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Résumé

Les cellules dendritiques (DC) sont parmi les premicres cellules a rencontrer le virus
d’immunodéficience humaine (VIH) au niveau des muqueuses. De plus, le fait que les DC
sont, de maniere directe ou indirecte par le virus et ses composantes, altérées tant par leur
nombre, leur phénotype et leur fonction suggere leur implication dans les dérégulations des
cellules B. Selon cette hypothése, des études longitudinales impliquant des individus infectés
au VIH-1 présentant différents profils de progression clinique menées dans notre laboratoire
ont démontré que les altérations des cellules B sont concomitantes & une augmentation de
I’expression de BLyS/BAFF dans le sang ainsi que par les DC myéloides (mDC) sanguines.
De plus, lors de travaux antérieurs utilisant le modéle murin VIH-transgénique, les altérations
des cellules B ont démontré une implication des DC et d’un exceés de BLyS/BAFF, et ce,
dépendamment du facteur négatif du VIH (Nef). Dans cette optique, nous investiguons dans
cette présente étude ’implication de Nef dans la modulation du phénotype des DC ainsi que
dans les dérégulations des cellules B. Chez tous les patients virémiques infectés au VIH-1,
nous avons détecté la présence de Nef dans le plasma ainsi qu’au niveau des mDC et de leurs
précurseurs d’origine monocytaire, tout au long du suivi de la progression clinique et au-dela
de la thérapie antirétrovirale (ART). La surexpression de BLyS/BAFF est associée a la
présence de Nef au niveau des mDC et de leur précurseur.. Des essais in vitro ont permis de
démontrer I’induction d’un phénotype proinflammatoire par des mDC dérivés de monocytes
lorsqu’en présence de Nef soluble, via ’augmentation de 1’expression de BLyS/BAFF et de
TNF-a, et ou cet effet est bloqué par 1’ajout de I’acide rétinoique. Nos résultats suggerent donc
que Nef est impliquée dans le déclenchement et la persistance des dérégulations des cellules B
retrouvées chez les individus infectés au VIH-1. Basé sur nos observations, une thérapie
adjointe impliquant le blocage de BLyS/BAFF et/ou Nef pourrait contribuer au controle de
I’inflammation et des altérations des cellules B. De plus, la quantification de Nef post-ART

pourrait s’avérer utile dans 1’évaluation du statut des réservoirs.

Précédemment, nous avons démontré que les dérégulations des cellules B sanguines de
ces mémes individus présentant un profil de progression rapide et classique sont
accompagnées par [’augmentation de la fréquence d’une population partageant des
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caractéristiques des cellules B transitionnelles immatures (TI) et des cellules B de la zone
marginale (ZM), que nous avons nomm¢ les cellules B précurseur de la ZM. Toutefois, cette
population est préservée chez les controleurs élites, chez qui nous avons trouvé une diminution
significative de la fréquence des cellules B de la ZM présentant des marqueurs phénotypiques
plus matures. Récemment, ces cellules ont été associées a un potentiel de fonction régulatrice
(Breg), motivant ainsi notre poursuite, dans cette étude, de la caractérisation de ces cellules B.
Comme pour les individus non infectés au VIH-1, nous avons démontré que les cellules B
matures de la ZM contrdlent leur capacité de production d’IL-10 chez les controleurs élites,
contrairement & une augmentation chez les progresseurs rapides et classiques. Aussi, les
cellules B précurseur de la ZM des contrdleurs élites fournissent une expression importante de
LT-a lorsque comparés aux individus non infectés au VIH-1, alors que cet apport de LT-a est
attribué aux cellules B TI chez les progresseurs. Le contrdle de la progression clinique semble
associé a un ratio en faveur de LT-a vs IL-10 au niveau des cellules B précurseur de la ZM.
Nos résultats suggerent qu’un maintien de I’intégrité du potentiel régulateur ainsi qu’une
expression augmentée de LT-a par les cellules B de premicre ligne, telles les populations de la
ZM, sont impliqués dans le contréle de la progression clinique du VIH-1, possiblement par
leur contribution a la modulation et ’homéostasie immunitaire. De telles populations doivent
étre considérées lors de I’¢élaboration de vaccins, ces derniers cherchant a générer une réponse

protectrice de premicre ligne et adaptative.

Mots-clés : Virus de I’'immunodéficience humaine, Nef, cellules dendritiques, cellules B,
BLyS, BAFF, IL-10, inflammation, progression clinique, contrdle de la progression, zone

marginale
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Abstract

In the context of HIV-1 infection, DC are amongst the first cells to encounter the virus
at the mucosal surfaces, and are directly and indirectly affected by the virus or its components.
The fact that DC are altered in number, phenotype and function in the context of HIV, suggest
they may be involved in driving B cell dysregulations, which occur as early as in the acute
phase of HIV-infection and are not fully restored by therapy. As such, in recent longitudinal
studies involving HIV-infected individuals with different rates of disease progression, we have
shown that B cell dysregulations were associated with increased BLyS/BAFF expression in
plasma and by blood myeloid DC (mDC). In previous work with HIV-transgenic mice, B cell
dysregulations involved DC, excess BLyS/BAFF and were dependant on the HIV negative
factor (Nef). We therefore aim to investigate the impact of HIV-Nef in modulating DC
phenotype and B cell dysregulations. Blood samples from the same HIV-infected individuals
as mentioned above were studied, following the identical longitudinal scheme. HIV-Nef was
detected in plasma and beared by blood mDC and mDC precursors of all viremic HIV-infected
patients, throughout follow-up and beyond therapy. Detection of HIV-Nef in mDC and their
precursors was associated with BLyS/BAFF over-expression. /n vitro, soluble HIV-Nef drove
monocyte-derived mDC towards a pro-inflammatory phenotype by increasing the expression
of BLyS/BAFF and TNF-a. Futhermore, this effect was blocked by the addition of retinoic
acid. These data suggest that HIV-Nef is involved in the driving and persistence of B cell
dysregulations in HIV-infected individuals. Based on our observations, therapeutic blocking of
BLyS/BAFF and/or Nef could help control inflammation and B cell disorders. Moreover,
measurement of HIV-Nef post-therapy may be useful in assessing reservoir status.

We have previously shown that B cell dysregulations in the blood of HIV-infected
rapid and classic progressors were accompanied by the increased frequency of a population
presenting characteristics of both transitional immature (TI) and marginal zone (MZ) B cells,
which we have termed “MZ-like precursors”. However, this population was unaltered in
ELITE controllers (EC), even though we found significantly lower frequencies of more mature
MZ-like B cells. These results suggest that such first line B cell populations may be involved
in the battle against HIV-1. Interestingly, MZ-like B cell populations have recently been
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associated with Breg potential. As such, we found that as for HIV negative individuals, mature
MZ-like B cells control their capacity of IL-10 production in EC. In contrast, HIV-1-infected
rapid and classic progressors presented increased relative frequencies of MZ-like B cells
expressing IL-10. Interestingly, in EC, blood MZ-like precursors provided substantial LT-a
expression when compared to HIV negative individuals, and in contrast to that found in rapid
and classic progressors, where significant LT-a expression was provided by TI B cells. In fact,
the degree of control of disease progression seems associated with greater LT-a to IL-10 ratio
within the MZ-like precursors population. Our results therefore suggest that maintenance of
Breg integrity and increased LT-a expression by first line B cells, such as MZ-like
populations, is involved in the control of HIV-1 disease progression, possibly trough
contribution to immune modulation and homeostasis. Soliciting such populations should be
beared in mind in the design of vaccine strategies aiming at generating both first line and

adaptive protective responses.

Keywords : Human immunodeficiency virus, Nef, dendritic cells, B cells, BLyS, BAFF, IL-

10, inflammation, clinical progression, marginal zone
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Nef : negative factor

NFAT : nuclear factor of activated T-cells

NF-«B : nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cell
NK : natural killer, tueuse naturelle

NLR : Nod-like receptor

ODN : oligodeoxynucleotide

OLS : organe lymphoide secondaire

PAK?2 : p21 protein activated kinase 2

PAMP : pathogen associated molecular pattern

PBMC : peripheral blood mononucleated cells

PD-1 : programmed-death 1

pDC : cellule dendritique plasmacytoide

PI3K : phosphatidylinositol-4,5-biphosphate 3-kinase

PIC : pre-integration complex

PPAR : peroxisome proliferator-activated receptor

PRR : pattern recognition receptors

RA : retinoic acid, acide rétinoique

RALDH : retinaldehyde dehydrogenase

RANTES : regulated upon activation normal T cell expressed and secreted
RAR : retinoic acid receptor

RBP : retinol-binding protein

Rev : regulator of virion expression

RIG-1 : retinoic acid inducible gene 1

RORYT : RAR-related orphan receptor gamma T

RRE : Rev response element

RT : reverse transcriptase

SAMHDI : SAM domain and HD domain containing protein 1
SDEF-1 : stromal-cell derived factor 1

SH : Src homology domain

SIDA : syndrome d’immunodéficience acquise

SLC : secondary lymphoid-tissue chemokine

SLE : lupus systémique érythémateux

SOCS : suppressor of cytokine sugnaling

Src : Rous sarcoma oncogene

STAT : signal-transducer and activator of transcription protein
TACI : transmenbrane activator, calcium modulator, and cyclophilin ligand interactor
TAR : trans-activating response element

Tat : trans-activator of transcription

T-bet : T-cell specific T-box transcription factor

TCR : récepteur des lymphocytes T

X1v



TECK : thymus expressed chemokine

Try : T follicular helper cell, cellule T auxiliaire folliculaire
Tg : transgénique

TGF : transforming growth factor

TI : cellule B transitionnelle immature

TIM-3 : T-cell immunoglobulin mucin-3

Th : T helper cell, T auxiliaire

TIRAP : Toll-interleukin-1 receptor domain containing adaptor protein
TLR : Toll-like receptors

TNF : tumor necrosis factor

TRAF : TFN receptor associated factor

TRAIL : TNF-related apoptosis inducing-ligand

TRANCE : tumor necrosis factor-related activation-induced cytokine
Treg : cellule T régulatrice

TRIMS5a : tripartite motif-containing protein 5, isoform alpha
TsglO01 : Tumor susceptibility gene 101

TSLP : thymic stromal lymphopoietin

Vif : virus infectivity factor

VIH : virus de I’'immunodéficience humaine

VIS : virus de I'immunodéficience simienne

Vpr : viral protein R

Vpu : viral protein U

ZAP : zeta-chain (T-cell receptor) associated protein kinase
ZM : zone marginale
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Learn from yesterday, live for today, hope for tomorrow.

The important thing is not to stop questioning.

Albert Einstein
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Avant-propos

Dans le contexte d’une infection au virus d’immunodéficience humaine de type 1
(VIH-1), I'importance d’une réponse immunitaire efficace de premicre ligne et adaptative
provenant des cellules B a été mise en lumiére de par les nombreuses études portant sur la
« résistance » naturelle de certains rares individus face a I’infection au VIH-1, ainsi que
I’expérimentation d’une stratégie de vaccination par voie mucosale. Malheureusement, la
majorité des individus infectés au VIH-1 présente une entrave quant a 1’établissement d’une
telle réponse des cellules B, et sont sujets au développement de manifestations auto-
immunitaires et de lymphomes. Ils subissent des dérégulations quant a leur compartiment des
cellules B, reflétées, entre autres, par une activation polyclonale, une altération dans la
dynamique des populations, un épuisement cellulaire, une destruction des centres germinatifs
et structures folliculaires, une perte dans la capacité a maintenir et a générer une mémoire

immunitaire, contribuant ainsi globalement a une altération dans I’immunité humorale.

Quant a elle, les cellules dendritiques (DC) possedent la capacité de moduler le
développement, la survie ainsi que 1’activation des cellules B de facon T-dépendante et T-
indépendante via, entre autre, la production de facteurs de croissance tel BLyS/BAFF (B
lymphocyte stimulator, B-cell activating factor). Lors d’une infection au VIH-1, les DC font
parties des premiceres cellules a entrer en contact avec le virus au niveau des muqueuses, et
sont affectées de maniére directe ou indirecte par le virus et ses produits dérivés. Elles
subissent des altérations quant a leur nombre, leur niveau de maturation, leur phénotype ainsi

que de leur fonction.

Dans cette optique, nous émettons donc 1’hypotheése que 1’altération des DC dans le
contexte d’une infection au VIH-1 contribue a la dérégulation du compartiment des cellules B,
qui survient des la phase aigiie de I’infection et n’est pas restauré complétement par I’initiation

de la thérapie antirétrovirale.
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Revue de littérature

1. Virus d’Immunodéficience Humaine (VIH)

1.1. Structure du VIH

Le VIH-1 est I’agent étiologique responsable du syndrome d’immunodéficience acquise
(SIDA), et est un lentivirus appartenant a la famille des Retroviridae. 1l se caractérise par la
présence d’une enveloppe externe qui se définit par une double couche phospholipidique en

provenance de la membrane cellulaire. La

gp120 - Docking
Glycoprotein
Lipid Membrane

glycoprotéine de surface gpl120 et la glycoprotéine
transmembranaire gp41 s’y retrouvent généralement
sous forme trimérique. La matrice, composée de
protéines pl7 et se trouvant sous I’enveloppe,
englobe la capside conique constituée de protéines
p24. C’est a ’intérieur de la capside que se situe la
nucléocapside, le génome viral, ainsi que certaines
enzymes telles que l’intégrase et la transcriptase

inverse (Figure 1)".

Figure 1. Schéma de la structure du VIH-I.

