétanos; Infections a X
Hemophilus influenza de type B
Pneumocoque X X
Infections a Rotavirus X X
Meéningocoque de sérogroupe C X
Rougeole; Rubéole; Oreillons X

2.2.2 Déroulement des prélévements sanguins

Trois échantillons de sang ont été prélevés durant la premicre année de vie. Les
prélévements sous I’appellation « 6 mois de vie » ont rassemblé tous les échantillons prélevés

entre 5 mois et 27 jours d’age et 8 mois et 29 jours. Au-dela de cet age et jusqu’a 13 mois et
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14 jours, les prélevements sont sous 1’enseigne de « 12 mois de vie ». Le sang de cordon
ombilical (n=45) des enfants a été recueilli dans les sacs de collecte de sang contenant une
solution de citrate, phosphate et dextrose (CPD) comme anticoagulant (Fresenius Kabi
Canada, Toronto, ON). A 6 mois (n=48) et 12 mois de vie (n=34), une ponction veineuse a été
réalisée dans des tubes de prélévement contenant de 1’acide d’éthyléne diamine tétraacétique

(EDTA) pour collecter un maximum de 10 ml de sang selon le poids de I’enfant.

2.2.3 Isolation et congélation des cellules mononucléées du sang de cordon

ombilical et du sang périphérique et du plasma

Le plasma et les cellules mononucléées du sang de cordon ombilical (CBMC, cord
blood mononuclear cells) ou du sang périphérique (PBMC, peripheral blood mononuclear
cells) ont été isolés dans un intervalle de 6 h suivant la collecte. Le plasma a été recueilli a la
suite d’une centrifugation de 10 min a 1500g du sang complet et congelé a -80 °C. Il a ensuite
ét¢ remplacé par un volume équivalent de milieu Roswell Park Memorial Insitute 1640

(RPMI) (WISENT, Saint-Jean-Baptiste, QC).

Suite a la récupération du plasma, les CBMC et les PBMC ont été séparées par gradient
de densité. Pour cela, le sang a été dilué 1:2 avec du RPMI et a été treés délicatement couché
sur du milieu de séparation de lymphocytes (Corning, Tewksbury, MA) dans un tube conique.
Autrement, des tubes de type Leucosep ™ (Greiner Bio-One, Monroe, NC) ont été utilisés. Ces
derniers permettre de conserver distincts le milieu de séparation et le sang déposé au-dessus
grace a la présence d’une membrane poreuse de polyéthyléne de haut grade qui divise les deux
substances. Ainsi, le sang peut étre versé sans attention particuliere. L utilisation de tels tubes
ne requiert pas une dilution 1:2 du sang avec du RPMI. Ensuite, les tubes ont été centrifugés
pendant 30 min a 1000g avec une faible vitesse de décélération. Puis, les PBMC et les CBMC
ont été collectés et lavés a trois reprises avec du RPMI supplémenté de 10 % de sérum de veau
feetal (SVF) (WISENT) et de 0,1 % de gentamicine a 50 mg/ml (WISENT); milieu nommé,

pour la suite du mémoire, R10. Une fois les lavages terminés, les cellules ont été mises en
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suspension avec du milieu de congélation compos¢ a 90% de SVF et a 10% de
diméthylsulfoxyde (DMSO) (Millipore Sigma, St-Louis, MO). Ensuite, elles ont été
transférées dans des tubes cryogéniques et congelées a -80 °C pour une durée de 4 h a 7 jours

avant d’étre entreposées dans 1’azote liquide.

2.3 Production, biotinylation et purification du fragment C du

toxoide tétanique

Les protocoles de production, biotinylation et purification du fragment C du toxoide
tétanique (TTCF, Tetanus toxin C Fragment) ont été mis au point par Mme Catherine Gravel
au cours de sa maitrise, en collaboration avec le Dr Etienne Gagnon de I’Institut de recherche
en immunologie et en cancérologie (IRIC, Montréal, QC). Le protocole de production du
TTCF a été développé par I’équipe du Dr Kai Wucherpfennig (Institut de cancérologie Dana-
Farber, Boston, MA) qui est a la base de la technique de détection des lymphocytes B

L - L 1 1220
mémoires spécifiques contre un antigéne par cytométrie

. Afin de restreindre le temps et le
matériel nécessaires 4 la production protéique et de faciliter les manipulations™', une
biotinylation in vivo a été exécutée pour le TTCF. Ce protocole provient des travaux de
I’équipe du Dre Anette Stryhn Buus (Copenhague, DK) portant sur ’utilisation des complexes
majeurs d’histocompatibilit¢ de classe [ biotinylés pour déterminer la présence de

lymphocytes T spécifiques .

2.3.1 Transformation bactérienne

Pour accomplir la production et la biotinylation du TTCEF, il a fallu procéder a une
transformation bactérienne d’E. coli BL21 (DE3) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
par la méthode de choc thermique avec les vecteurs d’expression pET15b-TTCF et
pET41a(+)-BirA a un ratio 5:1. Le premier vecteur, gracieusement fourni par le Dr Kay
Wucherpfennig, a été construit a partir du plasmide pET15b (Millipore Sigma) dans lequel un

fragment de 1450 paires de base (pb) a été inséré au niveau des sites de restriction des
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enzymes BamH1 et Ndel. Ce fragment contenait la séquence de la protéine TTCF rattachée a
un site de biotinylation et a une étiquette de polyhistidine. Cette derniére a permis de récupérer
la protéine TTCF par chromatographie sur colonne lors de sa purification. Ce vecteur est
également doté d’un géne de résistance a I’ampicilline. Le second vecteur, pET41a BirA, a été
développé a partir du plasmide pET41a(+) (Millipore Sigma) et de la séquence de I’enzyme
BirA du plasmide pET21a-BirA (Addgene, Cambridge, MA) par Mme Catherine Gravel**?. 1l
contient a la fois la séquence codant pour I’enzyme BirA, une séquence GST et un géne de
résistance a la kanamycine (Fig. 10). Suivant la transformation, la suspension bactérienne a été
mise en culture 16h a 37 °C sous agitation dans 50 ml de bouillon de lysogénie (LB, lysogeny
broth) additionné d’ampicilline et de kanamycine. Ces deux antibiotiques avaient pour but de

sélectionner les bactéries proprement transformées par les deux vecteurs d’intérét (Fig.11).

HindIII

Xbal

Figure 10.  Plasmide pET41(a)+ avec I’insertion BirA

Note : Le plasmide de 5962 pb comprend un gene de résistance a la kanamycine, ainsi que le géne de
I’enzyme BirA de 984 pb entre les sites de restriction des enzymes HindIII et Xbal.

Source : Gravel C. Construction du plasmide pET41-BirA. Anomalies immunitaires chez les enfants exposés
au VIH mais non infectés. Papyrus: Université de Montréal; 2015. p. 38. Reproduite et modifiée avec la
permission de Mme Catherine Gravel
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2.3.2 Induction protéique et biotinylation in vivo

Suivant I’incubation de 16 h, une expansion de la culture bactérienne a ét¢ effectuée en
la transférant dans 450 ml de milieu de culture Super Broth a pH 7.4 (3,2 % tryptone; 2,0 %
extrait de levure; 0,5 % NaCl; 5 mlI/L NaOH a 1 M) additionné, au moment de 1’utilisation, de
6 ml de MgSOQ,, de 10 ml de sucrose filtré, d’ampicilline a une concentration de 100 png/ml et
de kanamycine a 50 ug/ml. Une incubation a 37 °C avec agitation a été maintenue jusqu’a ce

que la suspension atteigne une densité optique de 1 (Fig. 11).

In vivo, I’expression des protéines TTCF et BirA a été induite par | mM d’isopropyl p3-
D -1-thiogalactopyranoside (IPTG) a 37 °C pendant 6 h. L’ajout de la biotine (Millipore
Sigma) a une concentration de 100 mg/L s’est accompli simultanément a I’induction protéique
pour optimiser la biotinylation du TTCF par BirA dans les bactéries. Une fois I’induction et la
biotinylation finalisées, la suspension bactérienne a été centrifugée a 4000g pendant 20 min et

les culots ont été mis, a sec, a -80 °C jusqu’au moment de la purification (Fig. 11).

2.3.3 Isolation et purification du TTCF

Afin de récupérer le TTCF biotinylé, le culot bactérien a été mis en suspension dans le
réactif d’extraction B-PER (Thermo Fisher Scientific) a raison de 5 ml/g de culot bactérien et
une incubation de 15 min avec légere agitation a suivi. Ensuite, le lysat bactérien a été
centrifugé a 16 000g pendant 20 min. Puis, le surnageant de lyse été mis sur colonne d’affinité
HisPur NI-NTA (Thermo Fisher Scientific). Les tampons d’équilibration, de lavage et
d’élution avaient des concentrations respectives de 10 mM, 25 mM et 250 mM d’imidazole.
Chronologiquement, la colonne a été équilibrée, chargée avec la solution protéique diluée
préalablement 1:2 avec du tampon d’équilibration et lavée a cinq reprises avant que la protéine
TTCEF soit ¢éluée et recueillie. La colonne a finalement été lavée avec une solution d’acide 2-

(N-morpholino) ethanesulfonique (MES) et de I’eau ultrapure (Fig. 11).
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Tout au long du processus de purification par chromatographie sur colonne, des
¢chantillons ont été collectés pour vérifier, sur gel, la qualité des lavages avant et apres
chargement du surnageant de lyse, ainsi que la concentration des fractions issues 1’¢lution de
la protéine d’intérét. Egalement, un dosage par test de Bradford a permis de surveiller la

concentration protéique des fractions de 1’élution.

2.3.4 Validation de la purification, de la biotinylation et stockage du TTCF

Une validation de I’isolation du TTCF (52 kDa) par électrophorése sur gel de
polyacrylamide 4-20 % préfabriqué de type Mini-Protean TGX (Bio Rad, Mississauga, ON) a
été exécutée. Pour ce faire, les fractions recueillies durant la purification ont été diluées 1:2
avec le tampon Laemmli 2X (Bio Rad). La migration s’est effectuée avec un tampon de
migration Tris/glycine/SDS a 200 V durant 30 a 40 min. Le gel a ensuite été coloré pendant
1 h avec une solution de Bleu de Coomassie (50 % Méthanol; 40 % H,O; 9,75 % acide
acétique; 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R250). A la suite de cette coloration, le gel a été
décoloré pendant 12 h dans la solution de décoloration (50 % Méthanol; 40 % H,O; 10 %
acide acétique) Le poids moléculaire des bandes a été identifié grace a 1’échelle de référence
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio Rad). Aprés cette vérification, la
concentration du TTCF dans les fractions d’élution a été quantifiée par spectrophotomeétre
NanoVue 4282 (GE Healthcare Life Sciences, Mississsauga, ON) et ajustée a 1 mg/ml dans du
PBS. La mise en conservation de la solution protéique s’est effectuée par I’ajout d’azoture de

sodium a une concentration finale de 0,02 %.

Quant a la validation de la biotinylation, elle a été observée par migration sur gel suite
a une incubation de 1 h de différents ratios de la protéine TTCF avec de la streptavidine
(Amresco, Solon, OH). L’oligomérisation du TTCF avec la streptavidine se remarque par un
décalage de la bande du TTCF sur le gel. Des bandes a 112 kDa, 164 kDa, 216 kDa et
268 kDa indiquent respectivement un monomere, un dimere, un trimere et un tétramere. La

procédure d’électrophorese est la méme que celle présentée plus haut.
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2.5 Immunophénotypage lymphocytaire B

L’étude des sous-populations lymphocytaires B s’est faite de concert avec 1’évaluation
de la présence de lymphocytes B spécifiques contre le TTCF. Au total, 43, 37 et 27 marquages
ont été effectués sur les cellules des enfants ENI a la naissance, a 6 mois et a 12 mois
respectivement. Cependant, des anomalies avec les fluorochromes en tandem
Allophycocyanine (APC)-H7 et Phycoérythrine (PE)-Cy7 ont été discernées, de maniere
sporadique, dans les résultats a partir du 16 juin 2016. Subséquemment, la compagnie BD
Biosciences a annoncé un rappel sur ces deux produits ainsi que sur I’anti-CD10 humain

Alexa Fluor 700 (AF700). Par précaution, I’ensemble des marquages réalisés du 16 juin 2016

jusqu’a ’arrét forcé des expérimentations en janvier 2017 a été retiré des analyses finales. En

raison des exclusions, seulement 27 échantillons de sang de cordon, 19 échantillons & 6 mois
et 12 échantillons a 12 mois ont été comptabilisés (Fig. 9). De plus amples informations sur la

nature des anomalies sont données a la section 3.2.1

2.5.1 Décongélation cellulaire

Dés leur sortie de 1’azote liquide, les PBMC et les CBPM ont ét¢ décongelés
rapidement dans un bain-marie a 37 °C jusqu’a ce qu’il ne reste qu’un petit glagon (<1 min).
Les cellules ont été ensuite transférées dans un tube conique de 50 ml, et du R10 chaud a été
ajouté a celles-ci progressivement et sous agitation de la manicre suivante: 5 ml ajoutés au
goutte a goutte, 10 ml ajoutés a une vitesse de 5 gouttes par 5 gouttes, 20 ml ajoutés a un
rythme de 1 ml a la fois et 5 ml ajoutés en jet direct. Une fois le volume de 40 ml atteint, les
suspensions cellulaires ont été centrifugées pendant 10 min a 526g et lavées a nouveau avec

10 ml de R10.

2.5.2 Caractérisation des sous-populations lymphocytaires B

Suivant la décongélation, les culots cellulaires ont ét¢ mis en suspension dans 5 ml de

R10 pour subir un traitement de 5 min avec 250 unités de benzonase nucléase (Millipore
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Sigma) d’une pureté >99 %. Une centrifugation de 5 min a 526g a subséquemment été réalisée
avant de procéder a un blocage des récepteurs Fc de 20 min avec du SVF. Les cellules ont
ensuite été lavées avec du R10, suspendues a nouveau dans 200 ul de tampon phosphate salin
(PBS, Phosphate Buffered Salin) (WISENT) contenant 5 % de SVF, puis finalement marquées
pendant 30 min avec I’ensemble des anticorps présentés au Tableau IV. Il est a noter qu’un
mélange de tous les anticorps est préparé avant d’étre distribué sur chaque échantillon
cellulaire pour s’assurer d’un marquage uniforme. Ce mélange est également filtré (0,45 um)

afin de restreindre la présence d’agrégats.

Suite a cette incubation, les cellules ont été lavées avec du PBS, puis mises en
suspension dans 300 ul de PBS avant d’étre analysées a 1’analyseur BD LSRFortessa (BD
Biosciences, Mississauga, ON). Les populations lymphocytaires ont ét¢ définies tel que
présenté a la Figure 12. La position des fenétres pour délimiter et interpréter les populations
cellulaires a été fondée sur les résultats d’une expérience de Fluorescence Minus One (FMO)
exécutée par Mme Catherine Gravel. Cette expérience consiste a mélanger tous les anticorps
conjugués inscrits dans le panneau a 1’exception de celui d’intérét. Ainsi, il est possible de

déterminer précisément la position d’une population positive (Fig.13).
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Tableau IV.  Panneau d’anticorps monoclonaux conjugués et des réactifs utilisés pour I'immunophénotypage lymphocytaire B

Utilité Antigene ciblé Fluorochrome Clone Volume employé Fournisseur
par réaction
(ub
Murquenrs CD3 humaip PerCP UCHTI 4,4 Biolegepd
d’exclusion CD14 huma%n PerCP MoP9 44 BD Pharmmgen
CD16 humain PerCP 3G8 4,4 Biolegend
Identification de CD19 humain BV421 HIB19 22,0 BD Biosciences
la lignée
lymphocytaire B
Identification des CD10 huma@n AF700 H10a 44 BD Pharrgingen
oo CD20 huma%n APC-H7 2H7 44  BD B%osqences
lymphocytaires B CD21 huma%n PE-Cy7 B-ly4 8,8 BD B10501§nces
CD27 humain FITC M-T271 44,0  BD Pharmingen
Isotypie du RCB IgM humain APC G20-127 22,0  BD Pharmingen
Spécificité du TTCEF biotinylé Streptavidine-PE NA NA Thermo Fisher
RCB Scientific

Note : Une réaction comprend en moyenne 5x10° PBMC

Légende : CD : Cluster de différenciation; NA : non applicable; RCB : Récepteur des cellules B; PerCP : Péridinine-Chlorophylle-Protéine; BV421 : Brilliant
Violet 421; AF700: Alexa Fluor 700; APC : Allophycocyanine, PE: Phycoérythrine-Cy7; FITC : Fluorescein isothiocyanate; TTCF : Tetanus toxin C
fragment; Ig : Immunoglobuline
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Figure 12. Stratégie d'analyse hiérarchique des sous-populations lymphocytaires B

Note :Dans les lymphocytes B CD19" CD3  CD14 CDI16": Transitionnels CD10+(T1: CD21%; T2: CD21+), Naifs (CD10° CD27 CD20" CD21+),
Mémoires atypiques (CD10" CD27 CD20" CD21°), Mémoires classiques (CD10° CD27° CD20" CD21"), Mémoires activés (CD10" CD27" CD20"
CD21), Plasmablastes (CD10" CD27" CD20" CD21"). Les marqueurs CD3 , CD14 et CD16 sont absents chez les lymphocytes B et permettent d’exclure,
en outre, les lymphocytes T, les macrophages, les cellules Natural Killer (NK) et les neutrophiles. Il est & noter que ’expression de 1’IgM a été évaluée
chez toutes les sous-populations mentionnées ci-haut.
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Figure 13. Etablissement des barriéres des sous-populations lymphocytaires B

Note : La détermination des positions des barriéres pour délimiter chaque sous-population lymphocytaire a été effectuée grace a une expérience de
Fluorescence Minus One (FMO)

Légende :PerCP : Péridinine-Chlorophylle-Protéine; BV421 : Brilliant Violet 421; AF700 : Alexa Fluor 700; APC : Allophycocyanine, PE:
Phycoérythrine-Cy7; FITC : Fluorescein isothiocyanate

Source : Gravel C. Controles FMO du marquage des lymphocytes B. Anomalies immunitaires chez les enfants exposés au VIH mais non infectés.
Papyrus: Université de Montréal; 2015. p. 51, Reproduite et modifiées avec la permission de Catherine Gravel.
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2.5.3 Evaluation de la réponse vaccinale contre le tétanos

L’¢étude de la présence de lymphocytes B spécifiques contre le tétanos chez les enfants
ENI se faisait simultanément aux expériences d’immunophénotypage lymphocytaire B. Dans
le but de permettre une plus grande avidité dans les complexes anticorps-antigéne et donc une

meilleure détection des lymphocytes B spécifiques au tétanos™" **!