1.2. Génome viral Tiré du NIH (National Institute of Health,

Le génome du VIH-1, de moins de 10 kb, est peesda, Maryland, Etats-Unis).
constitué de deux copies d’ARN simple brin de polarité positive, et est composé de neuf genes
codant pour 15 protéines virales. Le géne gag encode les protéines de structure, soit celles de
la matrice (MA, p17), de la capside (CA, p24), de la nucléocapside (NC, p7) ainsi que p6. Le
gene pol encode les enzymes virales, soit la transcriptase inverse, I’intégrase et la protéase. La
transcriptase inverse permet la transcription de I’ARN viral en ADN complémentaire (ADNCc).
L’intégrase permet 1’intégration du provirus, soit de I’ADN viral, au niveau de I’ADN
chromosomique de I’hdte. La protéase, quant a elle, permet le clivage des précurseurs
protéiques en protéines fonctionnelles. Le gene env encode pour les glycoprotéines de

I’enveloppe, soit la gpl20 exprimée a la surface et la gp4l qui fait office d’ancrage

transmembranaire pour la gpl 20,



Une particularit¢ du génome du VIH-1 réside dans ses génes codant pour des protéines
régulatrices et accessoires nécessaires a son infectiosité et a la progression de la maladie. La
protéine régulatrice Tat possede un domaine d’attachement a I’ARN ainsi qu’un domaine
activateur, lui permettant d’activer la transcription de ’ARNm du VIH-1 a partir du
provirus*’. Rev est une protéine régulatrice constituée d’un signal d’export nucléaire et d’un
domaine a 1’¢lément de réponse Rev (RRE), et permet I’exportation de ’ARNm viral
partiellement épissé ou non épissé et d’ARN génomique du noyau vers le cytoplasme* . Vif
(virus infectivity factor) est une protéine accessoire qui permet |’ubiquitination de
I’APOBEC3G (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like 3G), un
facteur de restriction cellulaire, et augmente ainsi 1’infectiosité¢ des virions’. Quant a elle, Vpr
(viral protein R) est une protéine accessoire possédant de multiples fonctions, telles que le
transport de I’ADNc dans le complexe de préintégration virale vers le noyau, I’arrét du cycle
cellulaire en phase G2, la modulation de 1’apoptose des lymphocytes T, la stimulation de
I’expression de genes viraux et cellulaires, et la régulation de 1’activité du facteur nucléaire
kappa B (NF-kB)®. Elle facilite ¢galement ’infection des cellules qui ne subissent pas la
division cellulaire, tels que les macrophages et les cellules dendritiques’. La protéine Vpu
(viral protein U) se lie a la molécule CD4 du réticulum endoplasmique et entraine sa
dégradation via le protéasome, et assure le relachement des particules virales lors du
bourgeonnement en bloquant 1’effet de la théterine, ou BST-2 (B cell stromal factor 2), qui

retient ces particules a la surface de la cellule infectée”'".

Facteur négatif du VIH (Nef)

De par les résultats obtenus antérieurement avec le modele murin VIH-transgénique
(voir plus loin), ses propriétés effectrices et son interaction avec les cellules dendritiques
(DC), nous avons porté un grand intérét dans la protéine virale Nef dans le cadre de ce projet,
et son implication dans la pathogénese du VIH-1 sera discuté plus en profondeur tout au long
de ce manuscrit. La protéine Nef, d’environ 27 kD, est une protéine rapidement traduite apres
I’intégration du provirus au génome cellulaire. Elle a été démontrée capitale dans la
pathogénese de I'infection au VIH-1, ou il a été observé que les souches du VIH-1 ou du VIS
ne codant pas pour Nef ou présentant une atténuation de son expression peuvent amener a une
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progression plus lente chez ces individus ou ces macaques infectés, respectivement””' "2, Sauf
en ce qui a trait a ’activation de la tyrosine kinase Hck, la myristoylation de la protéine est
nécessaire aux multiples fonctions de Nef, que ce soit au niveau du transit de protéines
cellulaires membranaires, de 1’activation ou de I’interférence dans les voies de signalisation
cellulaire, de 1’augmentation de I’infectiosité des virions et de 1’inhibition de la commutation

isotypique de classe des immunoglobulines (Ig)"*"°.

Prévention de la surinfection

L’action de Nef sur la molécule CD4 membranaire, qui est le récepteur principal du
VIH-1, est certainement celle étant la plus caractérisée. Via I’effet de Nef, CD4 est rapidement
internalisée, et sa diminution a la surface cellulaire offre plusieurs avantages au VIH-1, soit au
niveau de la réplication virale, de la production des virions ainsi qu’a I’infectiosité des
particules virales'®?". Nef prévient ainsi une surinfection de la cellule infectée, ce qui a été
démontrée délétere via des effets cytopathiques causés par une accumulation trop importante
d’ADN viral'”""*?°. La protéine virale est en mesure de briser ’association entre CD4 et Lck
via I’internalisation de Lck, ayant pour effet la modulation de certaines voies de signalisation
et contribuant ainsi 4 un milieu cytoplasmique favorable & la réplication virale*'. Nef est aussi

en mesure de diminuer 1’expression de CCR5 et CXCR4, corécepteurs du VIH'®*>%,

Evasion immunitaire

Une autre action de Nef est la diminution de 1’expression membranaire des allotypes
HLA-A et HLA-B du complexe majeur d’histocompatibilité-1 (CMH-1)"*, qui permet ainsi
une évasion de la reconnaissance des cellules infectées par les cellules T CD8+ cytotoxiques
(CTL)*'*, et ce, sans affecter les niveaux d’HLA-C et HLA-E, les récepteurs inhibiteurs des
cellules tueuses naturelles (Natural Killer). De plus, Nef est en mesure de réduire 1’expression
des molécules de co-stimulation CD28 a la surface des lymphocytes T*°, ainsi que des ligands
de CD28 et CTLA-4, c’est-a-dire CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2), a la surface des cellules
présentatrices d’antigénes (APC) que sont les DC*"*®. Un autre mécanisme d’évasion induit
par Nef est la diminution des molécules de présentation antigénique CD1a, impliquées dans la
présentation des lipides et glycolipides, notamment & la surface des DC immatures®. Des
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¢tudes ont permis de démontrer que Nef, présente de fagon endogeéne, diminue I’expression en
surface du CMH-II mature, et augmente 1’expression du CMH-II immature accompagné de sa
chaine invariante, contribuant ainsi a [’altération de la capacité de présentation

3031 effet de Nef exogéne sur les APC sera discuté dans un paragraphe prochain.

antigénique
Augmentation de la dissémination et réplication virale

La diminution du niveau de CD4 membranaire permet également de prévenir une
interférence avec le bourgeonnement et la relache des virions, étant donné 1I’affinit¢ de CD4

e 17,19,21
pour la protéine Env'"'>

. Nef augmente également 1’expression de DC-SIGN a la surface
des DC, une molécule impliquée dans la transinfection des lymphocytes T CD4+ qui est un
mécanisme de transmission qui sera clarifié¢ plus loin dans ce manuscrit (section 3.2.2),

32,33

facilitant ainsi la transmission aux cellules cibles’™””. L expression des chimiokines MIP-1a et

MIP-18, médiée par la présence de Nef dans des macrophages infectés, permet 1’attraction et

I’activation de lymphocytes T>**

. La modulation du statut d’activation des lymphocytes T
permet d’augmenter la réplication virale. L’affinité de Nef via son motif PxxP avec le
domaine SH3 de nombreuses tyrosines kinases, tel que Lck, Hck et Lyn, est bien établie, mais
leur implication biologique dans la pathogénese du VIH-1, au-dela de I’interférence dans
certaines voies de signalisation, reste encore a élucider’’. De par I’inhibition des activités
catalytiques de Lck, Nef interfere avec la signalisation du récepteur des lymphocytes T (TCR),
modulant ainsi les signaux induit par cette voie lors d’une synapse immunologique'”*'>®. Nef
détourne cette cascade de signalisation a ’avantage du virus afin d’induire la transcription de
facteurs de transactivation du promoteur LTR du VIH-1, permettant ainsi la transcription
d’une panoplie de génes qui coordonnent I’activation des lymphocytes T°'>°. Nef peut
¢galement induire 1’expression des cytokines et chimiokines IL-2, IL-4, TGF-, MIP-1a et
MIP-1p*, permettant I’induction d’un état permissif a la réplication virale au niveau des
lymphocytes T CD4 "™ quiescentes’'. La protéine cellulaire démontrant le plus d’affinité pour
Nef est Hck, retrouvé chez les cellules myéloides*”. L’interaction entre les deux protéines
améne ’activation de Hek**, provoquant ainsi I’activation subséquente de STAT3 qui peut
promouvoir la survie des cellules myéloides'®. Cependant, les effets de I’interaction Nef-Hck

sont toujours sous investigation, et il est difficile de prédire ces effets de par les roles a la fois
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activateurs et inhibiteurs de Hck dans les voies de signalisation cellulaire*>*®. De plus, Nef est
aussi en mesure d’induire 1’expression de Fas (CD95) et de Fas ligand (CD95L) au niveau des

. L 214
cellules infectées®'*’

, tout en étant capable d’inhiber ’apoptose de celles-ci, en se liant a
ASK1, protéine de la voie d’apoptose Fas et TNF-a, a PI3K et PAK2, venant de la voie de
Bad, ainsi qu’a p53*®. L’expression de Fas ligand contribue a I’évasion immunitaire en

induisant I’apoptose des CTL spécifiques®’.

Effet de Nef au niveau exogene
Dans le sérum d’individus infectés au VIH-1, la protéine virale Nef a été détecté au

. . N . . . N 4
niveau extracellulaire 4 une concentration pouvant atteindre jusqu’a 10 ng/ml*’

. La présence
de Nef au niveau extracellulaire n’est pas encore élucidée, mais pourrait s’expliquer par la lyse
de la cellule infectée, la sécrétion par une voie non classique ou par la sécrétion d’exosomes

49-51 4 A
31 Récemment, une étude portant sur les

ou microvésicules contenant la protéine virale
réservoirs du VIH-1 a démontré que Nef peut étre relarguée des astrocytes et ce,
indépendamment de la réplication virale®®. Il a ét¢ démontré que Nef peut étre internalisée par
plusieurs types cellulaires dont les monocytes, les macrophages et les DC, probablement par
un mécanisme de pinocytose ou d’endocytose® . Sa présence au niveau exogéne sur des
macrophages dérivés de monocytes augmente l’expression de MIP-la (CCL3), MIP-1f3
(CCLA4), IL-1B, IL-6 et TNF-o via une interaction permettant I’activation de NF-kB™, et peut
également induire 1’activation de STAT1 et STAT3, augmentant 1’expression de STATI et
d’IRF-1, ainsi que de I'[L-6 et MIP-1a’*>".Au niveau des DC, les résultats des nombreuses
études portant sur I’effet et le role de Nef sur ces cellules different parfois, cela s’expliquant
par I’utilisation de Nef au niveau endogene ou exogene, le stade de différentiation des cellules
utilisées, ou [’utilisation de lignées cellulaires. En présence de Nef exogene, des DC
immatures ont vu une augmentation de I’expression de CDla, CMH-II, CD40, CD83 et
CXCR4, une diminution du CMH-I et du récepteur du mannose, une diminution de leurs
capacités d’endocytose et de phagocytose, en plus d’une augmentation dans la production des
cytokines proinflammatoires IL-1(3, IL-12, IL-15 et TNF-a et des chimiokines MIP-1a,, MIP-
1B et IL-8°®. L’augmentation de la molécule CMH-II favorise une activation non spécifique

des lymphocytes T CD4+, et augmente ainsi la quantité¢ de cellules permissives a ’infection.
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La protéine virale peut induire une activation de NF-kB et de STAT3, impliquée dans la
maturation des DC et la régulation de génes antiapoptotiques, respectivement'**®’. Des
lymphocytes B non infectés sont en mesure d’internaliser Nef in vitro, et de ’accumuler in
vivo dans les centres germinatifs. Nef inhibe la commutation isotypique de classe vers IgG,
IgA et IgE par I'induction d’IkBa, SOCS1 et SOCS3 qui interférent dans les voies de
signalisation de CD40, c’est-a-dire au niveau des facteurs associés au récepteur TNF (TRAF),
et des cytokines IL-4 et IL-10 via les facteurs de transcription NF-kB et STAT. La réponse T-
dépendante des lymphocytes B se trouve ainsi compromise par I’action de Nef®'. Aussi, la

sécrétion d’IL-6 et de ferritine par les macrophages, induite par Nef, a démontré une

53,62

implication au niveau de ’activation et la différentiation des lymphocytes B**. Une autre

¢tude a permis de démontrer 1’action de Nef sur la formation de longs conduits formés
d’actine dans les macrophages, permettant le transport de la protéine virale vers les
lymphocytes B et atténuant ainsi de fagon considérable la génération d’IgG2 et d’IgA, tant au

. . . . fons 63
niveau des sites d’entrées mucosaux qu’au niveau systémique

1.3. Cycle réplicatif

Le cycle réplicatif du VIH-1 est divisé en deux phases, soit les phases précoce et tardive.
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Figure 2. Schéma du cycle de réplication du VIH-1. Tiré de Coiras et al *, et reproduit avec I’autorisation de
Macmillan Publishers Ltd : Nature Reviews Microbiology, copyright 2009.
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1.3.1. Phase précoce

Le mécanisme d’entrée du VIH-1 débute avec la liaison de la gp120 a son récepteur
cellulaire, soit la molécule CD4, présent chez les lymphocytes T CD4", les DC ainsi que les
macrophages. Cet attachement entre gp120 et CD4 provoque un changement conformationnel
dans la gpl120, exposant ainsi un site spécifique a la fixation des corécepteurs, que sont
principalement les récepteurs a chimiokines CCR5 ou CXCR4°. Ensuite, un changement
conformationnel s’effectue au niveau de la gp41 de I’enveloppe virale, permettant 1’insertion
de son peptide de fusion dans la membrane cellulaire. Puis, les deux hélices de la gp41 se
replient, formant ainsi une structure a six hélices permettant le rapprochement et la fusion des
membranaires virales et cellulaire’. Une fois relachée dans le cytoplasme, la capside virale est
dégradée et il y a formation du complexe de transcription inverse composée des deux copies
de ’ARN viral, ’amorce d’ARN de transfert lysine (tARN™®), de protéines virales contenues
dans le virion ainsi que de protéines de 1’hote®. Ce complexe se lie aux microfilaments
d’actine et débute la transcription inverse via I’action de la transcriptase inverse, aidée de
I’amorce tARN™*, de ’ARN génomique viral en ADN complémentaire double brin, flanqué
des « long terminal repeat » (LTR). Le 5’LTR contient un promoteur/enhancer et le 3’LTR, un
site de polyadénylation et de terminaison®. Le complexe de transcription inverse se
désassemble pour reformer un complexe de pré-intégration, composé cette fois d’ADNc
double brin, de I’intégrase, de protéine de la matrice, de la transcriptase inverse, de Vpr et de
protéines cellulaires. A I’aide des microtubules, il y a translocation de ce complexe vers le
noyau®, ou I’intégrase permet le processus d’intégration de ’ADNc a I’ADN chromosomique
de I’hdte. 11 peut arriver que I’ADNc double brin ne s’intégre pas, et peut se retrouver sous

6,64,65

forme circulaire . L’¢établissement de la latence de I’ADN viral intégré, nommé le

provirus, sera discuté dans la section 2.3.