, une oligomérisation des
TTCF biotinylés grace a la streptavidine a été exécutée. Avant utilisation, la streptavidine
conjuguée a la PE (SAPE) premium grade (250 kDA) a 1 mg/ml (Thermo Fisher Scientific) a
été filtrée a une grosseur de 0,45 um a afin de restreindre la présence d’agrégats. Suite a cette
filtration, 14 ul de SAPE ont ét¢ mélangés a 4,8 ul de TTCF biotinylé (52 kDA) a 1 mg/ml
dans un microtube de 0,5 ml. Ces volumes permettent d’avoir un ratio moléculaire de 1 SAPE

pour 2 TTCF biotinylé. Ce mélange a été ensuite mis sur glace et agit¢ doucement pendant 90

min pour permettre 1’oligomérisation.

Suite a cette incubation, le mélange a été complété a 100 ul avec du PBS et centrifugé
pendant 10 min a 14 000g pour assoir les agrégats au fond du microtube. Apres le lavage et la
mise en suspension des PBMC suivant le blocage des récepteurs Fc, 5 ul de la solution
d’oligomeres de TTCF ont été ajoutés aux cellules. Ces suspensions ont par la suite été
incubées lh sur glace a I’obscurité avec une agitation 1égére. Ce n’est qu’apres cette premiere
incubation que le mélange d’anticorps pour le marquage lymphocytaire B a été ajouté pour

une seconde incubation de 30 min.

Afin de valider la fonctionnalit¢ des oligoméres de TTCF lors des marquages,
I’hybridome SA13 (ATCC, Manassas, VA) sécrétant des immunoglobulines (Ig) d’isotype G
spécifiques contre la toxine tétanique a été employé. Ce controle a été trait€é comme
I’ensemble des échantillons des enfants ENI, mais n’a pas été incubé avec le panneau

d’anticorps destinés a marquer les sous-populations lymphocytaires B.
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2.6 Evaluation de la capacité des lymphocytes B mémoires a

sécréter des IgG spécifiques au TTCF par ELISpot

L’examen de la fonctionnalité des lymphocytes B mémoires chez les enfants ENI a été
réalisé sur les échantillons a 6 et a 12 mois de vie et uniquement chez les enfants pour lesquels
une anomalie lors de I’immunophénotypage B n’avait pas été observée. Ainsi, 16 tests ont été
menés a 6 mois et 15 ont été faits sur les échantillons cellulaires de 12 mois. Les produits

utilisés pour réaliser ’ensemble des expériences d’ELISpot provenaient tous de la trousse

Human I[eG ELISpot Basic (Mabtech, Cincinnati, OH) a moins d’avis contraire.

2.6.1 Elaboration des contrdles et des paramétres d’expérimentation

Pour chaque enfant ayant fait ’objet d’une ELISpot, trois répliques techniques ont été
exécutées avec leurs PBMC stimulés pour évaluer la présence de lymphocyte B mémoires
fonctionnels spécifiques au tétanos. Il en a ét¢ de méme pour la détection de toutes les IgG

sécrétés par les PBMC stimulés.

Plusieurs controles ont permis de valider des expériences encourues. Premicrement,
pour évaluer si les réactifs et les milieux employés provoquaient des spots, quatre puits ont
subi I’ensemble des étapes de I’ELISpot sans toutefois avoir de cellules. Deux d’entre eux ont
recu du TTCF et les deux autres, des anticorps biotinylés MT78/145. Deuxiémement, afin de
vérifier la fonctionnalité du TTCEF, trois puits par expérience ont été alloués a des PBMC
stimulés prélevés chez un individu sain adulte vacciné depuis 6 semaines. Ce controle a
également permis de vérifier si la variabilité était importante entre les résultats des multiples
expériences ELISpot effectuées. Troisiemement, la validation de la stimulation a été a la fois
inspectée par le controle positif mentionné ci-haut et, a un niveau individuel, par la présence
de spots dans les puits servant a la détection de tous les IgG sécrétés par des PBMC stimulés
des enfants ENI. Quatriémement, un contrdle négatif, représenté par des PBMC issus d’un
enfant non adhérent au programme d’immunisation, a permis de valider la spécificité des spots

pour le TTCF. Trois répliques techniques ont été¢ exécutées avec les PBMC stimulés de ce
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contrle. Finalement, pour chaque enfant ENI et pour le contrdle négatif, deux puits ont été
ensemencés avec les PBMC stimulés et exposés a tous les réactifs a I’exception du TTCF et
des anticorps MT78/145. Ainsi, les spots observés dans ces puits étaient issus de cellules ayant
produit des anticorps spécifiques contre un autre antigéne que le TTCF, tel que la

streptavidine.

2.6.2 Stimulation des PBMC

Les échantillons de PMBC ont été décongelés comme il est décrit ci-haut
(section 2.5.1). Suite a cette opération, les PBMC ont été mis en suspension dans 1 ml de R10
et incubés a 37 °C sous une atmosphére de 5% de CO, le temps de faire les comptes
cellulaires (30-50 min). Ensuite, la concentration cellulaire a été ajustée a 2,5 x10° cellules/ml
avec du R10 et les échantillons ont ét¢ divisés en deux. La premicre fraction a été stimulée
avec de I’'IL-2 a une concentration de 10 ng/ml et du résiquimod (R848) a une concentration
de 1 ug/ml. Le R848 est un agoniste des récepteurs de type Toll (TLR, Toll-like receptor) 7 et
8 qui stimulent spécifiquement les lymphocytes B mémoires®?. Il a été rapporté par Pinna et
al. que la combinaison de I’IL-2 et du R848 permettait d’induire et de supporter une activation
polyclonale au sein des lymphocytes B mémoires sans ou avec trés peu d’effets sur les
lymphocytes T, les lymphocytes B naifs et les cellules NK***. Quant a la seconde fraction, elle
a ¢été laissée sans stimulant. Les PBMC ont finalement été incubés a 37 °C sous une

atmosphere de 5 % de CO, pour 96 h.

2.6.3 Préparation de la plaque ELISpot

Contrairement au protocole habituel nécessitant de recouvrir les puits de 1’antigéne
d’intérét avant la mise en plaque des cellules, il a été choisi de revétir les puits avec 20 ul
d’anticorps monoclonaux de capture MT91/145 anti-IgG humain a une concentration de 15
ug/ml. Il était ainsi possible de travailler avec la méme protéine TTCF biotinylée que celle

utilisée pour ’immunophénotypage B.
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Avant I’ajout des anticorps de capture, les plaques stériles MultiScreen-IP (MSIP) a 96
puits dotées d’une membrane de difluorure de polyvinylidéene (PVDF, Polyvinylidene
difluoride) (Millipore Sigma) ont été traitées avec 20 ul d’éthanol a 35 % pendant <1 min.
Puis, elles ont été lavées a cinq reprises avec du PBS. Une fois les anticorps de captures

ajoutés, la plaque a été mise a 4 °C jusqu’a la mise en plaque des cellules le lendemain.

2.6.4 Mise en plaque des PMBC

Suivant les cinq lavages des plaques avec du PBS, elles ont été bloquées a 37 °C avec
de R10 jusqu’a ce que les PBMC soient préts a y étre ajoutés (=2 h). Concernant les PBMC,
ils ont été d’abord traités avec 250 unités de benzonase nucléase (Millipore Sigma)/5 ml R10
pendant 5 min, puis lavés et finalement mis en suspension pour un compte cellulaire. La
concentration cellulaire a alors été ajustée a 1x10° PBMC vivants/ml avec du R10 suite a un

second lavage.

Dans les puits permettant la détection des cellules B mémoires spécifiques au TTCF ou
la détection de spots non spécifiques au TTCF, 2x10° cellules stimulées ont été ajoutées. Pour
les puits servant a la détection des plasmablastes spécifiques au TTCF, 2x10° PBMC non
stimulés ont été mis. Un total de 5x10° cellules/puits a été nécessaire pour la détection de
toutes les IgG sécrétés. Les puits ne recevant pas de PBMC ont été remplis avec du R10. Les
plaques ont, par la suite, été incubées pendant 21 h a 37 °C sous une atmosphére de 5% de

CO..

2.6.5 Révélation

Suite au retrait des PBMC, les plaques ont été lavées a dix reprises avec du PBS
additionné de 0,05 % Tween 20 (PBST) (Millipore Sigma) afin d’éliminer toute cellule ou tout
débris cellulaire qui aurait pu adhérer a la membrane des puits. Selon qu’ils servaient a la

détection de tous les IgG ou a I’identification des anticorps spécifiques au TTCF, les puits ont
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recu 100 ul de TTCF dilué a 0,2 ug/ml avec du PBS 0,5 % SVF ou 100 ul de I’anticorps
biotinyl¢ MT78/145 dilué a 1 ug/ml avec du PBS 0,5 % SVF. Les plaques ont, par la suite, été
incubées durant 2 h avant d’étre lavées a six reprises. Puisque le milieu de conservation du
TTCF contenait de I’azoture de sodium et que ce produit affecte 1’activité enzymatique de la
peroxydase de raifort (HRP, Horseradish peroxidase)™***, 1’utilisation d’une streptavidine
couplée a I’enzyme phosphatase alcaline (ALP, phosphatase alkaline) a une dilution 1:1000 a
été de mise. Apres une incubation de 1 h avec cette enzyme, les puits ont été rincés a trois
reprises avec du PBST, suivi de trois lavages avec du PBS. La formule «plus» des
substrats 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoxyl Phosphate et Nitro Blue Tetrazolium Chloride
(BCIP/NBT-plus) a ensuite été ajoutée pour 4 min 30 s avant d’étre éliminée par un ringage a

I’eau. Avant de lire les résultats, les plaques ont été séchées 12 h a I’air ambiant.

2.6.7 Lecture de la plaque

La capture d’image des puits, le compte automatisé des spots et le controle de qualité
des comptes ont été effectués avec le logiciel CTL ImmunoSpot sur l’analyseur CTL

ImmunoSpot S5 UV (Cellular Technology Ltd, Shaker Heights, OH).

2.7 Analyse des données

2.7.1 Analyse et expression des données de cytométrie

Toutes les sous-populations lymphocytaires B étaient considérées comme valides si
elles étaient issues d’une population mere contenant au moins 500 événements. Avec un tel
nombre d’éveénements, il y avait une stabilisation des fréquences analysées par 1’appareil de
cytométrie, ce qui assurait la validit¢ de cette donnée. Lorsqu’une population cellulaire
détenait moins de 500 événements, les populations en découlant étaient disqualifiées et non
comptabilisées dans les analyses finales. Entre 2,5x10° et 4,0x10° événements totaux étaient
acquis en cytométrie pour chaque enfant ENI, & moins qu’une tres faible quantité de cellules

ait été disponible pour la procédure.
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La fréquence des lymphocytes B CD19" est exprimée sous forme de pourcentage dans
les lymphocytes. Celle des lymphocytes B transitionnels, naifs, mémoires IgM™ et des
plasmablastes est présentée sous forme de pourcentage dans les lymphocytes B CD19". Quant
aux cellules B expérimentées IgM" et aux cellules B spécifiques au TTCF, leur abondance
relative était exprimée sous forme de pourcentage dans leur sous-population meére (Exemple :

la fréquence des lymphocytes B naifs TTCF" dans les lymphocytes B naifs).

Les résultats ont été analysés a 1’aide de la 8° version du logiciel BD FACSDivaTM
(BD Biosciences) et de FLowJo (FlowJo, LLC, Ashland, OR). Les analyses statistiques et la
mise en forme des données ont été effectuées grace a la 5° version du logiciel Graphpad Prism
(Graphpad Software, La Jolla, CA). Deux types de stratification ont ét¢ employés pour
comparer les fréquences des sous-populations lymphocytaires B des enfants ENI entre eux.
D’une part, ces données ont été réparties en fonction du zénith de la CV maternelle durant la
grossesse. Le premier groupe d’enfants a été exposé a une CV indétectable (=40 copies/ml de
plasma) durant toute la grossesse alors que le second groupe était issu de meres ayant eu au
moins une CV détectable durant la gestation. D’autre part, les résultats ont été stratifiés en
fonction du nadir du compte lymphocytaire T CD4" durant la grossesse. Le premier groupe
était constitué des enfants dont le nadir du compte lymphocytaire T CD4" maternel était
inférieur a 500 cellules/mm’ de sang et le second groupe comprenait le reste des sujets. La
normalité de la distribution des valeurs a été évaluée par un test de D’ Agostino-Pearson et
devait avoir une valeur p supérieure a 0,05 pour qu’il soit considéré que les données suivaient
une distribution gaussienne. La signification des résultats a été subséquemment analysée par
un T-test si la distribution était gaussienne ou par un test de Wilcoxon-Mann-Whitney dans le
cas contraire. Une valeur p inférieure ou égale a 0,05 était considérée comme significative et

aucune correction pour comparaison multiple n’a été appliquée.

2.7.2 Analyse des données d’ELISpot

Pour dénombrer les cellules formant des spots (CFS) véritablement spécifiques au

TTCF chez les enfants ENI, la moyenne des spots issus de chacune des réactions suivantes a
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été soustraite de celle notée pour les puits avec PBMC stimulés et TTCF : a) Réaction des
PBMC stimulés en absence de TTCF et d’anticorps MT78/145 anti-IgG humain, b) Réaction
des PBMC non stimulés en présence de TTCF et c¢) Réaction du TTCF et de 1’anticorps
MT78/145 anti-IgG humain en absence de PBMC. Aucun seuil de positivité n’a été imposé,
puisque de faibles réponses étaient attendues chez les enfants ENI. Ainsi, une réponse était
considérée comme valide si la moyenne des spots dans les puits avec PBMC stimulés et TTCF

était toujours positive apres la soustraction expliquée ci-haut.

Pour comparer la teneur en lymphocytes B mémoires étant capables, apres stimulation,
de sécréter des IgG spécifiques au TTCF chez les enfants ENI, les données ont été exprimées
sous deux formes. La premiére est la méthode de présentation communément retrouvée dans la
littérature et consiste a rapporter le nombre de CFS spécifiques au TTCF sur un million de
PBMC (CSF/1x10° PBMC). Cette méthode permet d’avoir une valeur absolue du nombre de
cellules B mémoires spécifiques chez un sujet et permet de mettre en valeur la différence de
nombre de cellules B mémoires spécifiques a différents ages et entre des individus. Le
désavantage de cette technique est qu’elle ne prend pas en compte que la stimulation peut
souvent causer une expansion préférentielle ou une plus ou moins bonne expansion
dépendamment de 1’échantillon utilisé¢ **’. La seconde forme dans laquelle les lymphocytes B
mémoires sécrétant des anticorps spécifiques au TTCF sont exprimés repose sur leur
fréquence au sein des toutes les CFS (% CFS spécifiques au TTCF/CFES). Cette méthode
permet de tenir compte d’une potentielle expansion non équitable des populations mémoires
entre les différents patients et de la variation dans le nombre initial de cellules B mémoires

. 22
entre les sujets®*’.

La variabilité entre les répliques techniques chez chacun des enfants ENI a été évaluée
grace a 1’équation illustrée a la Figure 14. Cette équation est trés approprié¢e dans un contexte
ou la variation entre les répliques peut étre importante tout en ayant une faible médiane*?®. La
pertinence de considérer la médiane plutét que la moyenne réside dans le fait que la médiane

ne serait pas affectée si une valeur d’une des répliques était aberrante. Le fait d’additionner 1 a
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cette médiane permet d’éliminer les risques de division par zéro*?®. Selon le travail de Z.
Moodie et al., une variabilité obtenant un score entre 0,31 et 2,47 se trouve dans la moyenne
de la variation observée globalement. Des données avec une variabilit¢ de plus de 10
devraient, selon les auteurs, étre rejetées®®®, ce qui a été appliqué dans ce projet.

Variance
(médiane + 1)

Variabilité =

Figure 14.  Equation relative a I’évaluation de la variabilité observée au sein des répliques
techniques d’ELISpot

Les analyses statistiques et la mise en forme des données ont été également effectuées
avec la 5° version du logiciel Graphpad Prism (Graphpad Software). Les mémes critéres de
stratifications et les mémes tests de normalité et de significativité que ceux présentés au

point 2.7.2 ont ét¢ employés.

2.7.2 Analyse de la corrélation des valeurs de cytométrie et d’ELISpot

Afin de tester si I’ensemble des lymphocytes B mémoires spécifiques au TTCF était en
mesure d’étre activé et de sécréter des anticorps, une analyse de corrélation a été effectuée par
le biais du test de Spearman. Une relation de corrélation était considérée comme significative
si la valeur p était inférieure ou égale a 0,05. Pour comparer les fréquences observées en
cytométrie avec le nombre de CFS spécifiques au TTCF, le nombre de cellules B mémoires
IgM" TTCF" observés en cytométrie a été exprimé par million de lymphocytes plutdt que par
million de PBMC, puisqu’il n’était pas possible d’avoir une valeur juste du nombre de PBMC
acquis par le cytométre. Si le nombre de cellules B mémoires IgM" TTCF"™ observés en
cytométrie avait été exprimé par million d’événements acquis, cela aurait inclus tous les débris
cellulaires captés par 1’analyseur. Egalement, le nombre de cellules B mémoires IgM™ TTCF*
par million de lymphocytes comprend les lymphocytes B mémoires classiques, activés et

atypiques.
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Chapitre 3 : Résultats

3.1 Problématique relative aux fluorochromes APC-H7 et PE-Cy7

Comme annoncé a la section 2.5, des anomalies ont été observées lors de
I’immunophénotypage B a partir du 16 juin 2016. Ces anomalies se présentaient comme un
nuage d’événements s’étendant en diagonale dans les cadrans des fluorochromes APC et PE.
Apres plusieurs essais pour en découvrir la source, il a été possible de déduire que le
phénomeéne provenait d’un découplage des anticorps anti-CD20 humain APC-H7 et anti-CD21
humain PE-Cy7 simultanément dans un intervalle de temps trés limité entre la fin du
marquage et le passage au cytometre (Fig.15). Un fluorochrome en tandem comme le sont
I’APC-H7 et le PE-Cy7 se distingue des autres fluorochromes par le fait qu’ils sont composés
de deux molécules fluorescentes dont I'une joue le rdle d’accepteur et I'autre le role de
donneur. La formation de tels couples permet, par le principe de Férster resonance energy
transfer (FRET), de modifier les longueurs d’onde émises normalement par les fluorochromes
individuels. Autrement dit, lorsque le fluorochrome donneur est excité par un laser, il transfert
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son ¢énergie au fluorochrome accepteur, qui lui, émettra des photons

. Un découplage
survient quand le fluorochrome accepteur connait une perte d’émission et que le fluorochrome
donneur se met a émettre lui-méme des photons. Peu de temps apres que nous ayons identifié
le probléme, BD Biosciences a annoncé un rappel sur les deux anticorps problématiques en
indiquant qu’un changement d’un éclairage fluorescent a une source lumineuse DEL dans I’un
de leurs nouveaux entrepOts était responsable de la perte de I’intégrité de plusieurs de leurs
produits. Un remplacement des produits fautifs et un dédommagement ont été accordés au
laboratoire. De ce fait, tous les marquages effectués entre le 16 juin 2016 et janvier 2017 ont
été retirés des analyses finales. Il est cependant a noter que bien que le probléme ait été
remarqué pour la premiere fois en juin 2016, il est fort probablement que d’autres expériences
antérieures a cette date aient ét¢ affectées. Il est, en effet, tres difficile de percevoir I’anomalie

quand seul I'un des deux anticorps conjugués découple et aucun test de qualité sur les lots

recus n’a été effectué avec des billes de compensation.
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Figure 15. Représentation du découplage des anticorps APC-H7 et PE-Cy7 dans le cadre de I'immunophénotypage B

Note : L’échantillon 1 présente un marquage sans probleme de découplage des anticorps APC-H7 et PE-Cy7. L’échantillon 2 a été passé au cytometre a deux
reprises. Le probleme de diagonale a commencé a s’afficher vers la fin du premier temps d’acquisition. Une pause de 15 minutes a été faite afin de vérifier si
les parameétres du cytométre étaient en ordre. L’échantillon a ensuite été remis pour une seconde acquisition. Il est alors possible de voir un important
découplage des deux anticorps, ce qui s’illustre par une diagonale dans les cadrans IgM-APC" TTCF-PE"

Légende : TTCF : Tetanus toxin C fragment; APC : Allophycocyanine; PE : Phycoérythrine
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3.2 Immunophénotypage du compartiment lymphocytaire B

3.2.1 Caractérisation du profil lymphocytaire B des enfants ENI en fonction

du zénith de la virémie maternelle en grossesse

Lorsque les enfants ENI sont divisés en fonction qu’ils aient été exposés ou non a une
virémie maternelle détectable (>40 copies/ml) au cours de la gestation, trés peu de différences
sont observables entre les deux groupes. Dans les sous-populations lymphocytaires classiques,
une fréquence de lymphocytes B CD19" significativement plus élevée est observée a la
naissance chez les enfants issus de meres ayant eu une CV indétectable durant toute la
grossesse (valeur P=0,0174). A Iinverse, ces enfants affichent une fréquence de
plasmablastes significativement plus faible que les enfants exposés a une virémie détectable au
cours de la gestation (valeur P=0,0449). Ces divergences ne perdurent toutefois pas a travers le
temps puisque deés I’age de 6 mois, aucune distinction n’est notable entre les deux groupes

d’enfants ENI (Fig.16 et Tab.V).

Conjointement a 1’analyse ces populations classiques, la fréquence des lymphocytes
matures expérimentés IgM" au sein de leur population a été évaluée. Il est a noter qu’aucune
fréquence valide n’a été retenue pour les plasmablastes et les lymphocytes mémoires activés
IgM" a la naissance, puisque moins de 500 événements ont été acquis dans les populations
desquelles ils découlent. Qu’une seule dissimilitude est ressortie entre les deux groupes
d’enfants. En effet, bien que la fréquence des lymphocytes B mémoires classiques IgM"
diminue avec le temps chez tous les enfants, a 12 mois, ceux venant de meres ayant eu un
zénith de CV détectable durant la grossesse ont une perte moins drastique de ces cellules. Cela
mene a une proportion significativement plus élevée des lymphocytes B mémoires classiques

IgM" (valeur P=0,0367) (Fig.17 et Tab VI).

70



Tableau V.

en fonction du zénith de la charge virale maternelle durant la grossesse

Fréquences des sous-populations lymphocytaires B chez les enfants ENI stratifiés

Sous-populations lymphocytaires B Sang de cordon 6mois 12 mois
¥ ¥ <40 copies/ml >40 copies/ml Valeur P <40 copies/ml >40 copies/ml Valeur P <40 copies/ml >40 copies/ml Valeur P
Moyenne (%) 13,1800 7,9770 20,6700 20,9500 23,6100 24,1800
Valeur minimale (%) 4,0710 2,9020 8,5180 6,2850 15,2400 12,6000
Médiane (%) 11,9300 6,2450 21,6400 17,8500 19,4200 23,6500
L B 0174 0,3837 0,4726
GIRGIEES B Gt Valeur maximale (%) 27,4000 19,4800 0.0174 28,6400 43,1100 ¢ 46,1600 42,4400
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 6,3700 4,9410 2,2140 3,2340 2,8930 2,2660
Valeur minimale (%) 1,1660 1,0610 0,9219 1,8920 1,6900 0,5346
e b
LymPI:locytes B Médiane (A-w) 5,9120 3,8160 0,0992 1,7270 2,3320 0,0590 3,0100 1,7560 0,1474
transitionnels T1 Valeur maximale (%) 12,4500 13,0900 4,3550 5,8700 4,5960 6,0810
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 10,9900 10,4300 7,4000 9,3390 5,8570 7,8300
Valeur minimale (%) 5,5220 3,1700 2,0410 5,7480 3,1830 1,9830
Y o
Lymphocﬁes B Médiane (A?) 10,8200 10,8600 0,4710 6,9080 8,6590 0,2110 5,2780 8,5010 0,1830
transitionnels T2 Valeur maximale (%) 21,7000 16,3400 15,7600 14,7000 8,7640 11,9800
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 17,3600 15,3700 9,6330 11,8100 8,1280 9,9140
Valeur minimale (%) 7,6980 6,7240 3,3020 8,7430 6,6380 4,1790
Py B
Lyl.'n'phocytes B Médiane (/?) 16,5200 14,5900 0,1864 8,4180 11,5000 0,1269 8,0840 9,2360 0,4178
transitionnels totaux Valeur maximale (%) 25,7900 24,8400 18,2100 14,8000 9,6540 18,0600
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi | Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 70,8600 72,4200 68,4100 71,5100 66,4400 67,7800
Valeur minimale (%) 63,5900 56,1100 43,0800 61,5600 60,4500 43,6800
. Médiane (%) 69,8500 74,6400 69,9400 70,5400 65,6100 71,7600
Lymphocytes B naifs ! ! 0,2933 g ’ 0,3210 ! ’ 0,1171
SUAAEEY ! Valeur maximale (%) 83,0600 82,0600 80,4700 78,5400 73,2800 76,3900
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi | Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 0,0807 0,1289 0,9357 2,3530 2,4790 2,2330
Valeur minimale (%) 0,0070 0,0354 0,2604 0,2918 0,9356 0,3325
Médiane (%) 0,0822 0,1212 0,8899 0,7415 2,3930 2,5220
Plasmablastes g g 0,0449 ’ ! 0,4163 ’ ’ 0,4178
Valeur maximale (%) 0,2204 0,2907 1,7870 10,0200 4,8530 3,6070
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi | Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 3,9890 4,7830 6,0300 5,0430 6,9190 8,6200
Valeur minimale (%) 1,5260 2,1990 2,3220 2,7750 4,7430 4,2880
Lymphocytes B mémoires Médiane (%) 3,8580 4,5160 4,9350 5,5300 6,2840 8,7890
0,1302 0,4163 0,2226
classiques Valeur maximale (%) 8,0120 8,1500 13,1600 8,1520 10,3100 12,9100
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi | Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 0,1438 0,4422 1,3320 0,9272 1,9730 2,0040
Valeur minimale (%) 0,0722 0,0516 0,4958 0,5702 0,9549 0,6366
Lymphocytes B mémoires Médiane (%) 0,1374 0,1565 1,0760 0,8637 1,6730 1,7200
0,1271 0,1655 0,4726
activés Valeur maximale (%) 0,2366 3,5630 ! 3,6980 1,3440 ! 3,5790 4,7200 ’
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 6,2010 6,8440 6,8300 5,6980 6,8040 6,5060
Valeur minimale (%) 3,0180 1,5160 1,8130 1,6530 2,8910 2,5930
A e B
Lymphocyte? B mémoires Médiane (A?) 5,6430 5,2930 03224 6,3300 5,2350 0,2110 6,9570 3,0950 01171
atypiques Valeur maximale (%) 11,2500 22,3500 12,6500 11,5300 13,2400 21,6800
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney

Note : Les fréquences des lymphocytes B totaux sont exprimées comme un % des lymphocytes. Les fréquences
des autres sous-populations sont exprimées comme un % dans les lymphocytes B totaux. Pour les sous-
populations mémoires et pour les plasmablastes, une discrimination basée sur I’expression d’IgM a été appliquée
et les fréquences présentées reflétent celles des sous-populations IgM".
Légende : NA : non applicable; Valeur P soulignée et en gras : différence significative
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Naifs (%) CD19* (%)

Plasmablastes (%)

Figure 16.

Note : Pour les sous-populations mémoires et pour les plasmablastes, une discrimination basée sur I’expression d’IgM a été appliquée et les fréquences
présentées reflétent celles des sous-populations IgM"™. La bande noire dans chacune des distributions représente la valeur moyenne des fréquences présentées.
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Tableau VI.  Fréquences des lymphocytes B matures IgM " chez les enfants ENI stratifiés en fonction du zénith de la charge virale
maternelle durant la grossesse

Sous-populations lymphocytaires B Sang de cordon 6 mois 12 mois
pop ymphocy <40 copies/ml  >40 copies/ml Valeur P <40 copies/ml  >40 copies/ml Valeur P <40 copies/ml  >40 copies/ml Valeur P
Moyenne (%) NA NA 7,8480 10,5400 16,5900 21,2400
Valeur minimale (%) NA NA 5,4320 2,3440 4,7750 7,2850
Médiane (%) NA NA 7,3190 8,2180 12,5100 22,1200
Pl blast NA ! ! 0,3698 ! ! 0,3242
ASMABIastes Valeur maximale (%) NA NA 11,9100 20,6400 34,2300 33,4500
Taille de I'échantillon 0 0 10 7 7 4
Test statistique choisi NA Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 80,5000 82,9500 76,0300 75,1800 64,1500 70,3000
Valeur minimale (%) 60,2700 65,3200 64,6000 60,7000 50,6100 60,3400
Lymphocytes B mémoires Médiane (%) 82,3500 86,0300 01720 76,5200 78,3600 0.4496 66,9700 71,5900 0.0367
classiques Valeur maximale (%) 91,8800 89,9800 ! 83,8000 85,2300 ! 70,1100 75,6000 —
Taille de I'échantillon 14 13 12 7 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) NA NA 50,4600 50,2200 46,7100 48,4200
Valeur minimale (%) NA NA 33,7300 40,1600 39,0800 37,8600
o o ~
Lymphocyte§ B mémoires Médiane (A?) NA NA NA 50,3700 50,9600 0,4496 47,9400 49,0300 0,4178
activés Valeur maximale (%) NA NA 60,3800 59,5200 56,2800 56,4000
Taille de I'échantillon 0 0 12 7 7 6
Test statistique choisi NA Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 82,5400 78,2500 51,100 59,040 51,4200 53,4300
Valeur minimale (%) 67,7800 65,1600 28,830 50,550 44,1000 42,5600
o 1 ~
Lymphocyte§ B mémoires Médiane (A?) 85,3500 79,1000 0,0822 51,790 61,730 0,0590 50,5000 52,5000 0,4178
atypiques Valeur maximale (%) 89,0100 88,0300 62,800 66,180 59,8300 66,5400
Taille de I'échantillon 13 11 12 7 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney

Note : Les fréquences des sous-populations sont exprimées comme un % dans leur sous-population respective non discriminée par rapport a I’IgM.
Légende : NA : non applicable; Valeur P soulignée et en gras : différence significative
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Figure 17. Fréquences des lymphocytes B matures IgM" chez les enfants ENI stratifiés en fonction du zénith de la charge virale
maternelle durant la grossesse

Note : L’absence de données dans le sang de cordon pour les lymphocytes B mémoires activés IgM " les plasmablastes IgM" implique que la sous-population
meére présentait moins de 500 événements a la suite de 1’acquisition. Ainsi, aucune sous-population lymphocytaire en découlant n’a été considérée valide. La
bande noire dans chacune des distributions représente la valeur moyenne des fréquences présentées.

Légende : SCO : Sang de cordon ombilical; * : Valeur P<0,05
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3.2.2 Caractérisation du profil lymphocytaire des enfants ENI en fonction

du nadir du compte de CD4 maternel en grossesse

Quand les enfants ENI sont divisés sur la base du compte de CD4 maternel, on observe
que ceux issus de meéres dont la condition immunitaire était altérée durant la grossesse (compte
de CD4 <500 cellules/mm’) présentent une fréquence de plasmablastes significativement plus
¢levée dans le sang de cordon (valeur P=0,0458). Ceci indique une activation prématurée du
systéme immunitaire du nouveau-né et se joint aux observations similaires faites dans le
contexte de la stratification présentée ci-haut. Par ailleurs, aucune autre différence
statistiquement significative n’a pu étre notée entre les deux groupes d’enfants (Fig.18 et

Tab. VII).

L’examen des sous-populations matures IgM™ montre que les enfants nés de méres
dont I'immunité est altérée (compte de CD4 <500 cellules/'mm’) ont une fréquence de
lymphocytes B mémoires activés fortement supérieure (valeur P=0,0071) a 6 mois d’age. Il
faut souligner que I’absence de résultat pour les plasmablastes et les lymphocytes mémoires
activés IgM" a la naissance, s’explique par le fait que leur population mére abritait moins de

500 éveénements (Fig.19 et Tab VIII).
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Tableau VII.

en fonction du nadir du compte de CD4 maternel durant la grossesse

Fréquences des sous-populations lymphocytaires B chez les enfants ENI stratifiés

Test statistique choisi

Mann Whitney

Test t pour échantillons indépendants

Mann Whitney

s Lati | h iresB Sang de cordon 6 mois 12 mois
ous-populations lymphocytaires <500 cellules/mm*® 2500 cellules/mm? Valeur P <500 cellules/mm® 2500 cellules/mm? Valeur P <500 cellules/mm*® 2500 cellules/mm? Valeur P
Moyenne (%) 10,5400 11,0400 21,0800 20,4300 24,3700 23,2900
Valeur minimale (%) 2,9020 4,0710 6,2850 8,5180 12,6000 15,2400
Médiane (%) 7,7050 11,0700 19,1800 22,8600 24,0000 19,2700
Lymphocytes BIotaux - oyimale (%) 27,4000 18,6500 02806 43,1100 285700 3% 42,4400 461600 %0
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney
Moyenne (%) 5,8630 5,1660 2,4910 2,7000 2,5990 2,6100
Valeur minimale (%) 1,0610 1,1660 0,9219 1,3080 0,5346 1,6900
Lymphocytes B Médiane (%) 5,3020 4,0930 2,0780 2,3010 2,1610 2,5670
transitionnels T1 Valeur maximale (%) 13,0900 12,0000 0,2446 5,8700 5,5450 0,3304 6,0810 3,8900 0,3654
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 10,2600 12,0500 7,3050 8,4480 7,0100 5,5760
Valeur minimale (%) 3,1700 6,5320 2,0410 2,6190 1,9830 3,9660
Lymphocytes B Médiane (%) 10,5000 12,3700 7,4610 6,9350 5,7360 5,6710
transitionnelsT2 | Valeur maximale (%) 16,3400 217000 2% 11,9600 157600 272 11,9800 71710 0478
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney
Moyenne (%) 16,1200 17,2200 9,7960 11,1500 9,6090 8,1860
Valeur minimale (%) 6,7240 7,6980 3,3020 5,6120 4,1790 6,6380
Lymphocytes B Médiane (%) 16,5200 15,7600 03191 10,0500 11,5000 02592 7,7790 8,4610 04726
transitionnels totaux Valeur maximale (%) 24,8400 25,7900 ’ 14,8000 18,2100 ! 18,0600 9,6540 !
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney
Moyenne (%) 71,1000 73,0700 69,4000 69,7300 66,7300 67,4400
Valeur minimale (%) 56,1100 63,5900 61,5600 43,0800 43,6800 63,2700
» Médiane (%) 72,6500 75,4200 68,3000 71,6200 71,6900 67,1500
LVMPROCYEES BIGIS 8 o - aximale (3%) 82,0600 830600 78 78,5400 804700 200! 76,3900 732800 3
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 0,1157 0,0701 1,7530 1,1300 2,2220 2,5330
Valeur minimale (%) 0,0291 0,0070 0,2604 0,3051 0,3325 0,9356
Médiane (%) 0,1097 0,0556 0,6451 1,1010 2,4450 2,4470
Plasmablastes Valeur maximale (%) 0,2907 02004 20458 10,0200 17870 00912 3,6070 48530 02000
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 4,3000 4,5740 6,4960 4,7450 8,2860 7,0250
Valeur minimale (%) 1,5260 2,4440 2,7750 2,3220 4,2880 4,7430
Lymphocytes B mémoires  Médiane (%) 3,7620 4,4540 5,8020 3,7030 8,7010 6,5860
classiques Valeur maximale (%) 8,1500 o120 029 13,1600 93580 17 12,9100 103100 268
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney
Moyenne (%) 0,3415 0,1333 1,3480 1,0000 2,1180 1,8360
Valeur minimale (%) 0,0516 0,0722 0,5702 0,4958 0,6366 0,9549
Lymphocytes B mémoires Médiane (%) 0,1554 0,1290 0,9905 1,0420 1,8020 1,5460
activés Valeur maximale (%) 3,5630 0,2134 0,1066 3,6980 1,4570 0,3304 4,7200 3,5790 0,3654
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 7,0250 5,0420 7,0040 5,7570 7,4680 5,7300
Valeur minimale (%) 1,5160 3,0180 1,6530 1,8130 2,5930 2,8910
Lymphocytes B mémoires  Médiane (%) 5,9330 4,5570 01171 6,8900 4,3850 02251 3,2330 5,2930 03141
atypiques Valeur maximale (%) 22,3500 9,6180 ! 12,6500 11,7500 ’ 21,6800 9,0150 .
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6

Note : Les fréquences des lymphocytes B totaux sont exprimées comme un % des lymphocytes. Les fréquences
des autres sous-populations sont exprimées comme un % dans les lymphocytes B totaux. Pour les sous-
populations mémoires et pour les plasmablastes, une discrimination basée sur I’expression d’IgM a été appliquée
et les fréquences présentées reflétent celles des sous-populations IgM.
Légende : NA : non applicable; Valeur P soulignée et en gras : différence significative
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Figure 18.  Fréquences des sous-populations lymphocytaires B chez les enfants ENI stratifiés en fonction du nadir du compte de
CD4 maternel durant la grossesse