1.3.2. Phase tardive
Sous la forme de provirus, la transcription en ARNm viraux est effectuée par ’ARN
polymérase cellulaire, recrutée par le promoteur du 5’ LTR viral. Au départ, la transcription ne
permet que la formation d’ARN fortement épiss€, qui encodent pour les protéines Tat, Rev et
Nef. Tat se lie a une formation d’une boucle en épingle a cheveux a I’extrémité 5’ du transcrit
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naissant d’ARN et recrute ainsi des protéines cellulaires qui forment un complexe de
transcription avec ’ARN polymérase, permettant 1’élongation du transcrit d’ARNm'®. 11 est
nécessaire, pour la maturation et I’assemblage du virion, que des ARNm partiellement ou non
épissés soient exportés du noyau vers le cytoplasme, et ce processus s’effectue via
I’interaction de Rev au RRE de I’ARNm non épiss€. Le cytoplasme est le lieu de synthése de
Env, Vpu, Vif et Vpr. ainsi que des précurseurs polyprotéiques Pr55%°¢ et Pr160°¢™°! 3 partir
de ’ARNm partiellement et non épissé, respectivement'. Une fois générés, les précurseurs
Pr55%% et Pr160°%¢™°! sont rapidement transportés au niveau de la membrane cellulaire, et ce,
grice au domaine myristylé de la région MA®. Ensuite, les domaines CA et NC des
polyprotéines Gag s’oligomérisent et s’assemblent au niveau de la membrane cellulaire. La
région NC interagit avec le site d’encapsidation de I’ARN génomique viral. L’ARNm
Iégérement €pissé env est traduite sous la forme de gp160, glycolysé lors de la traduction, et
s’oligomérise en structure trimérique et est clivé en gp4l et gpl20. L’association non
covalente entre le trimere gp41-gp120 permet le transport vers la membrane cellulaire, ou il y
a interaction entre gp41 et le domaine MA®. Le domaine p6 de Gag permet 1’encapsidation de
Vpr dans la capside virale ainsi que le recrutement du complexe ESCRT-I (endosomal sorting
complex required for transport) via une interaction a la protéine TsglO1, cette voie étant
normalement impliquée dans la formation de vésicules endosomales.® Dans le contexte de
I’infection au VIH-1, la voie ESCRT permet la séparation entre la membrane virale et la
membrane cellulaire®®. Lors du bourgeonnement des virions, la maturation du virion débute

par le clivage de la protéase virale du précurseur Pr160%¢!

, qui clive ensuite le précurseur
Pr559 pour libérer les protéines de structure MA, CA, NC et p6, ce qui permet & CA de
former le cceur conique, NC de s’organiser autour du génome viral, et MA de s’ancrer a la
membrane virale. Pol est ensuite clivé afin de générer I'intégrase et la transcriptase inverse.

Une fois la particule virale sous sa forme mature, le virion a acquis son potentiel infectieux .

2. Pathogénese du VIH-1
2.1. Transmission
Il existe trois modes de transmission pour le VIH : la transmission sexuelle ou par voie

mucosale, la voie parentérale, et la transmission mere-enfant. La transmission par voie
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sexuelle, la plus répandue, a lieu au niveau des muqueuses vaginales et rectales ou par la
muqueuse du prépuce du pénis. La voie parentérale est une transmission du VIH par
inoculation intraveineuse, ou les utilisateurs de drogues injectables composent majoritairement
ce groupe. La transmission meére-enfant peut se produire durant la grossesse, lors de

I’accouchement ou pendant ’allaitement®’.

2.2. Phases cliniques de progression

L’infection par le VIH-1 se divise en trois phases, soit aigiie, chronique et SIDA.

Regenerative
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Figure 3. Phases cliniques de I’infection au VIH-1. Tiré de Grossman et al®®, et reproduit avec 1’autorisation de

Macmillan Publishers Ltd : Nature Medicine, copyright 2006

2.2.1. Primo-infection ou la phase aigiie

Lors d’une transmission par voie mucosale, le virus entre en contact avec plusieurs
populations cellulaires présentant une susceptibilité a I’infection, tel que les lymphocytes T
CD4", les DC et les cellules de Langerhans®. L’exposition du virus a la barriére épithéliale
induit le recrutement de DC, dont les DC plasmacytoides (pDC), qui permet, entre autre, un
enrichissement local de lymphocytes T CD4" activés, facilitant ainsi la formation d’un foyer

1772 Par la suite, le virus,

d’infection, et ce, moins d’une semaine apres 1’exposition au VIH-
ou des cellules portant le virus telles les DC (voir section 3.2.2), accédent aux ganglions
lymphatiques drainants, permettant ainsi au VIH-1 d’atteindre des lymphocytes T
CD4'CCR5" activés ainsi que des lymphocytes T CD4" naifs et quiescents, contribuant a
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|’établissement d’un réservoir viral (section 2.3)"". Une réplication et une dissémination virale
importante s’en suit, atteignant la périphérie et les tissus lymphoides associés au tractus
gastro-intestinal (GALT) ou les lymphocytes T mémoires effectrices CD4 CCRS5'CCR6"
constituent la majorité du « pool » des lymphocytes T CD4" au niveau de la lamina propria.
Ces cellules subissent alors une déplétion massive, représentant une perte approximative de

173, Une diminution des

80% lors des trois premicres semaines suivant I’infection au VIH-
lymphocytes T CD4" se refléte également dans le sang périphérique’’. Rapidement aprés le
début de I’infection, le VIH-1 induit une modulation importante dans le systéme immunitaire,
qui sera discutée dans la section 2.6.3. Lors de la primo-infection, les patients développent des
symptomes similaires a la mononucléose, tel que la fievre, la fatigue, une lymphadénopathie,

. o . 1 74,75 . .
des maux de gorge, des douleurs musculaires ainsi qu’une perte de poids ™"". Environ 50% a

70% des patients infectés développent des symptomes cliniques lors de la phase aigiie’.

2.2.2. Séroconversion ou phase précoce

Apres I’obtention d’un pic au niveau de la charge virale, soit trois & quatre semaines
suivant I’exposition au VIH-1, il y a un déclin de cette derni¢re sur plusieurs mois jusqu’a
’atteinte du « set-point » virologique, un déterminant de la progression de la maladie. Lors de
ce déclin, apres huit a douze semaine suivant I’infection, il y a détection d’anticorps IgG
spécifiques, mais ne présentant pas d’activité neutralisante, contre les protéines de structure du
VIH-1. Ce stade se définit comme étant la séroconversion®’"””. Une réponse cytotoxique est
également détectable’® *°. Cela permet un certain contrdle de la réplication virale, ainsi qu’une
restauration partielle des lymphocytes T CD4" du sang, mais non au niveau des muqueuses ou

) , : 1 68
les dommages causés sur les populations cellulaires sont irréversibles™.

2.2.3. Phase chronique

Lors de la phase chronique de I’infection au VIH-1, I’individu infecté entre alors dans
une phase asymptomatique de la maladie, qualifiée de latence clinique. Elle est d’une durée
variable selon plusieurs facteurs favorisant une progression plus ou moins rapide, mais d’une
moyenne allant de sept a onze ans sans thérapie’®. Elle est caractérisée par un déclin progressif
des lymphocytes T CD4" du sang ainsi que par une faible réplication virale. Une activation
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immune chronique s’installe également ainsi qu’un constant renouvellement en cellules T, B
et NK, menant ainsi, entre autres, a I’épuisement de ces cellules, reflétant la perte graduelle de
la capacité effectrice de la réponse immunitaire®. Les différentes implications de I’activation

immune chronique seront discutées dans la section 2.6.3.

2.2.4. SIDA

Le SIDA, étape ultime de I’infection au VIH-1, est déclaré lorsque la concentration de
lymphocytes T CD4" dans le sang descend a moins de 200 cellules/'mm’ et qu’il y a une
hausse importante dans la charge virale®. A ce stade, le patient peut développer des infections
a caractéres opportunistes, que ce soit d’origine fongique (candidose), parasitaire (toxoplasme,
pneumonie a Pneumocystis jiroveci), bactérienne (tuberculose) ou virale (cytomégalovirus,
virus du papillome humain, virus de I’herpés simplex, virus Epstein-Barr). Certaines
néoplasies peuvent également survenir au stade avancé de la maladie, dont le sarcome de

. .. . . . . 81.82
Kaposi, les lymphomes non-hodgkiniens et le carcinome cervical invasif®' .

2.3. Etablissement de la latence et des réservoirs

Un réservoir viral est un type cellulaire ou un site anatomique ou le VIH-1 persiste sur une
période plus longue que dans les populations ou il y a infection productive. Lors de la phase de
contraction, la majorité des lymphocytes T CD4" activés meurent lors de la réponse immune,
mais une partie de ceux-ci deviennent quiescents; ce sont les lymphocytes mémoires (« resting
memory »). C’est, entre autres, dans ces cellules que le VIH-1 peut établir un réservoir viral,
ou son génome intégré au génome cellulaire n’est peu ou pas transcrit, évitant ainsi une
reconnaissance par le systéme immunitaire®’. D’autres types cellulaires ont également été
proposés dans le contexte de 1’élaboration d’un réservoir, mais les mécanismes impliqués sont
ardus a déterminer, de par la faible infection de ces cellules®. Chez des patients infectés au
VIH-1 sous traitement, il a été possible d’isoler des particules virales infectieuses de
monocytes exprimant le récepteur CD16, qui sont plus permissifs a I’infection que les
monocytes CD16-*. Peu aprés I’infection, les DC folliculaires (FDC) peuvent maintenir a leur
surface de grande quantité de particules virales sous forme de complexes immuns, et les

+85,86

transférer aux lymphocytes T CD4 . Les mDC de la circulation sanguine ne semblent pas
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portées le virus lors de la thérapie antirétrovirale (voir ci-bas), tandis que les mDC isolées des
ganglions lymphatiques en sont capables®*®’. Certains sites anatomiques sont également sous
investigation quant & leur implication dans le maintien de réservoirs viraux®". Un modéle de
macaque infecté au VIS a permis de démontrer que la prise de la thérapie antirétrovirale
diminuait rapidement la charge virale au niveau du liquide céphalo-rachidien et du plasma,
ainsi que I’ARN viral au niveau du parenchyme cérébral. Toutefois, le taux d’ADN viral dans
ce tissu est resté constant malgré la thérapie antirétrovirale®. Le systéme nerveux central est
¢galement considéré comme un sanctuaire pharmacologique, ou certains agents
pharmacologiques démontrent une difficulté a diffuser a travers la barriere hémato-
encéphalique®. Un autre réservoir anatomique possible est le GALT, ou il a été observé chez
des patients infectés au VIH-1 prenant la thérapie antirétrovirale que les lymphocytes T CD4"
de la lamina propria portent un niveau significativement plus élevé d’ADN viral

comparativement & d’autres sites anatomiques’’. Ces réservoirs cellulaires représentent un

obstacle majeur dans 1’éradication de la maladie liée au VIH-1.

2.4. Traitement antirétroviral

L’avenement des antirétroviraux est marqué par I’apparition en 1987 du premier inhibiteur
de la transcriptase inverse du VIH-1, le zidovudine (AZT). Depuis, plusieurs agents
antirétroviraux ont été congus, ciblant les différentes étapes du cycle de réplication virale.
Actuellement, la thérapie utilisée est le traitement antirétroviral tres actif (HAART), qui est
constitu¢ d’une combinaison d’inhibiteurs de la transcriptase inverse et d’inhibiteur de la
protéase ou de I'intégrase. Il est initié lorsque le patient atteint un taux de lymphocytes T
CD4" sanguins inférieur a 350 cellules/mm’, lors de I’apparition de symptomes ou de maladies
opportunistes’'. L’efficacité de la trithérapie se trouve dans sa capacité a diminuer rapidement
la charge virale par le controle de la réplication du virus, et de restaurer partiellement certaines
fonctions immunes, telle I’augmentation du nombre de lymphocytes T CD4" sanguins,
suffisamment pour retarder les infections opportunistes et augmenter considérablement
I’espérance de vie du patient. Malgré tout, la déplétion massive des lymphocytes T
CD4"CCR5" au niveau du GALT est irréversible, et leur rétablissement reste incomplet’> ",

Aussi, un certain niveau d’activation immunitaire persiste, reflété par une circulation élevée de
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lymphocytes T activés, de marqueurs solubles d’activation, en plus de certains marqueurs de
translocation microbienne” '™, Au niveau de la restauration du compartiment B, plusieurs
controverses perdurent, et seront approfondies dans la section 4.2. De nombreux autres défis
demeurent face au traitement a la trithérapie. Effectivement, en raison de I’établissement des
réservoirs viraux lors de I’infection et de la présence du virus a des sites inaccessibles aux
agents antirétroviraux, il ne peut y avoir éradication du VIH-1, ni guérison des patients. Le
patient est donc soumis a un régime antirétroviral pour la durée de sa vie. La prise de
médicaments a long terme implique des difficultés que ce soit au niveau de 1’adhérence du
patient a son traitement, ainsi que I’émergence de mutations de résistance face aux
antirétroviraux'*'. De plus, la trithérapie provoque son lot d’effets secondaires, telles la
stéatose hépatique, la lipodystrophie ou la néphrotoxicité, contribuant ainsi a la mauvaise prise
de médicaments de la part du patient et, ultimement, a I’apparition de résistance virale''.