Note : Pour les sous-populations mémoires et pour les plasmablastes, une discrimination basée sur I’expression d’IgM a été appliquée et les fréquences

présentées reflétent celles des sous-populations IgM"™. La bande noire dans chacune des distributions représente la valeur moyenne des fréquences présentées.
Légende : SCO : Sang de cordon ombilical; * : Valeur P<0,05
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Tableau VIII.  Fréquences des lymphocytes B matures [gM ™ observés chez les enfants ENI stratifiés en fonction du nadir du compte
de CD4 maternel durant la grossesse
s ati I hocytaires B Sang de cordon 6 mois 12 mois
ous-populations lymphocytaires <500 cellules/mm?® 2500 cellules/mm? Valeur P <500 cellules/mm?® 2500 cellules/mm?® Valeur P <500 cellules/mm? 2500 cellules/mm?® Valeur P
Moyenne (%) NA NA 10,2300 7,5250 19,5000 17,2700
Valeur minimale (%) NA NA 4,9110 2,3440 7,2850 4,7750
prm o
O Médiane (A?) NA NA NA 8,2180 7,3190 0,1293 15,6600 13,4500 0,3961
Valeur maximale (%) NA NA 20,6400 11,9100 33,4500 34,2300
Taille de I'échantillon 0 0 9 8 5 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney
Moyenne (%) 81,1700 83,1500 77,0000 74,2900 69,8300 63,6800
Valeur minimale (%) 60,2700 74,8700 65,0000 60,7000 60,3400 50,6100
P am o
Lymphocytes., B mémoires Médiane (A?) 83,2800 83,6600 0,4232 78,6300 76,4500 0,2021 70,7400 66,4300 0,0688
classiques Valeur maximale (%) 89,9800 91,8800 85,2300 82,2700 75,6000 70,1100
Taille de I'échantillon 20 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney
Moyenne (%) NA NA 54,0900 46,2400 49,5500 45,1100
Valeur minimale (%) NA NA 44,5900 33,7300 37,8600 39,0800
Lymphocytes B mémoires Médiane (%) NA NA NA 53,6000 45,8400 0.0071 51,2000 43,9900 0.1830
activés Valeur maximale (%) NA NA 60,3800 56,6800 I 56,4000 55,6300 !
Taille de I'échantillon 0 0 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney
Moyenne (%) 80,3400 81,2900 56,3900 51,3900 52,1000 52,6400
Valeur minimale (%) 65,1600 67,7800 42,6600 28,8300 42,5600 46,7300
Lymphocytes B mémoires Médiane (%) 83,2500 82,5500 0.3569 55,6400 51,9400 0.2235 48,5400 52,1200 0.3654
atypiques Valeur maximale (%) 88,0300 89,0100 ! 66,1800 61,7300 ! 66,5400 59,8300 ’
Taille de I'échantillon 18 6 10 9 7 6

Test statistique choisi

Mann Whitney

Mann Whitney

Mann Whitney

Note : Les fréquences des sous-populations sont exprimées comme un % dans leur sous-population respective non discriminée par rapport a I’IgM.
Légende : NA : non applicable; Valeur P soulignée et en gras : différence significative
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Figure 19. Fréquences des lymphocytes B matures exprimant I’IgM chez les enfants ENI stratifiés en fonction du nadir du
compte de CD4 maternel durant la grossesse

Note : L’absence de données dans le sang de cordon pour les lymphocytes B mémoires activés IgM " les plasmablastes IgM" implique que la sous-population
meére présentait moins de 500 événements a la suite de ’acquisition. Ainsi, aucune sous-population lymphocytaire en découlant n’a été considérée comme
valide. La bande noire dans chacune des distributions représente la valeur moyenne des fréquences présentées.

Légende : SCO : Sang de cordon ombilical; ** : Valeur P<0,001
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3.3 Analyse des sous-populations lymphocytaires B spécifiques au

tétanos

3.3.1 Spécificité du marquage

Chez I’adulte, I’immunisation contre le tétanos requiert une vaccination de rappel tous
les 10 ans ", Afin de confirmer la spécificité des interactions entre le TTCF et le RCB, nous
avons prélevé un échantillon sanguin d’un adulte sain dont I’immunisation contre le tétanos
venait a échéance. Il a ensuite été vacciné et une seconde ponction veineuse au sixiéme jour
post-vaccination a été effectuée, ce qui a permis de comparer les fréquences des sous-
populations spécifiques au TTCF avant et aprés I’immunisation par le biais d’un marquage
(Fig.20). Au jour 6 post-vaccination, il était attendu que I’individu présente une fréquence
¢levée de plasmablastes spécifiques au TTCF puisqu’il s’agit du moment ou cette sous-
population lymphocytaire spécifique au tétanos quitte les centres germinatifs pour se retrouver
dans la circulation sanguine périphérique **'. Une réactivation des lymphocytes B mémoires

¢tait également a prévoir.

Comme attendu, 1’individu vacciné ne présente des plasmablastes spécifiques au TTCF
qu’apres I’'immunisation. Plus précisément, 9,5659 % des plasmablastes de ce sujet sont
spécifiques au TTCF au jour 6 post-vaccination. Il en est d’ailleurs de méme pour les
lymphocytes B mémoires activés dont la fréquence, nulle avant vaccination, subit un bond de
0,9524 % apres la vaccination. L’absence de ces deux sous-populations avant vaccination
confirme que les fréquences observées apres I’immunisation de rappel sont bien spécifiques au
tétanos. La présence de lymphocytes B mémoires spécifiques au TTCF avant vaccination
permet de valider que I’individu a déja été exposé aux antigenes du tétanos par le passé et a été

en mesure de développer une immunité durable contre ces antigénes (Fig.20).
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Figure 20. Comparaison des fréquences des lymphocytes B spécifiques au TTCF avant et

aprés immunisation contre le tétanos

Note : Les valeurs présentées expriment la fréquence des sous-populations lymphocytaires B spécifiques au
TTCF comme un % dans leur sous-population cellulaire non spécifique respective.
Légende : J6 : 6° jour; TTCF : Tetanus toxin C fragment

3.3.2 Fréquences des sous-populations lymphocytaires B spécifiques au

tétanos en fonction du zénith de la virémie maternelle en grossesse

Lorsque stratifiés en fonction du zénith de la CV maternelle en grossesse, les deux

groupes d’enfants ENI présentent des fréquences similaires pour 1’ensemble des sous-

populations observées dans leur premiére année de vie. Il est possible d’observer une

diminution de la fréquence des lymphocytes B naifs entre la naissance et 6 mois pour les deux

groupes d’enfants (Fig.21 et Tab.IX). En ce qui concerne les plasmablastes et les lymphocytes

B mémoires activés spécifiques au TTCF, il n’est pas possible d’observer de fréquences

valides puisqu’il y a moins de 500 éveénements acquis dans leurs sous-populations de

plasmablastes meres. Toutefois, a 6 mois et a 12 mois, les plasmablastes et les lymphocytes B

mémoires activés sont présents en plus grande proportion, ce qui permet d’observer des sous-

populations spécifiques au TTCF valides (Fig.21 et Tab.IX). Pour ce qui est des populations
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lymphocytaires mémoires classiques et atypiques, elles sont présentes a des fréquences
constantes durant toute la premicre année de vie des enfants ENI (Fig.21 et Tab.IX). Ainsi,
peu importe 1’exposition présumée aux particules virales, la réponse vaccinale contre le

tétanos reste inchangée phénotypiquement et quantitativement parlant.

3.3.3 Fréquences des sous-populations lymphocytaires B spécifiques au

tétanos en fonction du nadir du compte de CD4 maternel en grossesse

Tout comme pour la derniére stratification, la classification des enfants en fonction du
nadir du compte de CD4 maternel permet d’observer des fréquences similaires entre les deux
groupes a 1’exception de celle des lymphocytes B naifs. Effectivement, les enfants issus de
méres ayant eu au moins un compte de CD4 en dessous de 500 cellules/mm’ affichent une
fréquence significativement plus faible de cette sous-population a 12 mois (valeur P=0,0367).
Somme toute, on constate que la fréquence des lymphocytes B naifs perd en intensité entre la
naissance et ’age de 6 mois (Fig.22 et Tab.X). Quant aux lymphocytes mémoires activés et
aux plasmablastes spécifiques au TTCF, il n’est pas possible de rapporter de fréquence
puisque leur population meére respective présentait moins de 500 éveénements a la suite de
I’acquisition. En ce qui concerne les fréquences des lymphocytes B mémoires classiques et

atypiques, elles sont relativement stables tout au long de la premiére année de vie.
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Tableau IX.  Fréquences des lymphocytes B spécifiques au TTCF chez les enfants ENI stratifiés en fonction du zénith de la charge
virale maternelle durant la grossesse

Sous-populations lymphocytaires B Sang de cordon 6 mois 12 mois
pop ymphocy <40 copies/ml >40 copies/ml Valeur P <40 copies/ml >40 copies/ml Valeur P <40 copies/ml >40 copies/ml Valeur P
Moyenne (%) 0,0940 0,0976 0,0500 0,0573 0,0597 0,0578
Valeur minimale (%) 0,0213 0,0292 0,0148 0,0424 0,0333 0,0334
. Médiane (%) 0,1011 0,0807 0,0467 0,0575 0,0555 0,0371
Lymphocytes B naifs g ! 0,4149 z z 0,2631 z 2 0,1830
D) Valeur maximale (%) 0,1378 0,1956 0,0894 0,0734 0,1240 0,1502
Taille de I'échantillon 13 12 12 7 7 6
Test statistique choisi Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) NA NA 0,0579 0,1117 0,0996 0,2096
Valeur minimale (%) NA NA 0,0000 0,0000 0,0279 0,0232
Adi 0,
Plasmablastes Médiane (A) NA NA NA 0,0236 0,0000 0,4370 0,0963 0,1725 0,1171
Valeur maximale (%) NA NA 0,1969 0,4608 0,2332 0,5120
Taille de I'échantillon 0 0 10 7 7 6
Test statistique choisi NA Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 0,1691 0,1921 0,1523 0,3755 0,1228 0,2183
Valeur minimale (%) 0,0526 0,0000 0,0574 0,0320 0,0520 0,0753
Lymphocytes B mémoires Médiane (%) 0,1664 0,1539 0,1352 0,0965 0,0963 0,1725
0,3135 0,4163 0,0903
classiques Valeur maximale (%) 0,3165 0,4823 0,3113 1,8570 0,2332 0,5120
Taille de I'échantillon 13 12 12 7 7 6
Test statistique choisi Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) NA NA 0,1776 0,1406 0,0763 0,0980
Valeur minimale (%) NA NA 0,0000 0,0000 0,0299 0,0000
P " o
Lymphocyte§ B mémoires Médiane (A?) NA NA NA 0,1459 0,1392 0,4491 0,0715 0,0879 0,4726
activés Valeur maximale (%) NA NA 0,8503 0,4520 0,1279 0,2574
Taille de I'échantillon 0 0 12 7 7 6
NA Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 0,0611 0,0501 0,0486 0,0563 0,0672 0,0548
Valeur minimale (%) 0,0000 0,0000 0,0000 0,0266 0,0313 0,0168
P T B
Lymphocyte? B mémoires Médiane (A?) 0,0647 0,0492 0,3090 0,0493 0,0486 0,4496 0,0450 0,0539 0,5000
atypiques Valeur maximale (%) 0,1660 0,1560 0,1126 0,1145 0,1790 0,0962
Taille de I'échantillon 13 9 12 7 7 6
Test statistique choisi Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney Mann Whitney

Note : Les valeurs présentées expriment la fréquence des sous-populations lymphocytaires B spécifiques au TTCF comme un % dans leur sous-population
cellulaire non spécifique respective. Pour les sous-populations mémoires et pour les plasmablastes, aucune discrimination basée sur 1’expression d’IgM n’a été
appliquée.

Légende :NA : non applicable
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Figure 21.  Fréquences des lymphocytes B spécifiques au TTCF chez les enfants ENI stratifiés en fonction du zénith de la charge
virale maternelle durant la grossesse

Note : Les valeurs présentées expriment la fréquence des sous-populations lymphocytaires B spécifiques au TTCF comme un % dans leur sous-population
cellulaire non spécifique respective. Pour les sous-populations mémoires et pour les plasmablastes, aucune discrimination basée sur 1’expression d’IgM n’a été
appliquée. L absence de données dans le sang de cordon pour les lymphocytes B mémoires activés et les plasmablastes implique que la sous-population meére
présentait moins de 500 événements a la suite de 1’acquisition. La bande noire dans chacune des distributions représente la valeur moyenne des fréquences
présentées

Légende : SCO : Sang de cordon ombilical.
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Tableau X.  Fréquences des lymphocytes B spécifiques au TTCF chez les enfants ENI stratifiés en fonction du nadir du compte de
CD4 maternel durant la grossesse

s lati I hocytaires B Sang de cordon 6 mois 12 mois
ous-populations lymphocytaires <500 cellules/mm?® 2500 cellules/mm? Valeur P <500 cellules/mm?® 2500 cellules/mm? Valeur P <500 cellules/mm?® 2500 cellules/mm?® Valeur P
Moyenne (%) 0,0946 0,0985 0,0458 0,0604 0,0543 0,0642
Valeur minimale (%) 0,0213 0,0615 0,0148 0,0264 0,0333 0,0380
. Médiane (%) 0,0812 0,1011 0,0456 0,0618 0,0367 0,0556
L h B naif: 2 z 0,3470 z z 0,0745 z 2 0,0367
ymphocytes B naifs Valeur maximale (%) 0,1956 0,1327 ’ 0,0734 0,0894 ’ 0,1502 0,1240 I
Taille de I'échantillon 18 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney
Moyenne (%) NA NA 0,1024 0,0550 0,1945 0,0989
Valeur minimale (%) NA NA 0,0000 0,0000 0,0232 0,0279
P ~
Plasmablastes Médiane (A?) NA NA NA 0,0000 0,0236 0,3972 0,1498 0,0742 01171
Valeur maximale (%) NA NA 0,4608 0,1969 0,5120 0,2332
Taille de I'échantillon 0 0 9 8 7 6
Test statistique choisi NA Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 0,1741 0,1958 0,3003 0,1614 0,1966 0,1323
Valeur minimale (%) 0,0000 0,1415 0,0320 0,0574 0,0660 0,0520
P P ~
Lymphocytes' B mémoires Médiane (A?) 0,1539 0,1856 0,1446 0,1189 0,1608 0,3304 0,1498 0,1185 0,2669
classiques Valeur maximale (%) 0,4823 0,3165 1,8570 0,3113 0,5120 0,2332
Taille de I'échantillon 18 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) NA NA 0,1315 0,2000 0,0991 0,0714
Valeur minimale (%) NA NA 0,0000 0,0000 0,0000 0,0299
P P ~
Lymphocytef B mémoires Médiane (A?) NA NA NA 0,1242 0,1554 0,3253 0,1058 0,0628 0,4150
activés Valeur maximale (%) NA NA 0,4520 0,8503 0,2574 0,1279
Taille de I'échantillon 0 0 10 9 7 6
Test statistique choisi NA Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 0,0546 0,0610 0,0506 0,0524 0,0515 0,0731
Valeur minimale (%) 0,0000 0,0000 0,0066 0,0000 0,0168 0,0368
P P ~
Lymphocytes B mémoires Médiane (A?) 0,0568 0,0618 0,5000 0,0477 0,0517 0,4510 0,0483 0,0458 0,3141
atypiques Valeur maximale (%) 0,1560 0,1660 0,1145 0,1126 0,0962 0,1790
Taille de I'échantillon 15 7 10 9 7 6
Test statistique choisi Mann Whitney Test t pour échantillons indépendants Mann Whitney

Note : Les valeurs présentées expriment la fréquence des sous-populations lymphocytaires B spécifiques au TTCF comme un % dans leur sous-population
cellulaire non spécifique respective. Pour les sous-populations mémoires et pour les plasmablastes, aucune discrimination basée sur I’expression d’IgM n’a été
appliquée.

Légende : NA : non applicable; Valeur P soulignée et en gras : différence significative
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Figure 22.  Fréquences des lymphocytes B spécifiques au TTCF chez les enfants ENI stratifiés en fonction du nadir du compte de
CD4 maternel durant la grossesse

Note : Les valeurs présentées expriment la fréquence des sous-populations lymphocytaires B spécifiques au TTCF comme un % dans leur sous-population
cellulaire non spécifique respective. Pour les sous-populations mémoires et pour les plasmablastes, aucune discrimination basée sur I’expression d’IgM n’a été
appliquée. L absence de données dans le sang de cordon pour les lymphocytes B mémoires activés et les plasmablastes implique que la sous-population meére
présentait moins de 500 événements a la suite de ’acquisition. La bande noire dans chacune des distributions représente la valeur moyenne des fréquences
présentées

Légende : SCO : Sang de cordon ombilical; * : Valeur P<0,05
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3.4 Evaluation de la capacité des lymphocytes B mémoires 2

sécréter des IgG spécifiques au TTCF aprés stimulation in vitro

3.4.1 Validation de la fonctionnalité des réactions et de la spécificité du

TTCF en ELISpot

Afin de vérifier la spécificité des spots au TTCF, plusieurs contrdles ont été utilisés.
Premierement, les milieux et les réactifs ont été testés pour assurer qu’ils ne soient pas
responsables de la production de spots dans les puits. Pour ce faire, ils ont été ajoutés a des
puits ne contenant pas de PBMC, et ce, en suivant la méme séquence et les mémes indications
que lors d’une expérimentation avec des PBMC. A aucune reprise, durant les procédures
expérimentales, les réactifs et les milieux n’ont causé la formation de spots non spécifiques

dans les puits (Fig.23a : TTCF et Anti-IgG humain MT71/145).

Deuxiémement, pour examiner si les PBMC des enfants ENI pouvaient provoquer des
spots en absence de TTCF et d’anticorps biotinylé MT78/145 anti-IgG humain, des puits ont
été exposés aux PBMC stimulés ainsi qu’a tous les autres réactifs et milieux a 1’exception du
TTCF et de I’anti-IgG humain MT78/145 (Fig.23b : PBMC stimulés seulement). Les spots
présents ont été comptabilisés pour étre soustraits au nombre de spots spécifiques au TTCF
(Fig.23b : PBMC stimulés + TTCF). Pour la majorité des sujets, il y avait la présence de spots
au sein des puits de PBMC stimulés n’ayant pas re¢u de TTCF, suggérant une réaction
spécifique a la streptavidine ou a d’autres antigénes du cocktail utilisés au cours de
I’expérience. D’ailleurs, la reconnaissance de la streptavidine ou de la biotine par les

lymphocytes B humains a déja été rapportée par d’autres groupes > 2%,

Troisiémement, pour éliminer les spots venant de PBMC capables de sécréter des
anticorps en absence de stimulation, des puits ont été exposés au TTCF combiné & des PBMC

non stimulés par I’'IL-2 et le R848 (agoniste des TLR7 et TLRS). Quelques rares enfants ENI
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ont présenté des spots pour cette réaction a un trés faible niveau (Fig.23b: PBMC non

stimulés + TTCF).

Quatriemement, les PMBC de deux enfants n’ayant pas suivi le programme
d’immunisation ont été employés comme controle (CTL) négatif. Pour le premier enfant (CTL
négatif 1), aucun spot n’a été détecté dans les puits exposés au TTCF (Fig.23c: PBMC
stimulés + TTCF) et dans les puits sans TTCF et sans anticorps biotinylé MT78/145 anti-IgG
humain (Fig.23c : PBMC stimulés seulement). L’enfant présentait toutefois des spots dans les
puits servant a la détection de toutes les IgG sécrétées par les cellules B mémoires (Fig.23c :
PBMC stimulés + anti-IgG humain MT78/145). Chez le second enfant (CTL négatif 2), des
spots ont été remarqués dans les puits exposés au TTCF (Fig.23d : PBMC stimulés + TTCF).
Toutefois, ces derniers provenaient d’une réaction envers d’autres antigénes présents dans les
réactifs et les milieux et non pas envers le TTCF. En effet, il y avait le méme nombre de spots
dans les puits exposés au TTCF que dans ceux ayant recu ni de TTCF ni d’anticorps
biotinylé MT78/145 anti-IgG humain (Fig.23d : PBMC stimulés seulement). Ainsi, on peut

affirmer que cet enfant n’avait aucune CFS spécifique au TTCF.

Cinquiemement, pour assurer la fonctionnalité de la réaction ELISpot, deux contrdles
positifs ont été utilisés. Le premier consistait & vérifier la présence de spots dans les puits
servant a la détection des cellules sécrétant des anticorps IgG peu importe leur spécificité.
Dans ce contexte, tous les enfants ENI évalués ont affiché une réaction dans ces puits
(Fig.23b : PBMC stimulés + anti-IgG humain MT78/145). Le second contrdle positif était la
présence de spots dans les puits exposés au TTCF et aux PBMC d’un adulte sain prélevé 6
semaines apreés une vaccination de rappel pour le tétanos. Pour I’ensemble des
expérimentations, les PBMC stimulés du sujet vacciné ont engendré des spots spécifiques au

TTCEF (Fig.23e : PBMC stimulés + TTCF).
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Aspect visuel des réactions d’ELISpot pratiquées chez les contrdles et les enfants

ENI pour I’énumération des lymphocytes B sécrétant des IgG

Légende : TTCF : Tetanus toxin C fragment; PBMC : Peripheral blood mononuclear cell



3.4.2 Nombre de lymphocytes B mémoires sécrétant des IgG spécifiques au

tétanos en fonction du nadir de la charge virale maternelle en grossesse

Lorsque la stratification en fonction du zénith de la CV maternelle durant la grossesse
est appliquée, les enfants ENI ne montrent aucune différence dans la capacité des cellules B
mémoires a sécréter des anticorps spécifiques au TTCF durant leur premiere année de vie, et
ce, tant en nombre absolu (valeur P & 6 mois=0,3282; valeur P a 12 mois=0,3839) qu’en
fréquence relative (valeur P a 6 mois=0,3756; valeur P a 12 mois=0,3839) (Fig.24a et Tab.XI).
La méme conclusion est tirée du nombre total de CFS par million de PBMC a 6 mois (valeur

P=0,3356) et a 12 mois (valeur P=0,4716) (Fig.25a et Tab.XI).

3.4.3 Nombre de lymphocytes B mémoires sécrétant des IgG spécifiques au

tétanos en fonction du nadir du compte de CD4 maternel en grossesse

Tout comme sous la stratification précédente, aucune différence n’est visible a 1’age de
6 et 12 mois entre les deux groupes d’enfants ENI au niveau du nombre de cellules B
mémoires sécrétant des anticorps spécifiques au TTCF par million de PBMC (valeur P a 6
mois=0,4764; valeur P a 12 mois=0,1570) et au sujet de la fréquence de ces lymphocytes
mémoires dans les CFS (valeur P 4 6 mois=0,3614; valeur P a 12 mois=0,1570) (Fig.24b et
Tab.XI). Il en est de méme pour le nombre de CFS totales par million de PBMC a 6 mois de
vie (valeur P=0,1540) et a leur premier anniversaire (valeur p=0,1762) (Fig.25b et Tab.XI).
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Tableau XI.  Nombre absolu et fréquence relative des cellules formant des spots chez les enfants ENI stratifiés en fonction du
z¢énith de la charge virale maternelle et du nadir du compte de CD4 en grossesse
6 mois 12 mois
Cellules formant des spots Stratification basée sur le zénith de la charge Stratification basée sur le nadir du compte CD4 Stratification basée sur le zénith de la charge Stratification basée sur le nadir du compte CD4
virale maternelle maternel virale maternelle maternel
<40 copies/ml  >40 copies/ml  Valeur P | <500 cellules/mm® 2500 cellules/mm®  Valeur P | <40 copies/ml >40 copies/ml  Valeur P | <500 cellules/mm® 2500 cellules/mm®  valeur P
Moyenne 12,43 2,50 17,83 6,36 4,90 7,33 6,11 5,60
(TS e efies & Valeur minimale 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,83
- Médiane 1,67 1,25 1,67 1,67 4,17 3,33 1,67 4,17
TTCE p:;m'm" 98\ aleur maximale 85,00 750 3282 85,00 g3 A7 10,83 00 03839 25,00 1083 70
Taille de I'échantillon 12 4 5 11 8 5 6 7
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne (%) 0,21 0,04 0,38 0,07 0,06 0,06 0,05 0,06
Valeur minimale (%) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
CFS spécifiques au  Médiane (%) 0,02 0,04 0,04 0,01 0,04 0,04 0,02 0,05
0,3756 0,3614 0,3839 0,1570
TTCF dans les CSA  Valeur maximale (%) 1,77 0,08 1,77 0,38 0,18 0,19 0,19 0,18
Taille de I'échantillon 12 4 5 11 8 5 6 7
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Moyenne 9578,00 7 550,00 6427,00 10 270,00 10 140,00 10 000,00 9 022,00 11 000,00
Valeur minimale 2933,00 3133,00 3133,00 2933,00 4 133,00 4 400,00 4133,00 4 667,00
CFS totales par Médiane ' 7 433,00 8333,00 0,3356 4 800,00 9 533,00 0,1540 9 850,00 8 000,00 0,4716 8 000,00 10 600,00 0,1762
million de PBMC | Valeur maximale 24 470,00 10 400,00 12 270,00 24 470,00 16 130,00 16 400,00 16 400,00 16 130,00
Taille de I'échantillon 12 4 5 11 8 5 6 7
Test statistique choisi Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney Mann Whitney
Note : Les CFS spécifiques au TTCF ne comprennent que les lymphocytes B mémoires. Les CFS totales englobent les lymphocytes B mémoires ainsi que les
plasmablastes.
Légende : CSA : Cellules sécrétrices d’anticorps; CFS : Cellule formant des spots; PBMC : Peripheral blood mononuclear cell; TTCF : Tetanus toxin C
fragment
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a) Stratification basée sur le zénith de la charge virale maternelle en grossesse
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Nombre et fréquence relative des cellules formant des spots spécifiques au TTCF
chez les enfants ENI stratifiés en fonction du zénith de la charge virale
maternelle et du nadir du compte de CD4 en grossesse

Note : Les CFS spécifiques au TTCF ne comprennent que les lymphocytes B mémoires. Les CFS totales
englobent les lymphocytes B mémoires ainsi que les plasmablastes. La bande noire dans chacune des
distributions représente la médiane des données présentées.
Légende : CFS : cellule formant des spots; PBMC : Peripheral blood mononuclear cell; TTCF : Tetanus toxin C
fragment
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a) Stratification basée sur le zénith de la charge virale maternelle en grossesse

30 000
(8} Légende
s °
m
o 200007 * Exposé a une charge virale
g %o ° maternelle <40 copies/ml
- e’ ° ° durant la grossesse
= | 0
@ 10 000 ° - I
© o™ o o® o o Exposé a une charge virale
0 maternelle >40 copies/ml
6 mois 12 mois durant la grossesse
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Figure 25.  Nombre de cellules formant des spots chez les enfants ENI stratifiés en fonction
du zénith de la charge virale maternelle et du nadir du compte de CD4 en

Zrossesse
Note : Les CFS totales englobent les lymphocytes B mémoires ainsi que les plasmablastes. La bande noire dans

chacune des distributions représente la médiane des fréquences présentées.
Légende : CFS : Cellule formant des spots; PBMC : Peripheral blood mononuclear cell.
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3.4.4 Analyse de la corrélation des valeurs de cytométrie et d’ELISpot

Afin d’évaluer la capacité d’activation et de sécrétion d’IgG spécifiques au TTCF des
lymphocytes B mémoires IgM™ TTCF"™ observés en cytométrie, un test de Spearman a été
entrepris. Selon les résultats de ce test, le nombre de lymphocytes B mémoires IgM™ TTCF"
par million de lymphocytes correle significativement de maniére positive, bien que modérée,
avec le nombre de CFS spécifiques au TTCF (R de Spearman = 0,4591 et valeur P= 0,0061)
(Fig.26a : Tout age considéré). Cette association modérée est surtout due aux valeurs obtenues
a 12 mois de vie. En effet, lorsque les mémes analyses sont effectuées en divisant les données
selon 1’age des enfants, il est remarqué que la corrélation est trés forte a 6 mois (R de
Spearman = 0,7352 et valeur P= 0,0006), mais qu’elle est inexistante & 12 mois (R de
Spearman = 0,0111 et valeur P= 0,4857) (Fig.26b : 6 mois d’age et Fig.26¢ : 12 mois d’age).
Rappelons que pour comparer les données obtenues en cytométrie avec celles issues des
ELISpot, il a été nécessaire d’exprimer le nombre de cellules B mémoires IgM” TTCF" par
million de lymphocytes et non pas de PBMC, ce qui engendre une divergence dans la nature

des valeurs comparées.

a) Tout age considéré b) 6 mois d'age ¢) 12 mois d'age
R de Spearman = 0,4591 R de Spearman =0,7352 R de Spearman =0,0111
100+ Valeur p =0,0061 100- Valeur p = 0,0006 307 Valeurp =0,4857
n=29 n=16 n=13
[ ] [ ) [ ]
(@] 1 Q B O
Q 80 g 8o =
. i 2
60 604
& S ‘:’o_
= o e =
@ ° ° P ° @ hd . °
O 204 ° O 204 ° O . o
°
ood.‘-.‘-iq.—o.%—.r—, o-mOZO-:ﬁ—oﬁ—r—1 [T W o r .
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30
Lymphocytes B mémoires TTCF* IgM-/ Lymphocytes B mémoires TTCF* IgM-/ Lymphocytes B mémoires TTCF* IgM-/
1x108 lymphocytes 1x10% lymphocytes 1x108 lymphocytes

Figure 26. Corrélation des lymphocytes B mémoires IgM” TTCF" et du nombre de cellules
formant des spots spécifiques au TTCF

Légende : CFS : Cellule formant des spots; TTCF : Tetanus toxin C fragment
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Chapitre 4 : Discussion

4.1 Evaluation du profil lymphocytaire B

La majorité des fréquences des sous-populations lymphocytaires B chez les enfants
ENI ne montrait pas de trait distinctif en fonction de la sévérité des parametres maternels.
Toutefois, une activation précoce du compartiment était notable chez ceux qui avaient été
exposés a une CV détectable (>40 copies/ml) (valeur P= 0,0449) (Fig.16 et Tab.V) et a une
immunité lymphocytaire T CD4" altérée en grossesse (<500 cellules/'mm”) (valeur P= 0,0458)
(Fig.18 et Tab.VII). Cette activation se manifestait par une différenciation plus soutenue des
lymphocytes B naifs en plasmablastes. Considérant que les enfants ENI exhibent a) une
stimulation du compartiment lymphocytaire T "% 18 195 1% "4y yne réponse immunitaire a

médiation cellulaire spécifique au VIH ' '*°

99, 146

et ¢) une polarisation immunitaire vers un

profil Th1 dans leur sang de cordon , 11 est concevable que I’infection maternelle et

1% modulent cette activation humorale. La

I’environnement pro-inflammatoire placentaire
proximité temporelle de cette observation avec la période anténatale et la capacité du VIH a
infecter les trophoblastes™* appuient fortement I’idée que les enfants sont confrontés in utero
aux particules virales ou aux produits protéiques du VIH ainsi qu’au débalancement
immunitaire subi par leur meére. Puisque le développement du systeme immunitaire débute tres

. . . . 2352
tot au cours du premier trimestre gestationnel (revu dans 35237

) et qu’au sein de notre étude,
les virémies maternelles détectables ont surtout été détectées en début de grossesse, le
compartiment lymphocytaire B pourrait facilement étre a la merci des effets de la réplication

virale chez la meére.

Par ailleurs, nous avons pu établir une corrélation négative entre le compte de CD4 et
la CV maternels en grossesse chez les femmes ayant eu au moins un compte de CD4 inférieur
a 500 cellules/mm’ durant cette période (R de Spearman=-0,4137 et valeur P=0,0075). Ce
résultat implique qu’en plus d’avoir une immunité cellulaire sous-optimale, ces femmes ont
généralement moins bien contrélé leur virémie et progressent dans la maladie. Il se peut

qu’elles aient été plus enclines a souffrir d’échecs virologiques ou qu’elles aient recu le



diagnostic de I’infection au VIH dans une fenétre de temps rapprochée a la grossesse. Dans les
deux cas, leur enfant risquait d’étre exposé¢ a une CV détectable in utero. La pertinence du
compte de CD4 maternel dans le présent contexte est qu’une immunité lymphocytaire T CD4"
déprimée ou une infection au VIH plus avancée chez les PVVIH est associée avec une plus
grande susceptibilité aux infections opportunistes® '#+1%_ Ces infections pourraient activer les
défenses immunitaires maternelles et engendrer un débalancement inflammatoire ou des
défauts dans I’intégrité placentaire et ses fonctions se soldant en une exposition accrue aux
particules virales ainsi qu’aux agents pathogénes opportunistes. D’ailleurs, les
chorioamniotites ainsi que d’autres défauts placentaires ont été associés avec la transmission
du VIH?*® (revu dans®®). 11 faut toutefois noter qu’aucune observation n’a été effectuée quant
aux infections opportunistes dont auraient pu souffrir les meres des enfants ENI participant a
notre étude durant la grossesse. De méme, nous n’avons pas recueilli de données sur 1’état de

leur placenta.

Outre ’effet direct des particules virales, un milieu placentaire pro-inflammatoire et
I’inflammation chronique chez la mére causée par a I’infection au VIH pourraient étre a
I’origine d’une activation précoce du compartiment lymphocytaire B. Bien que peu de travaux
aient été effectués sur la capacité de transfert des cytokines a travers la barriére placentaire, il
est convenable de penser que les enfants ENI puissent étre affectés par un tel environnement
inflammatoire. De plus, lorsque la femme enceinte connait une infection intra-utérine ou une
inflammation intra-amniotique, il est fréquent que le nouveau-né développe un syndrome de

réponse inflammatoire feetale (SRIF) (revu dans®*" 24!

). Ce dernier consiste en le déploiement
d’une réponse immunitaire systémique chez le feetus caractérisée, en outre, par un taux élevé
d’IL-6**" (revu dans®*™ *). 11 serait certes surprenant que tous les nouveau-nés exposés a une
CV détectable ou a un faible compte de CD4 maternel in utero aient subi un SRIF. Or, il est
concevable que ces nouveau-nés aient exhibé certains paramétres inflammatoires similaires a
ceux associés a cette pathologie néonatale. Si tel est le cas ou si I’inflammation maternelle est
notable, il pourrait étre pertinent d’étudier le profil de cytokines dans leur sang de cordon et de

combiner cette analyse avec celle de 1’état placentaire. Parmi les biomarqueurs d’intérét

associés a I’inflammation et a la différenciation lymphocytaire B, I'IL-6 pourrait expliquer une
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fréquence plus ¢élevée de plasmablastes a la naissance. Cette protéine est un facteur
d’inflammation aigiie et chronique produit en réponse a une infection ou a des dommages

242, 243

tissulaires (revu dans ). Elle se trouve d’ailleurs augmentée dans 1’infection au VIH

244
(revu dans

). L’IL-6 participe a I’induction de la production de plusieurs protéines de phase
aigiiec comme la protéine C réactive (CRP, C-reactive protein) (revu dans**) et elle constitue
un facteur de stimulation important dans la différenciation des lymphocytes B en

plasmablastes et en plasmocytes™> 24

en agissant sur D’activation de la voie de
signalisation STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) qui résulte en une
hausse de I’expression d’un geéne crucial dans la prolifération et la différenciation
lymphocytaire, soit PRDMI (PR domain zinc finger protein 1) (revu dans**®). Ainsi, un niveau
élevé d’IL-6 pourrait partiellement expliquer ’activation du compartiment cellulaire B. A
noter qu’a ce jour, encore peu d’études ont étudié explicitement I’inflammation chez les
enfants ENI. Toutefois, certaines ont rapporté qu’il n’y avait pas de différence dans le niveau
d’IL-6 entre les enfants ENI et non exposés**” 2*®. Puisque ces études ne comparent pas les

enfants ENI entre eux, il reste pertinent de tester I’'IL-6 et de voir les relations que cette

cytokine pourrait avoir avec les perturbations de la fréquence des plasmablastes.

Par ailleurs, I’IL-21 semble étre, a priori, un facteur clé¢ a examiner chez les enfants
ENI en raison de sa relation avec I’IL-6 et ses multiples roles au sein des lymphocytes B. En
effet, sa production se voit induite au sein des cellules T CD4" auxiliaires folliculaires (acteurs
importants dans la stimulation et la différenciation des lymphocytes B en CSA) en réponse a
I’IL-6. Cette cytokine agit sur les cellules B en promouvant, en outre, la progression des
lymphocytes B vers un profil de CSA par I’induction de la voie STAT3 tout comme le fait
I’IL-6%*. L’IL-21 est capable d’agir tant sur les lymphocytes B naifs que sur les populations

o r 250
plus expérimentées®’.