Dans cette optique, d’incommensurables efforts sont fournis dans la communauté scientifique

afin d’¢laborer un vaccin efficace contre le VIH-1 (section 4.3).

2.5. Type de progression clinique

2.5.1. Progresseurs rapides

Environ 10 a 15% des individus infectés au VIH-1 présentent une progression plus
rapide de la maladie, s’étalant sur une période de deux a trois ans avant d’atteindre le stade
SIDA'®. Ces individus font I’expérience d’une prolongation des symptémes associés a la
phase aigiie de I’infection, et ces symptomes peuvent persister en phase chronique, cette
derniére étant trés courte ou absente. Un contrdle inefficace du pic de la virémie lors de la
phase aigiie est associée a une remontée rapide de celle-ci’®. Aussi, les progresseurs rapides
subissent une diminution rapide de leurs lymphocytes T CD4 " sanguins'®, démontrent peu

102,104

d’anticorps spécifiques pour les protéines de structure , un délai dans la réponse

. 78 . . ‘ . . - 105
cytotoxique'", ainsi que la présence marquée de facteurs d’inflammation .

2.5.2. Progresseurs classiques
Une proportion de 70-80% des individus infectés au VIH-1 vont présenter une
progression dite classique. Ces individus conservent des taux de lymphocytes T CD4"
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supérieurs 4 200 cellules/mm’ pour une période de cinq ans. La phase chronique est marquée
par une absence de symptomes cliniques, une réplication virale persistante, une perte
progressive des lymphocytes T CD4" ainsi qu’une activation immune chronique. Le temps

médian de cette phase est de six a huit ans, ol le patient atteint alors le stade SIDA "¢ P* 7¢.

2.5.3. Progresseurs lents
Une proportion d’individus infectés au VIH-1, moins de 5%, possédent une phase

asymptomatique de plus de dix ans'®.

IIs sont connus sous plusieurs appellations :

progresseurs lents, « Long Term Non Progressors » (LTNP), contrleurs. Ils présentent des
. + . .

niveaux de lymphocytes T CD4" sanguins normaux et stables et une charge virale basse, et ce,

en absence de thérapie antirétrovirale. Ils sont caractérisés par un bas niveau de parameétres
. . . , , . . . . . . 106—

virologiques ainsi qu’une préservation des tissus lymphoides et des fonctions immunitaires

1 . o (1 .

% Parmi ces progresseurs lents, les controleurs élites ou progresseurs lents avirémiques

présentent une charge virale indétectable en absence de thérapie antirétrovirale, et ce, méme

\ o . . . 106,107
apres une période de plus de huit ans post-infection

. Les corrélats de protection et les
mécanismes impliqués dans le controle de la progression sont le sujet d’'un grand nombre
d’études. Il existe également des individus qui, exposés de fagon répétée au VIH-1, demeurent
séronégatifs, et sont qualifiées d’individus séronégatifs hautement exposés au VIH-1 (HESN),

ol leur « résistance naturelle » face au VIH-1 représente un trés grand intérét''”.

2.6. Facteurs associés a la progression clinique ou a son controle
Plusieurs marqueurs sont observés et utilisés pour déterminer la progression clinique
dans le contexte de I’infection au VIH-1, et certains facteurs sont associés a un controle de

la réplication virale et de la progression clinique.

2.6.1. Facteurs viraux
2.6.1.1. Charge virale
La charge virale est utilisé pour 1’évaluation de la progression'''. Une progression

rapide est associée 4 une charge virale élevée lors du « set point » virologique’®.
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2.6.1.2. Changement de tropisme

Le VIH-I utilise la molécule CD4 comme récepteur primaire, présente a la surface des
principales cibles du virus, soit les lymphocytes T, monocytes, macrophages et DC. Toutefois,
I’entrée du virus nécessite également la présence d’un corécepteur, dont la nature varie selon
les souches virales, influengant ainsi son tropisme viral. Au début de I’infection, le corécepteur
du VIH-1 est principalement le CCRS, situé a la surface des cellules T mémoires effectrices et
des DC et macrophages. Les muqueuses gastro-intestinales et vaginales sont particuliérement
enrichies de ces cellules, cela permettant une infection fulgurante aux sites d’entrées du VIH-1
par la souche R5. Avec la progression de I’infection survient un changement de tropisme pour
le corécepteur CXCR4, présent sur les lymphocytes T CD4" naifs et mémoires quiescients. La

présence de souche X4 est donc un indicateur de la progression de la maladie vers le SIDA''%.

2.6.1.3. Protéines virales et polymorphismes

Le VIH-1 étant soumis a un haut taux de réplication virale ainsi qu’a une pression
sélective importante de la réponse immunitaire, une pauvre fiabilité de sa transcriptase inverse
peut causer de nombreuses mutations au niveau de son génome. Ces mutations permettent
I’émergence de quasiespéces, favorisant ou non la progression de I’infection.

La premicre cohorte de progresseurs lents a été caractérisée dans les années 1980 en
Australie, apres I’infection d’individus ayant re¢u une transfusion sanguine d’un progresseur
lent. Le controle de la progression de I’infection a ét¢ attribu¢ a une délétion dans le géne nef,
codant ainsi pour une protéine non fonctionnelle'"'"”. Les multiples implications de Nef dans
la pathogénése du VIH-1 ont été largement abordées dans la section 1.3. D’autres études ont
rapportées des délétions au niveau du geéne codant pour Nef chez les controleurs, tel que
T1380, et ont démontré une diminution de la réplication du VIH-1''". Cependant, les
mutations atténuant nef sont peu fréquentes chez ces individus''>''°.

La protéine Vpr est caractérisée par sa grande conservation entre le VIH-1, le VIH-2 et
le SIV, ainsi que ses diverses implications dans la pathogénese virale. Une substitution d’une
glutamine pour une arginine en position 77 (R77Q) de la région C-terminale au niveau de Vpr

Lo . sz A . 11
a été trouvée chez des progresseurs lents, et est associée au contrdle de la progression' '°.
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La protéine Vif interfére dans la fonction d> APOBEC3G, un facteur de restriction dont
I’action est la désamination de cytosine en uridine sur le brin négatif de I’ADN proviral
nouvellement synthétisé, causant ainsi une hypermutation des guanosines en adénosines du
brin positif et la formation de codon stop, amenant un arrét prématuré de la réplication virale.
Elle doit étre incorporée dans les virions afin d’effectuer sa fonction dans les cellules
nouvellement infectées. Vif est en mesure d’induire I'ubiquitination d’APOBEC3G via sa
dégradation par la voie du protéasome''’. Des études portant sur les progresseurs lents ont
démontré chez certains de ces individus la présence de délétions, d’insertions ou de codons
stop prématurés dans le géne vif, o la protéine Vif est non fonctionnelle''* !,

La protéine Vpu, quant a elle, contrecarre 1’effet du facteur de restriction BST-2, ou
tétherine, qui inhibe le bourgeonnement des virus enveloppés via leur rétention au niveau de la
membrane plasmique. L’action de Vpu sur la tétherine est multiple, car elle est en mesure de
I’internaliser, de la séquestrer dans des compartiments intracellulaires et de la dégrader par la
voie du protéasome'*2. Une mutation de Vpu d’une sérine en position 52 & I’alanine diminue
son effet anti-tétherine au niveau des macrophages, mais pas au niveau des lymphocytes T
CD4 "', L’importance de Vpu dans la progression clinique reste encore a investiguer.

Globalement, les mutations du VIH-1 observées chez les progresseurs lents ne peuvent
étre la seule cause du contrdle de la progression de la maladie en raison de leur rareté chez ces
individus, mais participent probablement en combinaison avec d’autres facteurs de nature

. . . . 1
virologique et/ou immunologique'”.

2.6.2. Facteurs génétiques de I’hote
2.6.2.1. Récepteurs a chimiokines

Le récepteur CCR5 est exprimé a la surface des lymphocytes T CD4" mémoires,
monocytes, macrophages et DC'**. Une délétion de 32 paires de bases dans la région codante
de CCR5 (CCR5A32) est associée au contrdle de la progression de I’infection du VIH-1. Les
individus homozygotes sont résistants a 1’infection, et les porteurs hétérozygotes démontrent
une progression considérablement plus lente™"¢ P '%°  Ce polymorphisme est observé plus
fréquemment chez les caucasiens, et est pratiquement absent des populations africaines,

asiatiques de ’est et autochtones d’Amérique'”’. Des mutations dans la région du promoteur
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de CCRS5 causant une augmentation de sa transcription sont associées a une progression plus
rapide vers le stade SIDA'?®. Une présence augmentée de CCR5 4 la surface des lymphocytes
T CD4" centrales mémoires lors de la primo-infection est associée a la progression rapide'?’.
Un polymorphisme de CCR2, une substitution d’une isoleucine pour une valine en position 64
(V64I), réduit I’expression de CXCR4 sur les lymphocytes T CD4", et conséquemment, peut
causer un ralentissement dans la progression clinique'?.

La liaison d’un ligand a son récepteur entraine son internalisation. De ce fait, les
ligands naturels des récepteurs a chimiokines CCRS5 et CXCR4, corécepteurs principaux du
VIH-1, agissent a titre d’inhibiteurs compétitifs avec le VIH-1, et des polymorphismes
permettant une augmentation de leur nombre sont associés a un contrdle de I’infection par le
VIH-1'". Les ligands de CCRS5 sont MIP-1a, MIP-1B, MIP-1aP et RANTES, et le ligand de
CXCR4 est SDF-1'%. La chimiokine MIP-1aP, un isoforme de MIP-1q, est un ligand trés
potent du CCRS5, ou le nombre de copies de son geéne est garant de son niveau retrouvé chez
I’individu, et il a été démontré que les populations africaines possédent un plus grand nombre
de copies que les populations caucasiennes'>'*’. Des niveaux faibles de MIP-1aP sont
associés a une susceptibilité accrue face au VIH-1 de tropisme RS, une augmentation de la
charge virale et une progression plus rapide de la maladie, alors que des niveaux élevés sont
126,130

associés a une progression lente

nucléotides au niveau de RANTES (-8C—>G, -403G—>A) sont associés avec un délai dans la

. Des polymorphismes impliquant la substitution de

progression de la maladie, alors qu’une mutation au niveau d’un élément de séquence

régulateur (1.1C) est associée & une accélération de la progression vers le SIDA"!132,

2.6.2.2. Complexe majeur d’histocompatibilité de classe I

Le CMH-I ou « human leukocyte antigen » (HLA), retrouvé de fagon quasi-ubiquitaire
a la surface des cellules nucléées, permet la présentation antigénique aux lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques lors d’infection par des pathogenes intracellulaires. Dans le cadre d’une
infection au VIH-1, les individus hétérozygotes pour les genes du CMH-I sont associés a une
plus grande diversité quant a la génération de réponses CD8, contrairement aux individus
homozygotes'**'*. Les polymorphismes HLA-B57, plus particuliérement B5701 et B5703, et
B27 correlent avec un controle de I'infection, par la génération d’une réponse face a des
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épitopes immunodominants et une diminution du risque d’évasion immunitaire par
I’apparition de mutations'**'*’. Dans les études de cohortes de LTNP, une fréquence plus
¢levée d’HLA-B57 est trouvée chez les progresseurs lents en comparaison aux progresseurs
rapides ou classiques'®. D’autres HLA protecteurs ont été retrouvés chez les contrdleurs, soit
B13, B15, B44, B51 et B58, mais I’effet protecteur de chacun de ces all¢les n’a pas encore été
déterminé'*!. De autre coté, certains alléles du CMH-I sont associées a une accélération de la
progression vers le SIDA, dont HLA-A24, A29, B35, C4 et Cw4'?*'*, L’'HLA-G est un type
non-classique de CMH-I, retrouvé sous forme membranaire ou soluble, et ou sa localisation se
concentre au niveau des tissus. Il posséde un role immunomodulateur de par son effet
inhibiteur sur les lymphocytes T CD8" ainsi que les NK, activateur sur les lymphocytes T
régulatrices (Treg) et par la production d’IL-10"""¢ P '** Une concentration élevée d’HLA-G
soluble a été détectée chez des progresseurs rapides tot apres 1’infection au VIH-1 et persistant
lors du traitement antirétroviral. Ceci pourrait favoriser 1’établissement et le maintien d’un

. , , . . . n \ 1, . . ., . 144
environnement tolérogénique, contribuant par le fait méme a I’évasion immunitaire .