Le phénoméne d’activation du compartiment cellulaire B est une caractéristique

partagée avec les PVVIH chez qui une virémie détectable est associée avec une expansion de

1

plasmablastes *'. Cette hausse dans ’abondance de cette population cellulaire ne leur
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permettrait toutefois pas de mieux se défendre contre le VIH, mais découlerait plutdt d’une

r . . . y . I3 . . . . 252
réponse immunitaire non spécifique envers la réplication active du virus >,

Il faut toutefois rester prudent quant a I’interprétation de ces résultats, entre autres en
raison de leur signification statistique s’approchant des limites. Il se pourrait qu’en ayant un
¢échantillon plus large d’enfants, ces disparités disparaissent. Notons également que pour
I’ensemble des résultats présentés au sein de ce mémoire, aucun ajustement de la valeur p n’a
été effectué pour tenir compte des comparaisons multiples. Cela meéne a une probabilité plus
¢levée d’obtenir des différences significatives qui ne sont dues qu’au hasard. Ce point sera
d’ailleurs discuté & la section 4.3.1. Egalement, en comparant avec ce qui est retrouvé dans la
littérature, il s’avére que tous les enfants ENI ont un pourcentage inférieur de plasmablastes a
la valeur pédiatrique de référence ** ?**. Cette divergence pourrait venir du fait que nous
avions identifié les plasmablastes par I’expression de CD27 et I’absence de CD20 et de CD21
a leur surface cellulaire. Les travaux auxquels nous faisons référence ont plutot opté pour les

marqueurs CD24 et CD38.

En ce qui concerne la fréquence des lymphocytes B CD19", elle est, a la naissance,
statistiquement plus élevée chez les enfants ayant fait face a une virémie indétectable durant
toute la grossesse (médiane= 11,93 % vs 6,25 % et valeur P= 0,0174). En absence d’un groupe
contrdle, la stratégie utilisée dans notre étude ne nous permet pas de déterminer lequel des
deux groupes présente une valeur atypique. Il est en de méme lorsque nos données sont
comparées avec celles de la littérature. En effet, bien que tous expriment la fréquence des
lymphocytes B CD19" sous forme de médiane et qu’elle corresponde au pourcentage dans les
lymphocytes, il y a une variation relativement importante selon la méthode expérimentale et
les outils techniques employés. Par exemple, alors que Duchamp et al. indiquent que 6,5 %
des lymphocytes sont des cellules B CD19" chez les enfants de moins d’un mois*>, Piatosa et
al. rapportent plutot des fréquences de 10.9 % dans la premicre semaine de vie et de 19,9 %

entre I’dge de 8 jours et de 2 mois >,
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Par ailleurs, les résultats obtenus dans le cadre de notre étude ne concordent pas tout a
fait avec les observations effectuées par Kakkar et al. qui révélent que les enfants exposés a
une CV maternelle au-dela de 1000 copies/ml a I’accouchement avaient un pourcentage
supérieur de lymphocytes B CD19™"**. La discordance entre les valeurs rapportées par Kakkar
et al. et celles issues de notre étude peut étre en grande partie expliquée par la différence
d’époque dans laquelle se situe I’étude. Alors que nos travaux se sont basés sur une cohorte
récente d’enfants ENI impliquant a la fois une efficacité augmentée des TAHA, des
procédures obstétricales et des soins meres-enfants, ceux de Kakkar et al. sont rétrospectifs.
Cela suppose des TAR moins optimaux pour le controle de I’infection maternelle, et des
politiques de santé moins bien développées pour la gestion des grossesses chez la clientele
vivant avec le VIH. Cela se voit d’ailleurs dans leur nombre de femmes avec une virémie
détectable & I’accouchement. Egalement, plusieurs différences techniques et analytiques sont
notables entre I’étude de Kakkar e al. et la nbtre : a) la divergence des stratégies de marquage
cellulaire et d’analyse, b) la disparité dans la classification des enfants ENI et ¢) la CV
considérée pour la stratification. Alors que nous avons travaillé avec le zénith en grossesse,
Kakkar et al. ont plutot opté pour la virémie a 1’accouchement. De plus, ils divisent les enfants
ENI en trois groupes selon qu’ils soient exposés a une CV de moins de 50 copies/ml, entre 50
et 1000 copies/ml ou de plus de 1000 copies/ml. Il n’était pas possible pour nous de procéder
ainsi en raison du nombre restreint d’enfants ENI. De plus, la majorité¢ des femmes avaient une

virémie indétectable a 1’accouchement.

Malgré I’incapacité d’établir quel groupe d’enfants présente une fréquence particuliere
de lymphocytes B CD19", et en dépit de I’incompatibilit¢ de nos données et de celles de
Kakkar et al., il est possible d’émettre certaines idées sur 1’origine de cette observation. D une
part, si ’on considére que les enfants exposés a une virémie détectable in utero ont une
fréquence amoindrie de lymphocyte B CD19", on pourrait penser qu’une plus forte exposition
au VIH engendrerait un épuisement du compartiment lymphocytaire B, ce qui entrainerait un
défaut de prolifération. L’expression du Fc receptor-like protein 4 (FcRL4), qui peut étre

256
0

induite par la gp12 , serait une preuve convaincante de 1’épuisement cellulaire. D’ailleurs,

chez les individus qui sont séropositifs pour le VIH, il y a une augmentation de I’expression de
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ce marqueur > 2** 2% Dans une méme optique, I’observation d’un déclin de la présence de
CD21 serait aussi pertinente pour valider cet état de défaillance d’autant plus que ce
symptome est associé a plusieurs maladies chroniques dont le VIH **" *2%_ pyisque nous
avons utilisé ce marqueur dans notre stratégie de phénotypage, il serait intéressant de
comparer son niveau d’expression chez les deux groupes d’enfants par le biais de la moyenne
de I’'intensité de fluorescence. Par ailleurs, une corrélation a été établie, chez les PVVIH, entre
la dégénérescence de 1’état du récepteur du B-cell activating factor (BAFF) nommé BR3 et la

260,261 p 14 . p
60.261 Méme chez les enfants séropositifs, il

perte de la capacité de survie des lymphocytes B
existe une plus grande proportion cellulaire exprimant faiblement ce récepteur®®'. L’étude de

I’expression de BR3 pourrait donc étre d’un intérét certain.

D’autre part, il se pourrait que les enfants exposés a une virémie détectable souffrent
d’une plus faible productivité hématopoiétique par la moelle osseuse. L’origine cette anomalie
pourrait étre en lien avec la nature du régime d’ARV pris par les méres ayant une CV
détectable en grossesse. De nombreuses équipes ont d’ailleurs fait une association entre les
TAR et les perturbations des paramétres hématologiques des enfants ENI 7' Cependant,
aucune d’entre elles n’a observé d’effet considérable sur le compartiment lymphocytaire B. A
priori, une enquéte plus poussée sur les relations entre ’abondance de ces cellules et le type
d’ARYV utilisé par la mére en grossesse apparait pertinente. Outre le possible impact des ARV,
I’inflammation pourrait étre le facteur clé de ’altération de la lymphopoiése chez les enfants
ENI. En effet, en condition d’infection et d’inflammation, il y a une réorientation de
I’hématopoiése vers la myélopoiése aux dépens de la lymphopoiése B (revu dans*®?). Le TNF-
o se montre d’ailleurs particulierement important dans 1’inhibition de la lymphopoiése B et la

prolifération cellulaire B en agissant sur I’axe du CXCLI2/CXCR4 (revu dans*®)

Considérant que les trophoblastes issus du placenta des meéres infectées par le VIH sont plus
portés & sécréter du TNF-a (revu dans™) et que les femmes enceintes VIH' affichent des
concentrations plus élevées de cette cytokine dans 1’environnement placentaire®” '’ il s’avére
probable que le TNF-a soit impliquée dans la variation des fréquences de lymphocytes B

CD19" chez les nouveau-nés ENI.
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Egalement, les facteurs microbiens tels que les LPS peuvent altérer le destin des
progéniteurs hématopoiétiques en se liant a leurs TLR, ce qui résulte en une induction de la
voie de la myélopoiése’®. Ainsi si une infection intra-utérine est survenue durant la gestation
des enfants exposés a une CV détectable en grossesse, il est concevable que la fréquence
affaiblie de cellules B CD19" soit la conséquence d’une déviation plus accentuée de
I’hématopoiese vers la myélopoiese. Bien que cette réorientation de I’hématopoicse pourrait
expliquer notre résultat, il est a noter que plusieurs études ont rapporté que les enfants ENI
avaient des paramétres hématologiques altérés aux dépens de plusieurs cellules issues de la
147-150

my¢lopoicse , ce qui est conflictuel avec cette hypothése.

En ce qui concerne les lymphocytes B expérimentés IgM ", les résultats ont révélé des
différences significatives chez des lymphocytes B mémoires classiques a 6 mois sous la
division basée sur la virémie maternelle (valeur P=0,0367) (Fig.17 et Tab.VI) de méme que
chez des lymphocytes B mémoires activés a 12 mois sous la stratification établie sur le
compte de CD4 maternel (valeur P=0,0071) (Fig.19 et Tab.VIII). Dans le premier cas, la
proportion est plus ¢levée chez les enfants exposés a une CV maternelle détectable, ce qui va a
I’opposé des conclusions de Nduati et al. En effet, ces derniers ont associ¢ I’exposition au
VIH avec une dévaluation de la fréquence des lymphocytes B mémoires classiques IgM ™',
Dr’ailleurs, on aurait pensé qu’une exposition prononcée aux particules virales aurait rapproché
davantage le profil lymphocytaire B des enfants ENI a celui observé chez les PVVIH. Ce n’est
toutefois pas le cas puisque ces dernieres connaissent une perte de leur immunité
humorale mémoire’®, plus particuliérement au niveau des lymphocytes IgM" tant chez
I’adulte’® que chez I’enfant®®. Du coté des lymphocytes B mémoires activés IgM’, la
fréquence était augmentée chez les enfants nés de mére avec une immunité lymphocytaire T
CD4" altérée (<500 cellules/mm’). Normalement, 1’inverse aurait été attendu si I’on se fie 4 la
relation positive qu’ont établie D’Orsogna et al. entre le compte de CD4 d’une PVVIH et la
fréquence cellulaire B IgM ™%, Ainsi, il n’est pas possible de faire de rapprochement entre
I’état immunitaire des enfants ENI et I’infection au VIH par rapport aux lymphocytes B

mémoires n’ayant pas effectué¢ de commutation de classe.
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D’un autre point de vue, il est envisageable que ces enfants connaissent tout
simplement des altérations dans le processus de commutation de classe, ce qui expliquerait la
plus grande fréquence des populations IgM". D’ailleurs, un lien peut étre établi entre la
défaillance de ce mécanisme de différenciation et I’action de la protéine Nef. Premie¢rement, il
est connu que Nef peut se retrouver dans le milieu extracellulaire via une relache par les
cellules infectées. En fait, dans le sérum des personnes infectées, il peut y avoir une
concentration de Nef allant de 1 a 10 ng/ml *®. Deuxiémement, il a ét¢ démontré par Qiao et
al. que Nef pouvait s’incorporer, in vivo, dans les cellules B IgD" au niveau de la membrane,
dans le cytoplasme et parfois méme dans le noyau **. Le méme phénomeéne peut se voir in
vitro sans nécessiter une concentration élevée de la protéine (1 ng/ml). Troisiemement, par
Qiao et al ont également présenté qu’en présence de Nef, il y avait une inhibition de

269
_4%¢

I’induction T-dépendante du class-switching par CD40L et IL . Nef empéche le class-

switching vers IgA, IgE et IgG qui sont des isotypes plus efficaces pour la neutralisation virale

270 21 Finalement, il a été démontré

que I’IgD “™, ce qui favorise 1’évasion immunitaire du VIH
par Singh et al., que, chez le rat, Nef peut traverser la barriére placentaire en provoquant des
bréches dans celle-ci 2’2, Considérant ces informations, il serait possible que les enfants issus
de meéres ayant eu une CV plus élevée en grossesse aient été exposés a Nef de maniére plus
intime et que cela ait eu un impact sur le mécanisme de commutation de classe en absence
d’infection. De plus, puisque nous avons pu établir une corrélation négative entre le compte de
CD4 et la CV maternels en grossesse chez les femmes ayant eu au moins un compte de CD4
inférieur a 500 cellules/'mm’, nous pouvons supposer que les perturbations dans la
commutation de classe pergues sous la stratification basée sur le compte de CD4 maternel
peuvent également s’expliquer par 1’action de Nef sur les lymphocytes B. Ce qui échappe
toutefois a cette hypothese est le fait que la différence est pergue assez tardivement par rapport
a ’exposition présumée et qu’il faudrait probablement que des doses assez élevées de cette

protéine se retrouvent dans I’organisme du feetus pour engendrer une altération distinguable du

processus de maturation canonique des lymphocytes B.

Dans un autre ordre d’idées, bien qu’aucune différence significative ne soit

distinguable entre les différents groupes d’enfants ENI, tous expriment une plus forte
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fréquence de lymphocytes B mémoires atypiques que ce qui est retrouvé dans la littérature. En
effet, dans leur 1™ année de vie, le compartiment B CD19" est composé a moins de 3,9 %> 2%
de lymphocytes B mémoires atypiques, alors que la médiane moyenne des enfants ENI a
I’étude dans notre projet était a plus de 5 %. Notons que cette fraction cellulaire est augmentée
chez les PVVIH?™ ™ et qu’elle est caractérisée par I’expression de signes d’épuisement
induits par la réplication virale?®'. Cette observation pourrait appuyer le fait que les enfants

ENI soient affectés par ’infection maternelle.

4.2 Analyse de la réponse vaccinale contre le tétanos

Le développement des différentes sous-populations lymphocytaires B spécifiques au
tétanos ne connait pas de plus grandes perturbations selon que 1’enfant ait été ou non expos¢ a
une CV détectable in utero (Fig.21 et Tab.IX). Cette conclusion est certes treés rassurante du
point de vue clinique, puisqu’elle implique que la virémie maternelle n’entache pas la capacité

des enfants ENI a ériger une réponse vaccinale qui induit une immunité a long terme.

En se basant sur la classification en fonction du nadir du compte de CD4 maternel,
seule une distinction au niveau de la fréquence des lymphocytes B naifs est notable a 12 mois
(Fig.22, Tab.X). En absence d’un groupe d’enfants non exposés au VIH, de déterminer
I’orientation de la différence, c’est-a-dire établir quels enfants présentent un pourcentage
singulier, est impraticable. Malgré tout, il est intéressant de constater que la perturbation de
cette fréquence est restreinte aux clones lymphocytaires B naifs spécifiques au TTCF ou, du
moins, qu’elle est de trop faible ampleur pour avoir des répercussions sur la population totale
de lymphocytes B naifs, puisqu’aucune altération n’est remarquée dans cette fraction.
Egalement, il est important de souligner qu’en dépit de cette différence dans le compartiment
naif, tous les enfants ENI sont en mesure d’élaborer une immunité mature expérimentée face
au tétanos en réponse a la vaccination qui est similaire. Ces observations vont d’ailleurs dans
le méme sens que celles effectuées sous la stratification basée sur le zénith de la CV

maternelle en grossesse.
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A la lumiére de nos observations, il reste encore difficile de mettre en évidence le
mécanisme biologique menant a la perturbation de la population lymphocytaire naive
spécifique au tétanos. Afin d’y parvenir, il serait d’abord bénéfique d’augmenter la taille du
groupe d’enfants de 12 mois impliqués dans cette analyse. D’inclure des expériences basées
sur un autre antigéne pourrait également nous éclairer sur la réelle association entre le
phénoméne pergu et la nature de I’antigéne. Autrement, a la vue de nos résultats, certains
mécanismes biologiques nous paraissent potentiellement moins probables que d’autres pour
expliquer la différence de fréquence des lymphocytes B naifs spécifiques au TTCF entre les
deux groupes d’enfants. Dans un premier temps, il y a peu de risque que les enfants nés de
méres ayant eu un compte de CD4 d’au moins 500 cellules/'mm’ en durant toute la grossesse
aient un handicap dans la maturation cellulaire induite par la vaccination. Si c’était le cas, il y
aurait des répercussions sur la fréquence des populations matures expérimentée, ce qui ne se
voit pas dans la situation actuelle. Méme si I’on considére qu’étant ténu, 1’effet pourrait étre
dilué dans ces populations et donc non percu ailleurs, I’altération de la maturation pourrait se
voir dans les populations lymphocytaires non spécifiques au tétanos. Or, il n’en est pas ainsi
puisqu’aucune différence statistiquement significative n’est remarquée dans les diverses
populations de lymphocytes B expérimentés IgM™ étudiées. Egalement, un handicap dans le
développement de fractions cellulaires matures expérimentées serait visible bien plus tot qu’a
12 mois puisque le programme de vaccination québécois débute a 2 mois de vie (Tab.III).
Pourtant, on ne note aucune distinction statistiquement significative a 6 mois entre les deux
groupes. Dans un contexte ou le processus de maturation serait réellement biaisé¢ chez les
lymphocytes naifs spécifiques au tétanos, on pourrait considérer que certains clones ont une
réponse altérée face a I’'IL-10 et I’'IL-21 qui promeuvent plusieurs processus de différenciation

chez les lymphocytes B naifs"”.

Dans un deuxiéme temps, il est peu probable que la différence dans la fréquence de la
population lymphocytaire B naive spécifique au tétanos découle d’un processus
hématopoiétique déprimé. Certes, une production diminuée de lymphocytes B par les organes
lymphoides primaires pourrait expliquer partiellement une plus faible fréquence de

lymphocytes B naifs chez les enfants exposés a une immunité lymphocytaire T CD4"
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maternelle de moins de 500 cellules/mm’. Or, cette hypothése ne s’accorde pas avec 1’absence
de perturbations dans les lymphocytes B naifs totaux et avec le délai entre la naissance et
I’apparition de la déficience a 12 mois. Au contraire, il aurait été plus probable de voir un
ralentissement de 1’hématopoiese dans un intervalle plus rapproché a la période anténatale,
puisque certains TAR engendrent des altérations hématologiques chez 1’enfant ENI "5 En
ce sens, il serait intéressant d’examiner les liens entre la faible fréquence de lymphocytes B
naifs, la nature des ARV pris par les méres qui ont eu une immunité lymphocytaire T CD4"
déficiente en grossesse ainsi que la durée et le nombre de changements de médication.
Toutefois, méme si les TAR détenaient une partie de [’explication, il est difficile de
comprendre pourquoi les lymphocytes B naifs totaux ne seraient pas significativement affectés

et pourquoi il y aurait un délai si important entre I’effet des ARV in utero et le développement

du compartiment lymphocytaire B.

Dans un dernier temps, la différence de fréquence pourrait émaner d’un défaut dans la
survie des lymphocytes B naifs chez les enfants exposés a un compte de CD4 sous la normale.
D’une part, on pourrait penser qu’une immunité lymphocytaire T CD4" non optimale en
grossesse engendre chez I’enfant un changement phénotypique dans la population naive
menant a une apoptose plus rapide. D’ailleurs, il a déja été rapporté que les cellules B des
enfants ENI étaient plus disposées a entrer en apoptose "°°. Cela pourrait étre di a des
interactions sous-optimales entre cette population et les acteurs impliqués dans leur maintien
homéostatique (lymphocytes T CD4", cellules dendritiques, etc.). D’ailleurs, des déréglements

+ 79, 146, 188, 19 il 2 ror
79, 146, 188, 195 ot dendritique®’® des enfants ENIT ont été

dans le compartiment cellulaire T CD4
rapportés, ce qui pourrait se répercuter sur l’environnement des organes lymphoides
secondaires. Egalement, le phénoméne pourrait étre dii a une présence réduite de la cytokine
BAFF qui est essentielle a la survie lymphocytaire B en périphérie *”’. Cependant, I’hypothése
voulant qu’il y ait un défaut dans la survie des lymphocytes B naifs ne justifie pas pourquoi le
phénomene serait restreint aux lymphocytes B naifs qui ont une spécificité ciblée contre le

tétanos ou pourquoi le déréglement survient si tardivement.
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En ce qui concerne la présence de lymphocytes B mémoires spécifiques au tétanos
dans le sang de cordon, il semble, a priori, étre trés peu probable que les enfants ENI aient été
exposés in utero aux antigénes de Clostridium tetani, et donc que les toutes les méres aient
contracté le tétanos dans une période rapprochée a la grossesse. En fait, plusieurs éléments
peuvent expliquer la présence inattendue de ces lymphocytes expérimentés. Premiérement, il
est trés important de souligner que, dans le sang de cordon, I’expression de CD27 n’indique
pas la présence de lymphocytes B mémoires®’®. Combiné a I'IgM, le CD27 se voit, en réalité,
a la surface des lymphocytes B1>"® ?”°. Originellement identifiées chez 1’héte murin, ces
cellules BI ont été associées tant & une activité de protection contre divers pathogeénes

280

microbiens qu’a une réactivité auto-immune (revu dans“"). Chez 1’humain, 1’identification

d’une population cellulaire similaire a celle retrouvée chez la souris a d’abord été faite dans le

i . .. 281
contexte de désordres immunitaires (revu dans®®

). Semblablement a celles chez 1’hote murin,
les cellules B1 humaines sont capables d’induire une stimulation lymphocytaire T soutenue et
de sécréter spontanément des IgM*’®. Ces derniers sont définis comme étant des anticorps
naturels qui permettent de soutenir un répertoire d’anticorps dirigés contre des pathogenes
microbiens sans exposition préalable aux antigénes pour lesquels ils sont spécifiques

281

(revu dans™). Les lymphocytes Bl se distinguent de la population mémoire par leur

. \ 278, 282
expression de CD43 & leur surface’’ **

. Malheureusement, comme ce marqueur n’a pas été
inclus dans notre stratégie de marquage, il ne fait donc aucun doute que nous n’ayons pas
réussi a distinguer les lymphocytes B1 des lymphocytes B expérimentés dans les divers
échantillons de PBMC des enfants ENI durant leur premicre année de vie. Nous pouvons donc
supposé que la présence de lymphocytes B « mémoires » spécifiques au tétanos reléve plutdt
de I’existence de cellules B1 au sein du sang de cordon. D’ailleurs, une forte proportion des

lymphocytes B mémoires dans le sang de cordon exprime 1’IgM (Tab.V et VII).

Deuxiémement, notre stratégie ne permet pas de différencier les lymphocytes
spécifiques aux réactifs constituant les oligoméres des cellules spécifiques au TTCF. Du coup,
il se peut que les fréquences observées soient issues de cellules spécifiques a la streptativine et

au fluorochrome PE. Il en sera d’ailleurs question a la section 4.3.4.
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Troisiemement, il a ¢été rapporté, dans la littérature, qu’il pouvait y avoir une
immunisation transplacentaire contre le tétanos chez le feetus lorsque la mére était vaccinée
durant la gestation. Il en résultait une concentration sérique détectable d’IgM spécifiques au
tétanos a la naissance’™. Bien qu’il serait surprenant que toutes les femmes se soient fait
vacciner durant la grossesse, ces résultats suggerent que les foetus sont en mesure d’établir une
réponse contre le tétanos en absence de centres germinatifs. On peut donc supposer qu’il y ait
une tres forte proportion de lymphocytes B mémoires n’ayant pas fait de commutation de

classe dans cette sous-population.

Quatriemement, lors du prélévement du sang de cordon ombilical, il se peut qu’il y ait
eu contamination de 1’échantillon avec le sang maternel et que cette contamination ait permis
le transfert de certains lymphocytes B expérimentés et spécifiques. Il est toutefois improbable
que I’ensemble des échantillons de sang de cordon ait subi un tel transfert de 1I’immunité

humorale maternelle considérant la faible fréquence de cette population lymphocytaire B.

Finalement, bien qu’une vérification de la spécificité des oligomeres du TTCF ait été
effectuée chez un individu adulte avant qu’il ne recoive une dose de rappel du vaccin contre le
tétanos, nous ne pouvons pas €carter hors de tout doute qu’il puisse y avoir une réactivité
croisée de certains anticorps de surfaces polyclonaux avec le TTCF d’autant plus que le
compartiment cellulaire B dans le sang de cordon n’est pas a un stade avancé de maturation.
Ce phénomene de réactivité croisée consiste en la capacité d’un anticorps a réagir a un
antigene distinct de celui auquel il est originellement spécifique en raison d’une homologie de
séquence ¢levée entre les deux antigénes. Par exemple, il a été remarqué, chez les enfants, a la
suite de la vaccination contre le pneumocoque de type 6B, qu’il y avait génération d’anticorps
capables de réagir contre le sérotype 6A***. De méme, il existe une réactivité croisée des

. , . , . . 2
anticorps spécifiques au tétanos avec les neurotoxines botuliques®.

Ainsi, malgré la présence d’une altération chez les lymphocytes B naifs, nos résultats

suggerent que la sévérité des paramétres maternels n’a pas d’effet marqué sur la capacité
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d’acquérir de I’expérience a travers la premiere année de vie et de générer une mémoire
immunologique a la suite de la vaccination. D’ailleurs, dans I’ensemble, les constituants
cellulaires de cette mémoire immunitaire sont capables de réagir a une stimulation et de
soutenir une sécrétion d’anticorps dirigés contre le tétanos. Il existe, en effet, une corrélation
positive entre le nombre de lymphocytes B mémoires spécifiques au TTCF observés en
cytométrie et le nombre de CFS spécifiques au méme antigéne, ce qui indique que les CFS
observées en ELISpot sont reliées aux données acquises en cytométrie par rapport au
compartiment mémoire spécifique au tétanos (Fig.26a). Cette association est cependant perdue
a 12 mois de vie, ce qui pourrait étre causé par la présence plus marquée de certaines données
extrémes retrouvées a cet age. En effet, considérant le faible nombre d’échantillons
contribuant a 1’analyse de corrélation, 1I’importante dispersion des données et 1’aptitude
considérable des lymphocytes B mémoires spécifiques au tétanos des enfants ENI a sécréter
des anticorps a 6 mois (Fig.26b), il est fort probable que I’absence de corrélation a 12 mois
n’ait pas une signification biologique, mais qu’elle ne reflete que les limites techniques et
expérimentales du projet (Fig.26¢). Ainsi, avant de suggérer que la capacité a soutenir dans le
temps une réponse mémoire fonctionnelle contre le tétanos est amputée chez les enfants ENI,
il serait important d’augmenter la taille du groupe a I’étude. Par ailleurs, s’il y a confirmation
d’une perte du nombre de lymphocytes B mémoires capables de déployer une réponse
humorale expérimentée, il serait pertinent de vérifier la relation entre cette perte et la
concentration d’anticorps sécrétés par les cellules B mémoires. Comme la majorité des études

. ’ r . 7 208, 211
soutiennent que les enfants ENI répondent adéquatement au vaccin contre le tétanos™*

(revu dans™ %)

, il se pourrait que, méme avec un nombre plus restreint d’acteurs humoraux,
ils soient capables d’atteindre des concentrations protectrices d’anticorps. Pour le vérifier, il
suffirait d’examiner, par le biais d’un ELISA, la teneur en anticorps spécifiques au TTCF du
surnageant de culture a la suite d’une stimulation. L’analyse de la taille des spots retrouvés en

ELISpot pourrait é¢galement remplir le méme objectif.
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4.3 Limitations de I’étude

4.3.1 Analyse statistique des données

Dans le cadre de cette ¢tude, il a été décidé de procéder a 1’analyse statistique sans
faire d’ajustement de la valeur p malgré les comparaisons multiples. Un seuil de signification
de 0,05 a donc été retenu pour chacune des comparaisons entre les différents groupes
d’enfants ENI. Cette décision implique cependant qu’il y a globalement plus que le 5 % de
probabilité¢ habituelle que les différences statistiquement significatives présentées ne soient
dues qu’au hasard. Effectivement, quand de nombreux tests statistiques sont effectués au sein
d’une méme analyse sans qu’aucune correction pour comparaisons multiples ne soit appliquée,
il y a une inflation de la probabilité de générer des erreurs de types I, soit des faux positifs, qui

répond & I’équation de la Figure 27°%¢,

X =100(1.00 — 0,95Y)
Ou
N=nombre de tests indépendants exécutés

Figure 27. Probabilité d’obtenir une comparaison avec une valeur p significative en fonction
du nombre de tests indépendants effectués

A T’inverse, une analyse statistique ajustée pour de multiples comparaisons peut, en
outre, induire des erreurs de type II, soit de faux négatifs, en raison des parametres stricts
qu’elle applique. Ainsi, il est souvent nécessaire d’avoir un plus grand nombre de sujets au
sein de 1’étude (revu dans®®’), ce qui n’était malheureusement pas possible dans le contexte de
notre projet. Il a donc été préféré de mener I’étude sans faire d’ajustement a la valeur p, mais
de toujours bien soutenir que les résultats présentés nécessitent d’étre interprétés avec
prudence. D’ailleurs, comme il en sera question dans les prochaines sections et en perspective,
plusieurs aspects du projet requicrent d’étre examinés plus profondément et de maniere plus
exhaustive pour que le portrait de ’immunité humorale des enfants ENI soit bien détaillé et

compris en terme de capacité fonctionnelle et de constitution.
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4.3.2 Classification des enfants ENI

Les méthodes de stratification des enfants ENI utilisée dans ce projet (zénith de la CV
maternelle et nadir du compte de CD4 de la meére) n’ont permis que d’avoir un portrait
rudimentaire et imprécis de I’impact des parametres maternels en grossesse sur le
développement de leur compartiment lymphocytaire B. En effet, ces types de classification
restreignent ’attention qui devrait étre accordée au moment gestationnel des expositions
présumées les plus séveres ainsi qu’a la durée et a I’intensité de ces dernieéres. D’une part,
sachant que la transmission verticale du VIH in utero prend principalement place dans les
quatre derniéres semaines de gestation'"’, stratifier les enfants selon le trimestre du zénith de
la CV maternelle en grossesse pourrait permettre d’établir la période critique durant laquelle
les parameétres maternels pourraient influencer le développement du compartiment cellulaire
B. D’autre part, dans 1’étude actuelle, tous les enfants ENI exposés a une virémie détectable ou
a un compte de CD4 inférieur a 500 cellules/mm’ étaient regroupés ensemble, peu importe
I’intensité de 1’infection ou des altérations immunitaires. Ceci implique, par exemple, qu’un
enfant issu d’une meére ayant eu une virémie de 56 copies/ml a une reprise durant la grossesse
¢tait dans la méme division qu’un enfant né d’une mere ayant eu une CV de 5 000 copies/ml
pendant tout le 1% trimestre. Le fait de procéder ainsi dilue d’éventuelles perturbations du
compartiment lymphocytaire B qui auraient pu étre mieux caractérisées sous une stratification

plus raffinée.

Bien que les classifications employées présentent des lacunes, il aurait été difficile de
procéder autrement. D’abord, plusieurs femmes avaient des dossiers médicaux incomplets en
raison d’un suivi obstétrical ou d’un diagnostic d’infection au VIH tardif ou encore d’une
adhésion limitée aux services médicaux. Ainsi, les données sur la CV et sur le compte de CD4
n’étaient pas disponibles pour tous les trimestres pour plusieurs femmes incluses dans 1’étude.
Cela contraignait notre capacité, par exemple, a stratifier les enfants selon leur exposition a la
virémie maternelle au premier trimestre de grossesse. De ce fait, une exclusion de plusieurs
enfants a I’analyse aurait été nécessaire pour y parvenir. A titre indicatif, sur les 68 grossesses
incluses dans le projet, des données sur la santé maternelle et I’infection au VIH sont

manquantes a au moins un trimestre dans 15 cas. Ensuite, bien que le dernier trimestre et
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I’accouchement pourraient représenter une fenétre de temps charniére pour 1’exposition du
bambin au virus, la quasi-totalit¢é des femmes avait une virémie indétectable durant cette
période. En fait, seules 2 femmes avaient une CV détectable a la naissance de leur nouveau-né.
De plus, a la lumiére des données disponibles, il n’y a que cinq femmes qui ont eu des
virémies détectables au cours du troisiéme trimestre, et celles-ci étaient toutes en dessous de
200 copies/ml. Du coup, il était impossible de comparer les caractéristiques du compartiment
lymphocytaire B et de la réponse vaccinale des enfants ENI en se basant sur les données
maternelles au troisiéme trimestre et a la naissance de I’enfant. Somme toute, il est trés
rassurant de savoir que I’infection au VIH chez la trés grande majorité des femmes était bien
controlée durant la grossesse et qu’il s’agit d’une priorité pour le personnel médical travaillant
aupres de cette clientéle. Finalement, méme si les informations maternelles avaient été
disponibles pour tous les segments de la grossesse, une division des enfants ENI en plus de
deux groupes aurait affecté la puissance statistique de notre analyse. En effet, plusieurs
expériences ont été réalisées sur un nombre trop restreint d’enfants pour avoir la possibilité de
stratifier les résultats de maniére plus minutieuse. La solution la plus simple serait de recruter

davantage d’enfants.

4.3.3 Comparaison des enfants ENI avec un groupe témoin

L’objectif du projet était de vérifier si ’intensité des parametres maternels rattachés a
I’infection par le VIH avait un effet sur I’immunité de I’enfant, d’ou I’intérét de comparer les
enfants ENI entre eux. Toutefois, une telle démarche ne permet pas de déterminer si les
fréquences des sous-populations lymphocytaires B et si la capacité du compartiment mémoire
a sécréter des anticorps sont similaires a ce qui est observé dans la population pédiatrique
générale. Pour étre en mesure de vérifier s’il y a des anomalies caractéristiques de 1’exposition
au VIH ou a 'immunité altérée de la mere, il serait nécessaire d’inclure un groupe témoin non
exposé au VIH. Or, s’il n’y a pas de trace de ces enfants au sein de cette étude, ce n’est pas
faute d’avoir essayé. Les approbations éthiques ont été effectuées et le recrutement a été lancé
bien que tardivement. Cependant, comme nous souhaitions effectuer un suivi longitudinal

d’un an, les enfants devaient revenir a 6 et 12 mois pour des prélevements sanguins. Or, en
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absence de probléme de santé, il était assez difficile de convaincre les parents de faire subir a
leur nourrisson des ponctions veineuses exclusivement a des fins de recherche. En
rétrospective, il aurait été plus réaliste de recruter des enfants différents pour les prélevements
du sang de cordon et pour les échantillons a 6 et 12 mois. Le recrutement a ces deux ages
aurait pu se faire aupres de la clientele devant subir une chirurgie d’un jour a I’hopital et ne
souffrant d’aucune morbidité particuliere ou d’anomalie génétique ayant des conséquences sur

le profil immunitaire.

Bien évidemment, il est faisable de se baser sur les résultats d’autres études pour faire
un parallele entre les données obtenues grace a ce projet et ce qui est retrouvé chez les enfants
non exposés et chez ceux qui vivent avec le VIH. Cette stratégie présente toutefois une
faiblesse méthodologique dont on ne peut faire fi: I’hétérogénéit¢é des méthodes

d’immunophénotypage®®® %

En effet, les fréquences obtenues en phénotypage sont
influencées par les marqueurs choisis pour caractériser les différentes populations cellulaires,
par le clone duquel découlent les anticorps libellés (variation dans les €pitopes ciblés par les
anticorps), la configuration et la nature des instruments d’analyse employés ainsi que la

289

stratégie d’analyse hiérarchique Alors que nous ciblons I’IgM pour identifier les

lymphocytes naifs et les populations matures n’ayant pas fait la commutation de classe,

14, 253

certains exploitent 1’expression d’IgD . Dans plusieurs travaux, les auteurs visent

I’expression de CD38 pour définir les lymphocytes immatures et les

plasmocytes/plasmablastes * ' 253

, alors que nous n’avons pas accordé¢ d’attention a
I’expression de ce marqueur au sein de nos échantillons. Autrement dit, I’absence de lignes
directrices standardisées pour le phénotypage des cellules en cytométrie engendre des
limitations dans la possibilité d’utiliser des études distinctes pour comparer les fréquences des

. . . . 288. 289
diverses sous-populations cellulaires humaines®® %

4.3.4 Technique de détection des lymphocytes B spécifiques a un antigéne

Afin d’identifier les populations rares de lymphocytes B spécifiques au TTCF, nous

avons utilisé¢ des oligoméres de TTCF formés par le biais de l’interaction de 1’antigéne
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biotinylé avec la streptatividine couplée au fluorochrome PE. Cette méthode méne a une
meilleure détection des lymphocytes B spécifiques au tétanos, puisqu’elle augmente 1’avidité

220, 221

entre I’anticorps et 1’antigéne . Toutefois, elle a comme désavantage d’engendrer des

interactions non désirables des RCB avec la streptavidine et le fluorochrome PE 2% 3% 290
Dans notre stratégie de détection, ces interactions sont indissociables des liaisons spécifiques
au TTCF, ce qui nous expose potentiellement a un biais dans la lecture des fréquences
cellulaires. Les tests de spécificité du TTCF (Fig.20) ne nous auraient pas permis de déceler
ces interactions indésirables des oligomeéres avec les lymphocytes B, car le sujet sélectionné
pour mener ces expérimentations n’était pas naif a 'immunisation contre le tétanos. Ainsi,
nous nous attendions a trouver quelques lymphocytes B mémoires classiques spécifiques au
tétanos dans les cellules B de ces contrdles. D’ailleurs, il est envisageable que ces interactions

indésirables soient 1’'une des causes de la détection de lymphocytes mémoires classiques

spécifiques au tétanos dans le sang de cordon des enfants ENI (voir section 4.2).