2.6.2.3. Cytokines

Des mutations au niveau des génes codant pour certaines cytokines sont ¢galement
impliquées dans le rythme de la progression de I’infection. Quatre polymorphismes ont été
identifiés au niveau du promoteur de TNF-a, et une faible association entre les individus
homozygotes pour I’un deux (-308A) et les LTNP a été identifi¢e'”’. Au niveau de la cytokine
IL-10, les polymorphismes -1082A—>G et -592C—> A situés dans la région du promoteur sont
associés a une augmentation de sa production et d’une diminution de celle-ci,
respectivementl%. Lorsque présente, la mutation en position 1082 est associée a un déclin en
lymphocytes T CD4" plus lent chez un individu infecté au VIH-1, alors que la mutation en
position 592 semble associée a une accélération de la progression de la maladie plus

. . . 147,14
tardivement au cours de I’infection'*”!*3,

2.6.2.4. Facteurs de restriction
Des individus infectés au VIH-1 présentant de bas niveaux d’ARNm d’APOBEC3G
sont associés a un risque accru de la progression de la maladie, alors que de hauts niveaux sont
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associés 4 une progression lente'*’. De plus, une étude portant sur des individus infectés au
VIH-1 a différents stades de D’infection a démontré que les niveaux ¢levés d’ARNm
d’APOBEC3G corrélent avec des plus hauts taux de lymphocytes T CD4 " et une charge virale
plus basse'. Les individus porteurs de I’alléle HI86R de I’exon 4 d’APOBEC3G sont
associés 4 une progression plus rapide de la maladie’'. La protéine a motif tripartite 5a
(TRIMS5a) agit sur le VIH-1 lors de son entrée dans la cellule par son attachement a la capside
virale afin d’empécher la réplication virale'>>. Les études portant sur des polymorphismes
trouvés au niveau de TRIMSa sont, pour le moment, peu nombreuses et nécessitent de plus

153,154 ’
53,154 R écemment

amples investigations quant a leur association a la progression clinique
identifi¢ dans les cellules myéloides, le facteur de restriction SAMHDI1 a une activité
enzymatique d’hydrolyse lui permettant de cliver les désoxyribonucléotides triphosphates
(dNTP). De ce fait, elle diminue le « pool » disponible de nucléotides nécessaires a la synthése
de P’ADNc du VIH-1 par la transcriptase inverse, contrdlant ainsi la réplication virale'>. A

I’heure actuelle, aucune étude n’a démontré de réelle association entre des polymorphismes de

SAMHDL et le contrdle de la progression clinique du VIH-1 136,

2.6.3. Facteurs immunologiques de I’héte
2.6.3.1. Cellules dendritiques
Les DC constituent une population cellulaire hétérogene, ou leur appellation différe selon leur
origine, leur localisation et leur fonction. Leur role est capital dans 1|’¢élaboration et la
modulation de I’'immunité innée et adaptative, et orchestrent 'homéostasie entre immunité et
immunotolérance, via leur capacité a présenter des antigénes et a détecter la présence de

revue par 157

pathogenes et signaux de danger . Les APC, dont font partie les DC, présentent un
phénotype immature jusqu’a ce qu’elles soient activées par des signaux déclencheurs de leur
environnement. A cette fin, elles possédent & leur surface ainsi qu’au niveau de leur cytosol
des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR, pattern recognition receptors)
qui leur permettent de détecter la présence de signaux de danger, associés aux dommages
tissulaires ou a la présence de cytokines, et de motifs moléculaires associés aux pathogénes
(PAMP, pathogen associated molecular pattern). Une fois activées, les DC maturent et

migrent du site périphérique vers les organes lymphoides secondaires (OLS) drainants. Une
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fois sur place, elles peuvent enclencher I’activation des lymphocytes T CD4" via la synapse
immunologique, processus qui implique 1I’engagement du complexe peptide/CMH a la surface
de la DC au récepteur du lymphocytes T CD4 " spécifique, mais également 1’nteraction de part
et d’autre de molécules d’adhésion moléculaire, de molécules de co-stimulation et la libération
subséquente de facteurs telles les cytokines™" %™ 18 Tes DC sont les seules APC ayant le
potentiel d’activer des lymphocytes T CD4" naifs, et ce sont les signaux déclencheurs de la
maturation des DC qui dictent subséquemment le patron de la différentiation des lymphocytes
T CD4" naifs (voir Figure 4). Dans le cadre d’une infection au VIH-1, les DC sont parmi les

oy . . . , . 1
premiéres cellules & rencontrer le virus, et subissent de multiples altérations'*’. De par la

nature du projet de ce mémoire, les DC font I’objet d’une section compléte (section 3).

2.6.3.2. Lymphocytes T CD4"
L’activation des lymphocytes T CD4" naifs, surtout réalisée par les DC, permet leur
prolifération et leur différentiation en cellules effectrices, ou leur phénotype est déterminé a
partir de plusieurs facteurs, dont les molécules de co-stimulation et I’environnement en
cytokines. Les lymphocytes T CD4" effecteurs sont composés de plusieurs types, basés sur
leurs facteurs de transcriptions, leur profile en matiére de production de cytokines et leur

fonction, tel qu’illustré dans la Figure 4"V dans 160-161,

Thil — :EN;F Immunité & médiation cellulaire
Tr:JF a Activation des CTL
- Activité microbicide des macrophages
STAT4/T-bet TNFpL T
IL-12 IL-d
IFMN-y IL-5 Immunité & médiation humorale
IL-2 Th2 =  |L-G Immunité contre les pathogénes extracellulaires
IL-4 IL-10 Allergie
Antigénes IL-13
STATE/GATA
\. T
IL-G, TGF-R; -~ . "
Thp L2 IL—2§ ::: ;: Inflammation des tissus
\ y . ThiZ * ”_'22 Maintien de limmunité mucosale
B Autoimmunité
— STAT3
ORyt/RORx

Cellul_e_ TGF-p RORyt/RO
dendritique RA i,

IL-2 //_ N,

1 Treg;\' IL-10 Immunotolérance
W/ TGF-B Immunosuppression

STATS/FOXP3
Figure 4. Différentiation des lymphocytes T CD4", facteurs de transcription impliqués, et fonctions effectrices
caractéristiques des populations principales. Adaptée de Jetten, Nucl Recep Sign, copyright 2009'%, sous
I’autorisation de la licence Creative Commons Attribution 4.0.
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L’homéostasie entre I’'immunité et la tolérance est basée sur 1’équilibre des cellules Th
effectrices et Treg'®>'®. L’évaluation clinique de 1’évolution de la maladie dans le contexte de
I’infection au VIH-1 se fait par le suivi des taux de lymphocytes T CD4" dans le sang
périphérique, ou la diminution la plus marquée est au niveau des cellules T mémoires CCR5",
dont les cellules Th17%. In vitro, les populations cellulaires les plus permissives sont la lignée
Th17 CCR4"CCR6", et la lignée Th1/Th17 CXCR3'CCR6" '**. Ces populations situées dans
la muqueuse ne peuvent étre restaurées, méme aprés linitiation de la thérapie'®. La
diminution des Th17, associée a une perte de I’intégrité mucosale et une augmentation de la
translocation microbienne, représente une mort cellulaire causée directement ou indirectement

a la cytopathologie virale'®®"'®®

. En effet, ’infection et la lyse des cellules cibles par le virus
n’expliquent qu’une partie de la perte importante des cellules T du GALT. Cependant, la
présence/action des protéines accessoires virales, de cytokines proinflammatoires et
d’éléments liés a la translocation microbienne, sont en mesure d’induire une activation des
cellules T naives environnantes de facon indépendante de la spécificit¢ du TCR, devenant
ainsi activées et effectrices, entrainant potentiellement une apoptose sélective via 1’action des
CTL ou des NK'®*'®_ Cette activation entraine I’expression de marqueurs d’épuisement
cellulaire, tels CD38, PD-1, LAG-3, TIM-3 et CTLA-4'""!""!. De plus, le VIH-1 induit une
diminution de la génération de lymphocytes T naifs par le thymus, ainsi qu’une atteinte dans la
structure des ganglions lymphatiques®. Tous ces éléments participent 4 une diminution de la
survie et de I’expansion des lymphocytes T CD4", contribuant a 1’altération du « pool » des
lymphocytes T CD4". Graduellement, les lymphocytes T CD4" subit un débalancement dans
I’équilibre de ses populations. La fréquence relative des cellules Treg a été trouvée augmentée
chez les individus infectés au VIH-1, soit par I’augmentation de leur survie suite au contact
avec la gpl20, et/ou la différentiation suivant I’interaction avec les DC'*'”. La fonction
immunomodulatrice des Treg est conservée, préservant ainsi sa capacité a diminuer
I’activation immune chronique, mais supprimant les réponses CD4 et CD8 spécifiques pour le
VIH'*'7®, De fagon générale, une association négative a été trouvée entre la fréquence des
Treg et les taux de lymphocytes T CD4", et une corrélation positive avec la charge virale' .
Le déclin en lymphocytes T CD4" chez les progresseurs lents est fortement diminué

comparativement aux progresseurs. Les lymphocytes T spécifiques pour le VIH chez ces
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individus démontrent une conservation de leur polyfonctionnalité ainsi que de leur capacité
proliférative, via une réduction dans 1’épuisement cellulaire et une augmentation dans leur
fréquence relative'®!””. Les progresseurs lents et contréleurs élites démontrent des niveaux
similaires, sinon moindres, de Treg comparativement a des individus sains, au niveau du sang
et des muqueuses' . Toutefois, chez les HESN, la fréquence des Treg est plus élevée au

niveau de la périphérie, suggérant ainsi un impact de celles-ci afin de contrer I’infection'’*.

2.6.3.3. Lymphocytes T CD8"

Les CTL sont des acteurs majeurs dans la réponse antivirale par leur action de cytolyse
sur les cellules infectées présentant des peptides viraux via le CMH-I. Pour se faire, elles
nécessitent une activation de la part des APC, elles-mémes préalablement activées par les
lymphocytes T CD4". Dans leur mécanisme d’action, les CTL produisent également des
cytokines proinflammatoires telles que 1’IL-2, MIP-1B, CD107a, IFN-y et TNF-a'”'®. Dans
le contexte de I’infection au VIH-1, la réponse spécifique des CTL contribue au déclin initial

. . . . . . . 70.184
de la charge virale lors de la primo-infection, au « set-point » virologique ™

. Les premicres
réponses sont dirigées contre Env et Nef, puis contre Gag p24 et Pol, ces dernicres étant
observées dans le maintien de la charge virale'™. Par la suite, sous la pression sélective, de
nombreuses mutations surviennent au niveau du génome viral, permettant ainsi 1’évasion du
virus face & la réponse CD8'*'*°. La chronicité de I’infection améne un épuisement cellulaire
par ’augmentation du marqueur PD-1, ainsi qu’une perte de leur potentiel fonctionnel'**"*".
Quant a eux, les controleurs sont associés a des réponses cytotoxiques dirigées contre
des épitopes immunodominants conservés, tel que Gag'**'*>. Leurs CTL sont caractérisés par
une production accrue de perforine et granzyme B, et par une conservation de leur
polyfonctionnalité, c’est-a-dire leur capacité proliférative ainsi que la production de leurs

. . . . / ryx 7 194-1
cytokines proinflammatoires, ce qui a également été observé chez les HESN'**7,

2.6.3.4. Lymphocytes B
Lors de la séroconversion, il est possible de détecter la présence des premiers anticorps
générés contre les protéines de structure du VIH-1. Ceux-ci ne possédent pas d’activité
neutralisante, il faudra attendre jusqu’a au moins 12 semaines suivant I’infection pour détecter
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les premiers anticorps neutralisants dirigés contre les glycoprotéines de I’enveloppe'*®2"".

Cependant, les mutations virales ainsi que la glycosylation des sites de reconnaissances par les

198,199,202 .
98,199,202 Toutefois,

anticorps surviennent rapidement, échappant ainsi a cette réponse immune
des études récentes ont permis de détecter la présence d’anticorps capable de neutraliser un
large spectre d’isolats viraux dans le sérum de patients infectés au VIH-1. Ceux-ci démontrent
une affinité pour le site de liaison a CD4 au niveau de I’enveloppe virale, et ce, malgré la
glycosylation de gp120**. Les caractéristiques quant a la génération et les particularités de ces
anticorps ainsi que leur implication dans ’élaboration d’un vaccin seront discutés plus en
détail dans la section 4.3. Les études portant sur les anticorps neutralisants dans le contexte
d’un contrdle de la progression de ’infection sont conflictuels. Certaines d’entre elles ont
démontrés une plus grande fréquence de ces anticorps chez les contréleurs par rapport aux
progresseurs”>***, alors que d’autres ont démontrées le contraire’®® . Les divergences
pourraient s’expliquer en partie par 1’atteinte plus ou moins grande de ’intégrité immunitaire,
par la nature des populations produisant ces anticorps et/ou le contexte immunitaire dans
lequel ces anticorps sont générés. Chez les HESN, plusieurs études ont détectées la présence
d’IgA spécifiques au VIH-1 au niveau de la muqueuse vaginale, dont les fonctions observées
étaient la neutralisation et 1’inhibition de la transcytose*'’. Une étude a permis de démontrer
que P’activité neutralisante d’IgA dirigé contre le VIH-1 de clade A ou C était associée a une
réduction de I’acquisition du virus*''. L’immunité humorale au niveau des muqueuses, site
d’acquisition du VIH-1, sera discutée dans la section 4.1.6. Egalement, I’étude des corrélats de
protection associée au vaccin RV144 ont démontré 1’importance de la diminution du risque

d’infection associée aux IgG plasmatiques se liant aux régions variables V1/V2 de I’enveloppe

du VIH-1 (voir section 4.3).

2.6.3.5. Activation immune chronique
L’activation immune chronique chez les individus infectés par le VIH-1 fait partie
intégrante de la pathogénése, et est indicatrice de la progression clinique®'**". Elle est

214
, un taux de renouvellement

caractérisée par 1’activation polyclonale des lymphocytes B
élevé des populations T CD4" et T CD8" accompagné de I’expression accrue de molécules
d’activation par celles-ci*”’, et de concentrations élevées de cytokines et chimiokines
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proinflammatoires'®. Elle peut étre causée en partie par la présence du virus et de ses produits
dérivés, qui seront détectés par les PRR, provoquant ultimement une activation cellulaire non-
spécifique’’’. Cependant, de plus en plus d’études mettent a jour le ceeur de Iactivation
persistante du systéme immunitaire, c’est-a-dire la translocation microbienne”?'®. Cette
translocation est due a un bris dans I’intégrité de la muqueuse gastro-intestinale, qui entraine
le mouvement d’endotoxines microbiennes vers le sang'**?"’. Ces éléments sont reconnus par
les PRR, tels les « Toll-like receptors » (TLR), causant ainsi une activation non-spécifique de

des monocytes, macrophages, DC et lymphocytes B*#2% 2%

. Dés la phase aiglie de I’infection,
il est possible de détecter dans le sang des individus infectés au VIH-1 de grandes
concentrations de CD14 soluble, qui forme un complexe en se liant a TLR-4 et MD-2, de
lipopolysaccharide (LPS), de la protéine se liant & LPS (LBP) ainsi que d’EndoCAb, qui sont

des anticorps IgM, IgG et IgA spécifiques pour le noyau de I’endotoxine” **°,

2.6.3.6. Cytokines et chimiokines

La production de cytokines lors de I’infection au VIH-1 est un marqueur important de la
progression clinique, ainsi que de I’activation immunitaire chronique. Rapidement apres
I’infection, il est possible de détecter une augmentation transitoire d’IL-15 et d’interféron de
type 1 (IFN-a) alors que I’augmentation de I’'[L-6, IL-8, IL-18, TNF-a, IFN-y et IL-22
perdurent au long de I’infection. L’augmentation d’IL-10 survient par la suite lors de la phase
aigiie”?***7. L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire associée & des fonctions
régulatrices au niveau des lymphocytes T, et elle est sécrétée par les DC, les monocytes, ainsi
que les cellules T, B et NK***. Cette cytokine a également le potentiel d’activer les
lymphocytes B en permettant leur survie, leur prolifération et la production d’anticorps®”. En
revanche, une diminution de la production d’IL-2, IL-12 et d’IFN-oa est associ¢ a la

progression de la maladie*”

. Lors de la phase chronique, une diminution d’IL-21 a été
observée, qui est une cytokine principalement produite par les lymphocytes T CD4"
folliculaires (Trm) et induit le développement des cellules Th17, maintient les fonctions des
lymphocytes T CD8" et régule les cellules T effectrices dans le GALT'*!, en plus de
contribuer au raffinement dans la sélection du récepteur des cellules B (BCR) des lymphocytes

. . .~ 232 . C e g S,
B au niveau des centres germinatifs™ . Chez les progresseurs, certaines chimiokines ont été
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trouvées ¢levées au niveau du plasma, telles MCP-1 (CCL2), MIP-38 (CCL19), MIP-
30, (CCL20), SLC (CCL21), MIG (CXCL9), IP-10 (CXCL10), et BCA-1 (CXCL13)*". Les

chimiokines MIP-3f3 et SLC se lient au récepteur CCR7, et permettent la migration vers les

ganglions lymphatiques des DC matures et cellules T CD4" naives et mémoires centrales™".

L’augmentation de la production de ces chimiokines est associée a la progression clinique®”.
Egalement, des niveaux élevés d’IP-10 en primo-infection sont prédictifs d’une progression
rapide™®. L’exposition des lymphocytes T CD4" aux ligands de CCR7 (MIP-3p), CXCR3
(MIG et IP-10) et CCR6 (MIP-3a) permet I’établissement de la latence virale?”’. De plus, dans
une cohorte de femmes travailleuses du sexe exposées au VIH-1, les individus infectés au
VIH-1 ont présenté une augmentation des chimiokines MCP-3 (CCL7) et de MIG au niveau
de leur sang, et de maniére beaucoup plus importante au niveau de leurs sécrétions vaginales
comparativement a des HESN*® Les chimiokines MIP-1o, MIP-1p et RANTES sont les
ligands naturels de CCRS, et sont associés a une diminution dans le risque de I’infection™.
Ceci s’explique par le fait que la liaison de ces chimiokines a leur récepteur CCRS entrave la

liaison du VIH-1 a son corécepteur, permettant ainsi un blocage dans I’entrée du virus.

3. Cellules dendritiques
3.1. Populations de DC et fonctions
3.1.1. Monocytes et précurseurs de DC
Les monocytes, d’origine myé¢loide, sont générés au niveau de la moelle osseuse, et
représentent environ 10% des leucocytes du sang périphérique, qui recirculent également au

. 24
niveau de la rate’*

. Malgré I’hétérogénéité de ces cellules, certains marqueurs sont exprimés
par tous, tels que M-CSF (macrophage colony stimulating factor receptor, CD115), et
CX3CRI1, et produisent plusieurs cytokines et chimiokines (i.e. TNF-a, IL-13, CXCLS, IL-6,
et I’IL-10)" " 92 240 A ce jour, trois sous-populations sont définies d’aprés I’expression de

CDI14 et CD16 (récepteur du fragment cristallisable gamma de type III, FcyRIIN)**'* L

es
monocytes « classiques » constituent la majorité de la population monocytaire, et expriment
les marqueurs CD14™", CCR2" et CD62L (L-sélectine). Ce type est caractérisé par 1’absence

de CD16, une faible expression d’HLA-DR et de CX3CR1 et d’une grande capacité de
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phagocytose®***. Son équivalent murin (Ly6c”) est recruté aux sites d’inflammation en
réponse au ligand de CCR2, soit MCP-1 et MCP-3, et peut se différencier en macrophage ou
en DC inflammatoire ou Tip-DC, ces dernic¢res pouvant produire de grandes quantités de TNF-
a et d’oxyde nitrique**2*. Les monocytes Ly6C" peuvent renouveler les macrophages et DC
résidant au niveau de la peau, du tractus gastro-intestinal et des poumons®’ . Une autre
population de monocytes, retrouvée en plus faible fréquence dans le sang périphérique, se
distingue de par son expression de CD16, CX3CR1" CCRS, et I’absence de CCR2**%. Les
monocytes CD16" partagent plusieurs particularités des DC, soit la présence du CMH-II, de
molécules d’interaction et de signalisation cellulaire tel CD40, de co-stimulation tels CD80,
CD83 et CD86, d’adhésion moléculaire tels CD11c (sous-unité aX de I’intégrine CR4) et
CD54 (ICAM-1)**"2%_ L’¢quivalent murin des monocytes CD16" est Ly—6C10 (Grl"),
CX3CRI1M CCR2"™E CD62L" et CD11c"**. Cette population est retrouvée dans les tissus
sains ou inflammés, se différentie préférentiellement en DC et possédent une plus grande
capacité a induire la prolifération des lymphocytes T>*. Plusieurs études ont démontrées une
hétérogénéité dans cette population, et ont proposé deux sous-types, soit CD16'CD14™" et
CD16'CD14", connues aussi sous I’appellation intermédiaire et non classique,
respectivement®'**°. La distinction entre ces deux groupes reste encore a définir, mais
certaines caractéristiques attribuées au départ a I’ensemble des monocytes CD16" ont pu étre
assignées a I’un ou I’autre. Les monocytes non classiques semblent associés a une plus grande
production de cytokines proinflammatoires telles que TNF-a et d’IL-1P, ainsi qu’a une
fonction de surveillance de signes d’inflammation ou de dommages tissulaires au niveau de
I’épithélium™° La population intermédiaire a été trouvée exprimant plus d’HLA-DR et de
génes liés a la présentation d’antigénes, ainsi qu’a la présence de CD40 et CD54*%%.

Lors de maladies infectieuses ou inflammatoires, 1’expansion de la population
monocytaire CD16" a été largement répertorié, ou la population intermédiaire semble étre en
cause. Le nombre de monocytes dans le sang périphérique semble augmenter en raison de leur
migration en provenance de la moelle osseuse, ou plusieurs études ont démontrées

I’importance de CCR2 et ses ligands MCP-1 et MCP-3 dans ce contexte™ ">,
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3.1.2. Cellules dendritiques myéloides
Les DC my¢éloides (mDC) représentent environ 0,5% des cellules mononuclées du sang
périphérique chez I’humain. Au niveau du compartiment sanguin, les mDC expriment les
marqueurs CMH-II et CDl11c, et deux populations se distinguent par I’expression exclusive
des récepteurs CD1c (BDCA1) ou CD141 (BDCA3). Une autre population se distinguent par
I’expression de CD16, qui est aussi appelée Slan-DC™" P 22 La génération de ces cellules
s’effectuent a partir d’un progéniteur de DC situé dans la moelle osseuse, mais il est également
possible pour les monocytes CD14'CD16" de se différencier en DC sous ’effet d’une
inflammation aux sites périphériques, tel que mentionné précédemment™**® Les précurseurs
de DC ainsi que les mDC immatures présents dans le sang périphérique expriment a leur
surface des récepteurs a chimiokines différents selon leur phénotype, leur permettant ainsi de
se localiser dans les tissus lymphoides et non lymphoides produisant leur ligand propre®”.
L’expression des récepteurs CCR6 et CX3CRI1™ permet la migration de ces cellules en
réponse aux chimiokines MIP-3a et la fractalkine (CX3CL1) vers les tissus situés en

1 g 244,253-255
périphérie, notamment les muqueuses™

. Les précurseurs de DC, notamment les
monocytes CD14" CD16" CX3CRI1™, peuvent ainsi se différencier en DC immatures
résidentes™®. En conditions inflammatoires, la production de chimiokines par les tissus permet
le recrutement de ces cellules. Que ce soit en conditions homéostatiques ou inflammatoires,
les différents précurseurs et DC sont en mesure de répondre a une pléthore de chimiokines,
entre autres MIP-1a, MIP-1B, MIP-3a, MIP-5 (CCL15), MCP-3, MCP-4 (CCL13), RANTES,
TECK (CCL25) et SDF-1 (CXCLI12)*’. Dans les sites périphériques en situation
homéostatique, les mDC prenant leur origine de précurseurs de DC situ¢ dans la moelle
osseuse jouent le role de sentinelle immunitaire, ou leur capacité de détecter les signaux de
danger leur permet de faire le pont entre I’immunité innée et adaptative.

Tel que mentionné précédemment, les mDC possedent une panoplie de PRR leur
permettant de détecter la présence des microorganismes et des signaux de danger. Les PRR les
mieux décrits sont les TLR, qui sont situés tant au niveau extracellulaire
158,258

qu’intracellulaire

récepteurs Nod-like (NLR), MDAS et RIG-1?°?%_ La liaison d’un PRR de la DC a son PAMP

. Les mDC expriment la majorité des TLR, des lectines de type C, des

entraine son activation, ce qui induit une cascade de signalisation permettant ultimement sa
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maturation, qui se traduit par ’augmentation du CMH-II (HLA-DR) et de molécules de co-
stimulation tels que CD80, CD83 et CD86. Egalement, cela entraine une diminution des
récepteurs a chimiokines ayant permis la migration de la cellule du sang vers le tissu, mais il y

a, en contrepartie, augmentation de récepteur CCR7%*' 2%, L’

expression augmentée de CCR7
permet la migration des mDC vers les vaisseaux lymphatiques afférents via la lymphe, et
auront pour destination les OLS drainants, en réponse a MIP-33 et SLC exprimées par les
cellules endothéliales lymphatiques périphériques et les cellules stromales des ganglions
lymphatiques,.Une fois entrées par le sinus sous-capsulaire du ganglion drainant, les mDC se
déplacent vers les régions riches en cellules T afin d’induire 1’activation des cellules T naives
en cellules T effectrices, et ce, par présentation de 1’antigéne via la synapse immunologique.
Les DC peuvent également accéder aux ganglions par la circulation sanguine via la haute
veinule endothéliale (HEV). D’autres DC ne sont pas retenues au niveau du ganglion
lymphatique, et retourne dans la circulation sanguine par le canal thoracique, ce qui les
meneront a la rate. Elles pourront migrer dans les zones riches en cellules T, ou vers la zone

marginale de la rate ou elles pourront activer les lymphocytes B de fagon T-indépendante™*

Par 233 Tyautres structures lymphoides possedent des cellules B s’apparentant a celles de la
zone marginale de la rate, telles que les amygdales, les ganglions et les plaques de Peyer au

niveau de I’intestin’**

. Cette activation des lymphocytes B sera discutée dans la section 4.1.5.
3.1.3. Cellules dendritiques mucosales
Par leur fonction de sentinelles et d’APC, les DC mucosales jouent un role clé¢ dans le
maintien de I'homéostasie de 1'immunité mucosale, en orchestrant la préservation de la
tolérance immunitaire envers le soi, le controle de la flore commensale, et la capacité a induire

, . 157
une réponse immune face aux agents pathogenes

. Au niveau de la muqueuse intestinale, des
DC sont retrouvées au niveau de la lamina propria, des follicules lymphoides, des ganglions
mésentériques et des plaques de Peyer*®2®. Elles expriment le marqueur CD1a, permettant la
présentation des antigenes de nature lipidique aux lymphocytes T, tel que retrouvé chez

- 252,267,268
certaines DC de la peau et d’autres muqueuses™ """

. Les modé¢les murins ont permis
d’identifier deux populations de DC de la lamina propria, soit par 1’expression de CD103
(aEB7), récepteur de E-cadhérine, ou de CX3CR1269’270, mais une étude récente les divisent en
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trois : CD103°CD11b’, CD103°CD11b" et CD103°CD11b"CX3CR1™*"". Les DC CD103" ont
des niveaux accrus de molécules de co-stimulation et de médiateurs proinflammatoires, alors
que les DC CD103" expriment des niveaux plus élevés des molécules CCR6, CCR7, des

271,272

TLRS et TLRY, et posséde une capacité tolérogénique . Des populations de DC analogues

ont été décrites chez I"humain au niveau de Iintestin et des poumons®*"**%,

En condition non inflammatoire, les cellules épithéliales ont également un réle actif
dans la préservation de I’immunité mucosale en contribuant au maintien de I’homéostasie par
la modulation de 'activité de ces DC*>*"°. L’interaction des microorganismes de la flore
commensale favorise 1’expression de la lymphopoiétine thymique stromale (TSLP) ainsi que
de TGF-B*”". Leur sécrétion, en plus de RA, est nécessaire a la différentiation des DC