Pour éviter une telle situation, il aurait été nécessaire de procéder a un double
marquage des populations spécifiques au TTCF. Cette technique consiste a utiliser, en plus des
oligomeres fluorescents, un anticorps couplé a un autre fluorochrome étant spécifique a
I’antigéne d’intérét. Pour le TTCEF, il aurait été possible de purifier les anticorps sécrétés de
I’hybridome SA13 déja utilisé comme contrdle positif au sein de nos expériences et de coupler
ces anticorps au fluorochrome de notre choix avec une trousse commerciale d’étiquetage des
anticorps. En procédant ainsi, une cellule bel et bien spécifique pour 1’antigéne d’intérét aurait
été positive pour les deux fluorochromes : celui de 1’oligomeére et celui de 1’anticorps dirigé
contre I’antigéne. Plusieurs équipes se sont basées sur le double marquage pour identifier des

. 291, 292
populations rares = “".

L’adoption d’un tel changement de procédure en cours de projet aurait toutefois été
assez complexe. Effectivement, les trousses d’étiquetage des anticorps ne permettent pas de
choisir n’importe quel fluorochrome et considérant les nombreuses couleurs déja en place dans

la stratégie de phénotypage, il aurait fallu faire des modifications majeures au niveau du choix

113



des réactifs utilisés. Ceci aurait mis en péril la compatibilit¢ des résultats amassés par
Catherine Gravel au cours de sa maitrise avec ceux découlant de la nouvelle stratégie de
phénotypage. Dans I’optique d’appliquer un changement moins invasif quoiqu’imparfait, nous
aurions pu faire plusieurs marquages lymphocytaires B chez des sujets témoins et d’incuber
les cellules avec la streptavidine couplée a PE uniquement plutot qu’avec les oligomeéres de
TTCF. De cette maniere, nous aurions pu déterminer une fréquence moyenne des lymphocytes
B spécifiques a la streptavidine et au PE et ainsi soustraire cette fréquence a celles obtenues

lors des marquages avec les oligomeres de TTCF chez les enfants ENI.

4.3.5 Validité statistique des sous-populations rares spécifiques au TTCF

Franz et al., qui ont mis au point la technique utilisée dans notre projet, ont établi que
les lymphocytes B spécifiques au TTCF représentaient entre 0,0016 % et 0,0113 % des
lymphocytes B CD19"%*°. 1l s’agit donc d’une population assez rare de cellules dans le
compartiment B, ce qui implique que pour avoir un faible coefficient de variation et un
intervalle de confiance adéquat, il est nécessaire d’acquérir énormément d’événements en
cytométrie. Par exemple, sous la distribution statistique de Poisson, pour avoir un coefficient
de variation de 5 % avec une fréquence de 0,01 % de lymphocytes B spécifiques au TTCEF, il
faudrait acquérir au moins 4 millions de lymphocytes B CD19" ** ** Puisque nous
travaillions avec des échantillons pédiatriques, le nombre de PBMC isolés ne permettait pas
d’atteindre de telles valeurs. C’est pour cette raison que nous avons établi qu’une population
cellulaire spécifique au TTCF ¢était valide lorsque la population mere dont elle découle
contenait au moins 500 éveénements comme il a ét¢ mentionné a la section 2.7.1. Cette
méthode implique donc que le coefficient de variation était parfois treés élevé et que la

détection des éveénements n’a pas toujours une valeur statistiquement significative.
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4.4 Perspectives

4.4.1 Evaluation de la réponse vaccinale contre d’autres pathogénes

Bien qu’une réponse sérique satisfaisante chez les enfants ENI a été notée contre S.
pneumoniae *, elle semble étre variables selon le sérotype de la bactérie 2”. A ce jour, peu de
groupes se sont penchés sur la persistance de la fonctionnalité des lymphocytes B mémoires
spécifiques au pneumocoque chez les enfants ENI malgré leur plus grande susceptibilité aux

. . , noa 172
infections causées par ce pathogéne 7

. Nduati et al. ont toutefois rapporté que les enfants ENI
ne présentaient pas de particularité préoccupante dans la sécrétion d’IgG spécifiques aux
agents pathogeénes du tétanos et de la diphtérie ainsi qu’au pneumocoque a la suite d’une
stimulation des lymphocytes B mémoires®''. Malgré tout, il serait intéressant de documenter
davantage la ténacité de la fonctionnalité des lymphocytes B mémoires de ces enfants jusqu’a
I’age scolaire dans le contexte de I’immunisation contre les différents agents pathogenes
infantiles. L’évaluation et la comparaison de I’efficacit¢ de I'immunité humorale de longue
durée induite par les différents types de vaccins (atténués, conjugués, inactivés, sous-unitaire,
etc.) pourrait mener a une meilleure compréhension de la morbidité accentuée des enfants ENI
face a différents pathogénes. Comme il a été effectué¢ dans notre étude, il serait important de
mettre en relation le nombre de lymphocytes B spécifiques a un antigéne et retrouvés en
périphérie avec le nombre de ces cellules B mémoires capables d’engager une réponse a la
suite de I’exposition a cet antigéne. Ceci amenerait a déterminer si les lymphocytes B
mémoires des enfants ENI contribuent tous équitablement a la réponse secondaire contre un

antigéne ou si seule une fraction du compartiment réagit fortement a la menace.

4.4.2 Détermination de la présence d’une réponse humorale contre des

composantes antigéniques du VIH

Il a déja été rapporté que le compartiment lymphocytaire T des enfants ENI comprenait

des cellules spécifiques a différents antigénes du VIH "% #5277

, €€ qui suggere une véritable
exposition du feetus au virus. Ces lymphocytes T spécifiques au VIH sont rapidement perdus

apres la naissance probablement en raison de 1’absence de contact répété avec les antigénes
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viraux '. 11 y a cependant trés peu de documentations sur ce phénoméne au sein du profil
lymphocytaire B. Moussa et al. ont toutefois rapporté que les enfants ENI étant allaités
produisent des anticorps spécifiques au VIH au niveau de la muqueuse intestinale **®. 11 serait
donc intéressant de vérifier la présence d’une telle spécificité au sein de ces cellules, de la
quantifier en cytométrie et d’évaluer ’efficacité de ces cellules a sécréter des anticorps a la
suite d’une stimulation. Ceci aurait pu permettre d’établir des relations entre I’importance des
populations cellulaires B spécifiques au VIH et la CV maternelle durant la grossesse et peut-
étre de mieux comprendre la spécificité de la population augmentée de plasmablastes chez les
enfants exposés a une virémie plus élevée durant la gestation. Dans cette optique, des
expériences ont été initiées au cours de ce projet. Malheureusement, en raison des problémes
rencontrés avec les anticorps couplés de BD, il n’a pas été possible de mener a bien toutes les
mises au point nécessaires a I’application du protocole sur les échantillons des enfants ENI

(Annexe I).

4.4.3 Expression de marqueurs d’activation et d’épuisement dans le

compartiment lymphocytaire B

Chez les PVVIH, plusieurs sous-populations lymphocytaires B connaissent une
déplétion alors que d’autres subissent une expansion selon le stade de ’infection et la prise
d’ARV. Comme il a été mentionné plus tot, des études ont rapporté 1’expression de marqueurs
d’activation et d’épuisement qui affectent la fonctionnalité, la prolifération et I’ontogénie des
lymphocytes B **" 27 Parmi les marqueurs d’épuisement, le récepteur inhibiteur FcRL4
affecte fortement la capacité proliférative des lymphocytes B mémoires atypiques®™® >’ de
pair avec le SIGLEC6 *’. Drailleurs, Jelicic ef al. ont démontré que la gp120 peut se lier au
récepteur a4p7 des cellules B naives et qu’elle est responsable de 1’induction de 1’expression
du récepteur inhibiteur FCRL4 **°. D’autres marqueurs associés a un effet inhibiteur ont
¢galement été mis en évidence, dont le CD85j, le CD22, le CD85k, le LAIR-1 et le CD72 251
Quant a D’activation des lymphocytes B, I’hypergammaglobulinémie a été soulignée par
299-302

plusieurs équipes

CD70 2, du CD80*® et du CD86 est caractéristiques des lymphocytes B chez les PVVIH

. En dehors de cette anomalie, une expression plus importante du
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(revu dans®®). Cette hyperactivation pourrait provenir des cascades de cytokines associées a

I’infection au VIH (revu dans*™).

Face a ces observations chez I’adulte, on pourrait proposer qu’une exposition aux
particules virales in utero et au profil pro-inflammatoire utérin puisse causer des conséquences
similaires sur le profil cellulaire B des enfants ENI. Il serait donc pertinent de mener des
analyses phénotypiques se concentrant sur les marqueurs d’épuisement, plus particuliérement
le FcRL4 et par le fait méme enquéter sur la cinétique d’activation du compartiment
lymphocytaire B du nouveau-né ENI. Une attention particuliére a la capacité proliférative des
cellules B devrait étre prioritaire en raison de I’impact que provoque 1’expression des

marqueurs d’épuisement sur cette propriété cellulaire.

4.4.4 Evaluation des marqueurs d’inflammation chez ’enfant ENI et de

I’environnement placentaire

Comme discuté plus tot, I’'inflammation pourrait affecter le profil lymphocytaire B des
enfants ENI. Celle-ci pourrait découler tant du milieu placentaire altéré, de I’inflammation
chronique chez la meére causée par I’infection au VIH que d’une inflammation feetale
systémique modérée montrant des similarités avec le SRIF. Puisque cet aspect n’a pas été
évalué jusqu’a présent dans I’étude et que le plasma a été collecté pour I’ensemble des enfants
ENI a leur naissance ainsi qu’a 6 et 12 mois de vie, nous pourrions vérifier la présence de
certains marqueurs d’inflammation et de différenciation cellulaire B. En ce qui concerne le
SRIF, il a été noté que ’IL-6, I'IL-8 et I'IL-B1 étaient augmentées dans le sang de cordon®*.
L’étude de ces cytokines dans le sang de cordon pourrait permettre d’établir si les enfants ENI
connaissent une pathologie plus légeére, mais similaire au SRIF. Dans le cadre de la
différenciation lymphocytaire B en CSA, I’IL-6 apparait encore comme étant un facteur clé**>
246 En plus de cette cytokine, 'IL-21%* % 1'IL-10, I’IL-12 et I’IL-2 sont ¢galement des

promoteurs de CSA**. Par ailleurs, d’autres molécules pourraient mieux caractériser la

présence d’inflammation chez les ENI. Parmi celles-ci, notons le TNF-a qui, comme
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mentionné plus tot, a un effet antiprolifératif sur les lymphocytes B et affecte le

développement précoce de ces cellules en altérant ’axe CXCL12/CXCR4 (revu dans®®?)

Pour évaluer ces différentes cytokines, il serait possible de procéder par dosage
immunologique multiparamétrique de type Luminex ou Bio-Plex qui permet la quantification
de plusieurs protéines au sein d’un méme test. La vérification de 1’état placentaire par le biais
des analyses en pathologie permettrait de voir si certains placentas avaient certaines anomalies
au niveau de leur intégrité et s’ils affichaient des signes d’inflammation. Ainsi, nous aurions la

chance d’établir un portrait plus précis des conditions de gestation des enfants ENI.
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Chapitre 5 : Conclusion

Par le présent projet, nous avons pu fournir un portrait détaillé de la fréquence d’un
nombre exhaustif de sous-populations lymphocytaires B retrouvées chez les enfants ENI dans
leur 1™ année de vie. Malgré cette analyse poussée et le risque accru de morbidité et la
mortalité chez les enfants ENI en bas age, la sévérité de la condition maternelle relative a
I’infection au VIH ne semble pas étre la prémisse d’une altération importante du
développement de ce compartiment lymphocytaire. Toutefois, les enfants étant issus de meres
avec une infection au VIH moins bien controlée et avec une altération de leur immunité
lymphocytaire T CD4" en grossesse affichent une activation plus prononcée du compartiment
lymphocytaire B caractéris¢é par une abondance relative ¢élevée de plasmablastes a la
naissance. Ce phénomene pourrait étre la conséquence du milieu pro-inflammatoire
placentaire, de la réplication virale active et de I’exposition plus prononcée a des agents
pathogenes durant le développement précoce de I'immunité humorale. Ces mémes ¢léments
pourraient également affecter la fréquence de lymphocytes B CD19" des nouveau-nés exposés
a une CV détectable in utero. Heureusement, dés 1’age de 6 mois, il n’y a plus de trace de
telles modifications dans le profil cellulaire B, mais des différences au niveau de la

commutation de classe sont apparentes chez les populations B matures expérimentées.

Quant a I’étude de la réponse vaccinale contre le tétanos chez les enfants ENI, notre
étude est, a I’heure actuelle, la premiére a avoir combiné la détection ex vivo des populations
cellulaires B spécifiques au tétanos a 1’aide d’oligomeres fluorescents du TTCF et I’évaluation
de la capacité des lymphocytes B mémoires a sécréter des IgG spécifiques contre cet antigene.
Ces travaux ont, d’une part, permis de conclure que la réponse vaccinale contre le tétanos ne
révele aucun probléme considérable relativement aux parametres maternels, ce qui est trés
encourageant. D’autre part, nous avons pu démontrer que le compartiment mémoire étudi¢ par
immunophénotypage était capable de déployer une réponse humorale spécifique au TTCF a la

suite d’une stimulation.



De maniere a obtenir un portrait encore plus complet de leur immunité humorale,
I’étude des marqueurs d’épuisement, de la réponse vaccinale contre d’autres pathogénes et de
la présence d’une immunité humorale dirigée contre le VIH serait pertinente. De plus,
I’addition d’un groupe d’enfants non exposés au VIH serait fort utile pour se prononcer sur la
normalité des fréquences cellulaires observée et pour valider que la capacité des lymphocytes
B mémoires a étre activés et a s’engager dans une réponse humorale efficace correspondant a

ce qui est observé dans la population pédiatrique générale.
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Annexe I : Mise au point détection de lymphocytes B
spécifiques a la gp120 par cytométrie en flux

L’antigéne utilisé pour détecter les cellules B spécifiques au VIH était la gpl20
gracieusement fournie par I’équipe du Dr Andrés Finzi (Centre de recherche du CHUM,
Montréal, QC). Cette gp120 de 80 kDa a comme particularité¢ d’avoir les régions V1, V2, V3
et V5 tronquées et remplacées par des séquences de glycine et de sérine et de favoriser la

détection des anticorps reconnaissant sa forme liée au CDA4.

Avec cet antigéne en mains, il a d’abord été nécessaire de le biotinyler afin que le
méme principe expérimental d’oligomérisation et de marquage utilisé avec le TTCF puisse
étre appliqué. Pour ce faire, la trousse de réaction biotine-protéine ligase Bir-A (Avidity,
Aurora, CO) a été employée. Toutefois, lors des tests d’oligomérisation, il était impossible
d’obtenir autre chose que des dimeres. Il a été supposé que le phénoméne était dii a de
I’encombrement stérique. De ce fait, 1’idée de produire des oligomeéres a été mise de coté et le
marquage avec la gpl20 s’est plutdt effectué en exposant les cellules aux monomeres
biotinylés pendant 30 min avant de faire des lavages pour éliminer toute gp120 non liée et
d’ajouter la streptavidine couplée a PE pour une autre incubation de 30 min. En attendant une
titration plus raffinée, 50 ng de monomeres de gp120 étaient ajoutés par million de cellules,

comme il a été suggéré par Dr Finzi.

Ensuite, pour restreindre le bruit de fond et la perte des oligomeéres de gp120 due a
leur liaison avec le CD4 lors des marquages, un enrichissement par sélection négative des
lymphocytes B a été employé. Lors de 1’optimisation, nous avons comparé I’efficacité
d’isolation des trousses EasySep (STEMCELL Technologies, Vancouver, BC), MagniSort 2°
génération (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) et Macs Miltenyi 2° génération
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE). Bien que certaines arrivaient a atteindre une
purification au-dela de 95 %, aucune ne permettait une récupération assez importante des

cellules B pour que le protocole soit adopté auprés des échantillons des enfants ENI.



Similairement a d’autres équipes travaillant sur la détection des cellules B spécifiques pour le
VIH, nous avons opté pour 'utilisation d’un anticorps bloquant I’interaction de la protéine
virale avec le CD43% 3%

par le biais de la Division AIDS, NIAIDS, NIH du programme NIH AIDS Reagent et qui a été

. L’anticorps monoclonal anti-CD4 humain Sim.4, qui a été obtenu

rendu disponible par le Dr James Hildreth, a été sélectionné. Cet anticorps se lie au méme
épitope que I’anticorps Leu3, soit un épitope impliqué dans la liaison de la gpl120 au
récepteur CD4?"". Pour valider sa capacité a restreindre les interactions entre les oligoméres de
gp120 et le CD4, I’anticorps SIM.4 a ét¢ titré sur des cellules CEMNKTr qui sont une lignée T-
lymphoblastoide humain. Il a ¢été possible de déterminer qu’une utilisation de
I’anticorps Sim.4 4 un ratio de 1 :3 permettait d’inhiber adéquatement la liaison de la gp120 au
récepteur CD4. Malheureusement, lorsque les expériences ont été répliquées sur les PBMC,
les problémes de découplage des anticorps anti-CD20 humain APC-H7 et anti-CD21 humain

PE-Cy7 n’ont pas permis d’obtenir des résultats adéquats pour continuer I’optimisation.

Si les expériences venaient a reprendre sur les échantillons des enfants ENI de la
cohorte, il serait intéressant de valider la titration de 1’anticorps monoclonal anti-CD4 humain
Sim.4, d’établir la courbe de titration relative a la concentration de la gpl120 a utiliser
d’examiner la spécificité du marquage sur des sujets non exposés au VIH et de déterminer la
fréquence normale des lymphocytes B spécifiques contre la gp120 chez des individus non
exposés. De plus, Dr Finzi nous avait fourni des anticorps anti-gpl120 non conjugués qui

auraient permis de mettre au point un double marquage comme il a été discuté précédemment.