278280 14 catalyse de la vitamine A en RA par les DC CD103" est

tolérogéniques CD103
cruciale dans la différentiation des lymphocytes T CD4" naifs vers un phénotype Treg,
impliquant aussi la sécrétion de TGF-B**'**. Leur champ d’action peut s’étendre tant a la
lamina propria qu’aux ganglions mésentériques, via leur expression de CCR7, contrairement
aux DC CX3CRI1" 2% Sur place, elles peuvent y promouvoir, via la sécrétion de RA,
I’expression de CCR9 et d’a4p7 sur les lymphocytes T et B activées, récepteurs des
chimiokines liées a I’appel aux muqueuses TECK et MAdCAM-1, respectivement. Les DC
CD103" sont alors en mesure d’imprégner aux lymphocytes T et B activés leur établissement
au niveau de la muqueuse intestinale, en plus de favoriser la sécrétion d’IgA par les

286-291

lymphocytes B (voir section 4.1.5). Des études ont démontré que la présence de RA in

vitro est impliquée dans la génération d’un phénotype tolérogénique et mucosal sur des DC
dérivées de monocytes (Mo-DC) et de la moelle osseuse™>>”.
En présence de stimuli inflammatoires, les DC CD103'CX3CR1" induisent une

différentiation des Th17, afin de répondre aux agents pathogénes”®?®, en plus

d’échantillonner le lumen via la formation de protusions ou dendrites transépithéliales™**".
Le maintien de la balance entre la mise en place d’une réponse immunitaire face a des
pathogenes et la tolérance envers le soi et la flore commensale est capital, ou une défaillance
peut soit mener a des manifestations auto-immunes ou une réponse inflammatoire excessive,

soit a I’établissement d’infections chroniques ou I’induction de cancers®*.
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3.1.4. Cellules dendritiques plasmacytoides

Les pDC sont surtout retrouvées au niveau du sang ainsi que dans les tissus
lymphoides, et entrent dans les ganglions lymphatiques par la circulation sanguine. Ces
cellules expriment peu de CMH-II, de CD11c¢ ainsi que de molécules de co-stimulation en
situation d’homéostasie, mais expriment les marqueurs CD303 (BDCA2) et CD304
(BDCA4)*’. Elles expriment les récepteurs TLR7 et TLR9, qui reconnaissent I’ARN simple
brin et PADN double brin viraux, respectivement””®. De par leur expression constitutive
d'IRF7, elles possédent une capacit¢ a produire rapidement de trés grande quantité
d’interféron de type I, principalement 1’IFN-q, essentiel lors d’une réponse antivirale®”. Elle
participe a la tolérance via I’expression de 1’indoléamine 2,3-désoxygénase (IDO), qui permet

la différentiation de cellules T CD4" naives en Treg’”.

3.1.5. Cellules de Langerhans
Les cellules de Langerhans, qui sont dérivées de la moelle osseuse, sont retrouvées au
niveau de 1’épiderme et des muqueuses. Elles y font une surveillance constante par le biais
d’échantillonnage régulier de I’environnement par phagocytose et macropinocytose™ > Elles
expriment les récepteurs CD45, CMH-II, I’E-cadhérine, la molécule d’adhésion cellulaire

épithéliale (EpCAM), CDla, ainsi que de grande quantité de la lectine langérine™"¢P 3% L

es
granules de Birbeck, organelles intracytoplasmiques, sont impliquées dans le recyclage

endosomal et la dégradation des pathogénes endocytosés> ™.

3.2. Les cellules dendritiques dans le contexte d’une infection au VIH
3.2.1. Impact du VIH-1 sur les monocytes et les précurseurs de DC
Bien que les monocytes expriment les récepteurs et corécepteurs nécessaires a 1’infection
productive du VIH-1, ils sont relativement résistants a I’infection par le virus in vitro, et cela
est di 4 la présence de mécanismes de restriction post-entrée, tel qu’APOBEC3G*™.
Cependant, la permissivité a I’infection est variable selon I’expression des récepteurs CD14 et
CD16, ou la population CD147CD16", exprimant le plus de CCRS5, serait associée a une plus
grande permissivité**®>"". In vitro, la différentiation des monocytes, porteurs du génome viral,

en macrophages ou DC peut enclencher infection productive dans la cellule’®™*”. L
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progression du VIH-1 est associée a une augmentation en fréquence des monocytes CD16",
particuliérement CD147CD16" *'°. Des études in vitro ont permis de souligner certains
aspects de I’implication du virus et de ses facteurs dérivés au niveau des monocytes. La
protéine Tat augmente la survie des monocytes via 1’expression accrue de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2*'!, et induit aussi, ainsi que Nef et gp160, la production d’IL-10°'*7"*, Nef
est également en mesure d’inhiber la production d’IL-12p40 induite par la présence de LPS>".
La protéine de la matrice pl7 peut se lier au récepteur membranaire pl7R, et provoquer la

sécrétion de MCP-1 par les monocytes®'®.

3.2.2. Infection et transinfection des cellules dendritiques

Les mDC résidant aux muqueuses sont parmi les premieres cellules a rencontrer le
VIH lors de Iinfection’”. Les mDC, les pDC et les cellules de Langerhans sont
potentiellement susceptibles a 1’infection par le VIH-1, de par leur I’expression de CD4, ainsi
que des niveaux variables des corécepteurs CCRS, CXCR4, CCR3, CCR8, CCRY et
CXCR6*. Des études in vitro ont démontré que I’infection au VIH-1 est possible au niveau

317-321

des DC immatures . Toutefois, les cellules de Langerhans sont résistantes a 1’infection

via I’expression de la langérine a sa surface, causant I’internalisation des particules virales, et

322,323

bloquant ainsi la transmission . Les pDC sont trés peu infectées par le VIH-1, en raison de

; s 324
la présence de facteurs de restriction™".

Il est a noter que le virus peut aussi pénétrer les
cellules par endocytose via son interaction avec des lectines de type C, tel que DC-SIGN*>.
De plus, les mDC facilitent la dissémination virale via la transmission du virus suite au contact
avec les cellules T permissives par un processus nommé la transinfection. La transinfection
implique la liaison de la gp120 aux lectines de type C, tel que DC-SIGN, et le complexe DC-
SIGN-particule virale est soit internalis¢, puis amené a la surface, ou directement transporté au
niveau du site de contact entre la DC et la cellule T. Ce site de contact est la synapse
infectieuse, ou se regroupent €galement les récepteurs et co-récepteurs du VIH-1, des
molécules d’adhésion intercellulaires, et des intégrines. La transinfection peut étre réalisée par

les DC immatures, mais son efficacité est augmentée avec la maturation des DC "%,
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3.2.3. Impact du VIH-1 sur les cellules dendritiques myéloides

Lors d’une infection au VIH-1, les mDC se trouvent affectées tant au niveau de leur
nombre que de leur phénotype et leur fonction™" P 32633 Dapord, la fréquence des mDC
diminue rapidement, dés la phase aiglie de I’infection et est maintenue au long de la
progression de I’infection. La cause de cette diminution n’est pas encore ¢lucidée, mais il a été
démontré que la gp120, libre ou en complexes immuns dans le sérum, peut mener a 1’apoptose
accélérée des DC via sa liaison a DC-SIGN®*!. Egalement, une accumulation des mDC dans
les tissus lymphoides et aux sites d’inflammation a été démontrée®?. La restauration du
nombre de mDC suite a I’initiation de la thérapie antitrétrovirale est contreversée; certains ont
démontré un rétablissement des DC, alors que dans d’autres cas, elle reste incompléte™**,
Ensuite, plusieurs études ont pu souligner une altération au niveau de la fonction des mDC, ou
le consensus reste difficile a atteindre quant a I’impact du VIH-1 sur les DC, ceci s’expliquant
en partie par 1’utilisation de populations de DC ex vivo ou de DC dérivées in vitro, ainsi que le
type et le stade de progression clinique des patients infectés au VIH-1. Les mDC provenant
d’individus infectés ont démontré un niveau d’activation partiel, c’est-a-dire une légere
augmentation des molécules de co-stimulation CD40, CD80, CD83, CD86 ainsi que le CMH-
IT suite a 1’exposition au VIH-1°%°. Cependant, une accumulation de mDC dans les tissus
lymphoides, présentant une maturation incompléte, a été associée a un niveau élevée de Treg.
In vitro, les mDC en présence de VIH-1 sécréte 1’IL-10, provoquant ainsi une maturation
incompléte des mDC, induisant plutét un phénotype tolérogénique®>>>>°. Ces mDC semi-
matures sont également associées 4 une augmentation de leur apoptose’>’. Au niveau
chronique, les mDC ont démontrées des altérations dans la sécrétion d’IL-12, cytokine
impliquée dans la différentiation des cellules T CD4" naives en Thl, mais elles ont démontré
une récupération partielle de leur capacité a sécréter I’IL-12 chez des patients sous thérapie
antirétrovirale®’. Les études divergent quant a la conservation des DC au niveau de sa
fonction d’APC, certaines études démontrant un maintien dans la capacité de stimuler les
cellules T apres une exposition au VIH-1, alors que d’autres démontrent une diminution de ces

321,324,338-341

fonctions . In vitro, la présence de Vpr avec des Mo-DC inhibe I’expression des

molécules de co-stimulation CD80, CD83 et CD86, ainsi que I’[L-12, mais est accompagnée

342,343
0>

d’une production d’IL-1 . La présence de gp120 sur les Mo-DC augmente 1’expression
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de ces mémes molécules de co-stimulation, accompagnée d’une augmentation de CD40 et du
CMH-II et d’une diminution de la fonction phagocytaire®**. Tel que mentionné précédemment,

Nef est en mesure de provoquer des altérations phénotypiques observées chez les mDC.

3.2.4. Impact du VIH-1 sur les cellules dendritiques plasmacytoides
Comme pour les mDC, la fréquence des pDC du sang est diminuée deés la phase aigiie de
I’infection au VIH-1, et la restauration des pDC suite au traitement antirétroviral est également

. 324 4
controversée>2+33333

. Un niveau ¢élevé ou stable de pDC est associ¢ au controle de la
progression®*”. Aussi, le VIH-1 active les pDC via la stimulation de TLR7, résultant & une
production d’IFN-o*****’. Cependant, dans le contexte de ’infection au VIH-1, des altérations
dans la production d’IFN-o sont associés a la progression clinique et a ’apparition de
maladies opportunistes, et sont en lien avec la diminution des pDC**. Une concentration
¢levée d’IFN-a est associée avec la chronicité de I’infection et 1’activation immune dont les

32 De plus, une augmentation de TRAIL a la surface des pDC peut

+349,350

pDC seraient responsables
causer I’apoptose des lymphocytes T CD4 . D’autre part, les pDC sont importantes dans
la suppression de la réponse immunitaire face au VIH-1 via I’expression de I’IDO induite par
le VIH-1, et ou des taux ¢levés sont associés a la progression clinique. Via ce mécanisme, les
pDC ont un effet inhibiteur sur la prolifération des lymphocytes T CD4", mais sont en mesure

d’induire la différentiation de cellules T CD4" naives en Treg’***4>1352,

4. Lymphocytes B

4.1. Différentiation des lymphocytes B et fonctions des différentes populations

Tout au long du développement et de la différentiation des lymphocytes B, des points de
controle sont présents afin de controler le « pool » de lymphocytes autoréactifs, tant au niveau

de la moelle osseuse (tolérance centrale) qu’au niveau des OLS (tolérance périphérique).

4.1.1. Développement des cellules B dans la moelle osseuse
Le développement des lymphocytes B débute au niveau de la moelle osseuse, ou le
progéniteur lymphoide commun génere des cellules pro-B, qui subissent un réarrangement des

segments D et J de la chaine lourde au niveau des génes des Ig, puis un réarrangement des
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segments V et D-J. La cellule est nommée pré-B une fois la chaine lourde du BCR réarrangg.
Alors, celle-ci est exprimée a la surface sous forme de pré-BCR, avec une chaine substitut
constituée de VpreB et A5, et CD79 (Iga et Igf). Le pré-BCR doit permettre la signalisation
via une stimulation tonique indépendante des antigenes. Si tel est le cas, il y a arrét du
réarrangement de la chaine lourde, et enclenchement du réarrangement des segments V-J de la
chaine légere. Une fois le développement du BCR sous forme IgM complété, les cellules B
sont nommées immatures/de transition (TI)™"¢ P 3333 A ce stade du développement, il est
reconnu que le BCR posséde un fort potentiel d’autoréactivité, c¢’est-a-dire qu’il est en mesure
de reconnaitre et de se lier aux antigénes du soi. Afin d’instaurer une tolérance centrale, les
cellules B TI subissent un premier point de contrdle par sélection négative avant de quitter la
moelle osseuse, et ce, bas¢ sur I’avidité de son récepteur. Si le BCR ne reconnait pas
d’antigene du soi, la cellule B quitte la moelle osseuse vers les OLS situés en périphérie. Par
contre, lorsque le BCR se lie avec une trés grande affinité a un auto-antigéne, une correction
peut s’effectuer via 1’édition du récepteur, un processus de réarrangements successifs des
segments V-J de la chaine légere. Si ’autoréactivité persiste malgré tout, il y a délétion

clonale de la cellule B, qui entrera en apoptose™"" P 336337,

4.1.2. Maturation dans les organes lymphoides secondaires

Une fois quitté la moelle osseuse, les cellules B TI se dirigent, via la circulation
sanguine, vers les OLS situés en périphérie, ¢’est-a-dire la rate, les ganglions, les amygdales et
les plaques de Peyer au niveau de l’intestin, ou aura lieu leur maturation. Ces cellules
constituent une population hétérogéne, se divisant en plusieurs groupes et/ou stades de
différentiation basés sur différents marqueurs phénotypiques et caractéristiques fonctionnelles,
soit TI, T2 et T3***%*?_ Les populations T1 et T2 expriment le marqueur CD10 contrairement a
la population T3. Au cours de la différentiation de T1 vers T2, puis T3, il y a augmentation et
diminution progressive du marqueur d’activation CD21 (CR2, récepteur du complément 2) et
d’IgM, respectivement. D’autres marqueurs sont également utilisés pour caractériser ces
populations immatures, tel que CD27, CD23 (FceRIII), CD24 et CD38%°°>%. La molécule de
co-stimulation CD27, membre de la famille des récepteurs de TNF. se lie 8 CD70°*, et CD38

365

est associée, entre autres, a I’activation et la prolifération des cellules B*”". La maturation des
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cellules B TI génére les cellules B naives (CD19°CD27), dont fait partie les cellules B
folliculaires (IgM™° IgD™) et les cellules B de la zone marginale (IgM"IgD"
CD21hiCD231°Cch+). Les cellules B folliculaires, localisées aux follicules des OLS, forment
une partie importante du « pool » des cellules B, et participent a la réponse immune adaptative
via une coopération avec les lymphocytes T (section 4.1.3)***%®, Quant aux cellules B de la
zone marginale, elles sont abordées dans la section 4.1.4. Les cellules B naives n’ont pas
encore rencontré leur antigéne spécifique et complétent leur différentiation au niveau des
OLS, et sont caractérisées par leur recirculation dans le compartiment sanguin. Lors de
certaines conditions pathologiques, les cellules B naives se différentient de fagon préférentielle

. 1,264,360
en cellules B de la zone marginale™"

(voir section 4.1.4).

Dés le stade T2 des cellules B, une signalisation tonique via le BCR, c’est-a-dire
indépendante d’un antigéne, en plus de la liaison de BLyS a son récepteur BAFF-R sont
essentiels a leur maturation en plus de leur survie®®’. Effectivement, en absence de signal de
survie, les cellules ne peuvent persister et meurent par apoptose apres trois a quatre jours. Le
facteur de croissance/cytokine BLyS, aussi appelé BAFF, est retrouvé sous forme
membranaire ou soluble, et est produit par plusieurs types cellulaires de nature
hématopoiétique ou non. Les neutrophiles, les monocytes, les macrophages et les DC sont

toutefois les producteurs principaux de BLyS™"® s 368

. Les récepteurs de cette cytokine sont
I’antigéne de maturation des cellules B (BCMA), « transmembrane activator, calcium
modulator, and cyclophilin ligand interactor» (TACI) ainsi que le récepteur de BAFF (BAFF-
R)*®, retrouvés a différent niveaux d’expression sur les cellules B selon leur stade de

maturation, de différentiation et leur localisation®’*>"!

. Le r6le de BLyS et de son récepteur
BAFF-R ont été¢ mis en lumicre chez les souris déficientes en BLyS ainsi que BAFF-R, ou la
maturation des cellules B est arrétée au niveau du stade T1, et sont caractérisées par I’absence

de cellules B matures folliculaires et de la zone marginale®’* "™

. De plus, le stade T2 des
cellules B a ét¢ démontré comme étant trés réceptif et sensible quant a I’activation par
BLyS’”**7®. Dans la population B TI, il a été démontré que plus de la moiti¢ d’entre elles
posséde un potentiel autoréactif’’’. En conditions homéostatiques, une stimulation faible du
BCR ou une signalisation tonique de celui-ci est balancé par la liaison de BLyS a BAFF-R,
permettant donc la survie de la cellule B. Cependant, lorsqu’il y a une stimulation trop élevée
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du BCR, qui peut étre associée a la liaison de ce dernier a un antigéne du soi, cela entraine une
cascade de signalisation menant & son apoptose, et qui ne peut étre contrebalancée par la
liaison de BLyS 4 BAFF-R™¢ 45371378 'par contre, ils existent des conditions pathologiques
ou BLyS est retrouvée en exces telles que dans les maladies autoimmunes suivantes : lupus
érythémateux systémique (SLE), syndrome de Sjogren, arthrite rhumatoide. Alors, les signaux
de survie entrainés par BLyS via BAFF-R viennent a bout des signaux d’apoptose causés par
la liaison du BCR a un antigéne du soi, provoquant par le fait méme la survie et 1’activation de
cellules B autoréactives®”” >*. Dans d’autres cas, si 1’affinité pour ’antigéne du soi est faible
et/ou en absence de co-stimulation, la cellule B peut entrer dans un état d’anergie, devenant
ainsi réfractaire aux signaux d’activation induit par la reconnaissance d’antigéne et présente
une diminution dans sa durée de vie, malgré la rétention de sa capacité a lier un antigene.
L’anergie participe donc a 1’établissement de la tolérance périphérique®”®. Cependant, il est a
noter que cet état est transitoire, et la cellule B peut étre réactivée lorsqu’elle n’est plus en
présence de son antigeéne, ou bien en présence de signaux activateurs et/ou de survie élevées,
telle qu’une surexpression de BLyS384ﬁ386.

L’architecture des différents OLS permet des interactions avec plusieurs types
cellulaires. Le développement et le maintien de ces structures immunitaires sont basés sur
I’expression de cytokines, particuliérement celles provenant de la famille des TNF et de leurs
récepteurs. TNF-a permet la formation des centres germinatifs et LT-a est impliqué dans le
développement des ganglions lymphatiques et des plaques de Peyer dans I’intestin, tout
comme TRANCE**">* La localisation des cellules B a I’intérieur méme des OLS est médiée
par ’interaction de chimiokines et de leurs récepteurs. Les DC folliculaires (FDC) et les
cellules réticulaires marginales sécretent CXCL13, permettant ainsi aux cellules B exprimant
CXCRS d’accéder aux follicules. L’expression de CXCL13 est dépendante de la cytokine LT-
alB2, sécrétée par les cellules B, contribuant ainsi a une production maximale de CXCL13, et
d’une maturation du réseau de FDC. Quant a elles, les cellules T utilisent CCR7 pour se nicher
au niveau de la zone T via I’expression de CCL19 et CCL21. Les cellules B naives exprimant
moins de CCR7, mais plus de CXCR4 et CXCRS, elles peuvent pénétrer les OLS a partir du
sang et se localiser au niveau de la zone B. Ces organes sont importants dans la production
d’anticorps spécifiques et dans la génération de la mémoire immunitaire™" 4% 3%,
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4.1.3. Réponse T-dépendante

L’activation des lymphocytes B de facon T-dépendante nécessite 1’implication des DC
et de lymphocytes T auxiliaires activés. Le premier signal nécessaire a la réponse T-
dépendante est la reconnaissance du lymphocyte T, via son TCR, a son antigéne spécifique
présenté par le CMH-II d’une DC. Simultanément, la liaison de 1’antigéne natif apparenté au
BCR de la cellule B naive permet son activation et sa migration vers la jonction des zones des
cellules B et des cellules T. Ensuite, des signaux sont fournis via les molécules de présentation
et de co-stimulation entre les cellules B et les cellules T, et les cellules T et les DC, tel que la
liaison entre le CD40L présent sur les cellules T et le CD40 sur les cellules B et les DC. In
vivo, il a été démontré que le signal fourni via le BCR module la cellule B de manicre a étre
permissive 4 la signalisation de CD40-CD40L donnée par le lymphocyte T CD4" auxiliaire™".
Les cytokines sécrétées constituent un troisiéme signal d’activation. C’est la signalisation par
la molécule CD40 qui permet la formation des centres germinatifs, la commutation isotypique
de classe, I’hypermutation somatique et la différentiation des cellules B naives en

. 392-395
plasmablastes, puis en plasmocytes

. Tout ce processus est hautement influencé par la
nature et la dose de I’antigéne, de la spécificit¢ et de I’affinit¢ du BCR, en plus de
I’environnement cytokinique. En général, une forte affinit¢ du BCR pour son antigene
conduira la cellule B a se différencier en plasmocytes producteurs d’anticorps a courte durée
de vie, alors que I’affinit¢é moyenne initiera une différentiation en plasmocytes a plus longue
durée de vie. Ces plasmocytes génerent des anticorps de type IgM, mais peuvent étre soumis a
la commutation isotypique de classe dans les sites tels que les amygdales ou la muqueuse
intestinale. Si I’affinité est faible, les cellules subiront une maturation d’affinité de leur BCR
ainsi que la commutation de classe au niveau des centres germinatifs® >~

Les centres germinatifs sont des structures transitoires et dynamiques, et permettent
une maturation de 1’affinité et de I’avidité du BCR par I’interaction entre les cellules B, les
lymphocytes T folliculaires auxiliaires (Trn) et les FDC. Ils sont divisés en deux zones, soit la
zone sombre et la zone claire. La zone sombre est caractérisée par une accumulation de
cellules B présentant une trés grande prolifération, appelées centroblastes, en plus d’étre le
lieu ou se produit la commutation isotypique de classe et la mutation hypersomatique. Les

centroblastes, cessant de se diviser, migrent ensuite a la zone claire et portent le nom de
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centrocytes, exprimant alors a leur surface un BCR ayant subi une maturation. La zone claire
contient également les FDC et les Tgy, ces derniéres étant impliquées dans la sélection et
génération de cellules mémoires et de plasmocytes & longue durée de vie. A ce stade, les
centrocytes présentent une trés grande sensibilité a 1’apoptose, et nécessitent plusieurs signaux
fournis via le BCR, les FDC et les Try, afin d’assurer leur survie et leur sélection "v"¢Par398-401,
Les FDC interagissent avec les centrocytes via la synapse immunologique, impliquant la
reconnaissance du BCR a I’antigéne sous sa forme native li¢ a des complexes immuns a la
surface des FDC, ainsi que Iinteraction entre les molécules d’adhésion LFA-1 et ICAM-1*"2,

Les FDC sécrétent de I'IL-6 et BLyS, facteurs de croissance et de survie pour les cellules B***

43 "en plus de délivrer des signaux importants dans la structure des centres germinatifs, tel
CXCL13, ou ces derniers nécessitent la présence de LT-o et de CXCLI13 pour leur
développement***%**7 Une fois activées, les Try, qui expriment de hauts niveaux de
CXCRS, ICOS et BCL-6, sécrétent des cytokines et des facteurs possédant un potentiel de
sélection, de croissance et de survie pour les cellules B, c’est-a-dire IL-4, IL-21 et
CD40L**®**% Les lymphocytes Try sont impliqués dans la génération des cellules B mémoires
via Dinteraction de différentes molécules, telles que CD28/CD86, CD40L/CD40,
ICOS/ICOSL, CD84/CD84, ainsi que la production d’IL-21%%%41°,

Les cellules mémoires (CD27IgM") vont ainsi patrouiller entre les OLS en quéte de
leur antigéne, ce qui engendrera éventuellement un processus similaire de différentiation®**. Tls

semblent exister plusieurs types de cellules B mémoires, ou des cellules B exprimant IgM ont

¢été trouvées circulant dans le sang, mais n’exprimant trés peu ou pas d’IgD, contrairement aux

int/loI Dhi 411

cellules B naives folliculaires IgM . Il est intéressant de noter que ces cellules B

g
mémoires IgM sont apparentées aux cellules B de la zone marginale*'>. Une proportion de
plasmocytes a long terme ira se loger notamment dans la moelle osseuse et assurera un titre en
anticorps spécifiques, ce dernier processus étant dépendant de la disponibilité de facteurs de

survie et impliquant une compétition pour le maintien d'une niche’**.

4.1.4. Cellules B de la zone marginale
Tel que mentionné précédemment, certaines cellules B immatures, plutét que se

différencier en cellules B folliculaires, deviendront des cellules B de la zone marginale?***"”.
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Elles ont été appelées ainsi d’apres leur localisation dans les sinus marginaux de la rate de la
souris. Malgré I’absence de ces structures au niveau de la rate chez ’humain, il y a tout de
méme existence d’une zone marginale qui se situe entre le follicule et la zone

périfolliculaire®®**'*

. De par leur localisation, ces cellules possedent un contact étroit avec des
DC et des granulocytes en plus des antigénes transportés par le sang®'“*'°. Des cellules B
partageant des caractéristiques similaires a celles-ci ont été trouvées au niveau de la paroi
intérieure des sinus subcapsulaires des ganglions lymphatiques, 1’épithélium des cryptes des
amygdales et des plaques de Peyer*". Elles ont été démontrées comme étant recirculantes chez
I’humain, contrairement a la souris*'**!”. Les cellules B de la zone marginale font partie d’une
population  hétérogéne, qui sont caractérisées par les ~marqueurs suivants :
IthiIgDIOWCDlc+CD21hiCDZS'CD27+412’416’418. Elles constituent une réponse rapide de
premiére ligne. Leur activation peut se produire par le contact avec un antigéne circulant dans
le sang, ou par les DC présentant I’antigéne dans sa forme native. Une fois activées, elles
proliferent et se différentient trés rapidement en plasmablastes de courte durée de vie sécrétant
des IgM*1>#16419420 "Elleg sont également en mesure de produire des IgG et des IgA via la

421,422

commutation isotypique de classe par un mécanisme de réponse T-indépendante , abordé

dans la prochaine section, et peuvent subir I’hypermutation somatique*****. Ces cellules
présentent un BCR polyréactif qui est en mesure de reconnaitre plusieurs motifs moléculaires

des pathogenes, s’apparentant ainsi aux TLR, ces derniers étant d’ailleurs nombreux chez ces

425

cellules B*”. De plus, elles sont impliquées dans I’immunité face a des pathogenes possédant

une capsule de polysaccharides tels que Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae

426-428
. Les

et Neisseria meningitidis cellules B de la zone marginale répondent

préférentiellement de fagon T-indépendante face aux pathogénes, mais sont également en

mesure de répondre de facon T-dépendante™ *2.

Elles démontrent une plus grande
indépendance face aux signaux induits par CD40, mais en contrepartie, nécessite des signaux
via les TLRs ou TACI. Effectivement, les patients ayant des déficiences dans des molécules de
signalisation des TLRs et TACI, tels que MyD88, TIRAP ou IRAK4, ont démontré une perte

4 : : 425,433,434
sélective en cellules B de la zone marginale®> 3%,
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4.1.5. Réponse T-indépendante

Certains antigénes ont la capacité d’initier la différentiation des cellules B sans 1’aide
des cellules T auxiliaires, et sont divisé en deux groupes, soit TI-1 et TI-2. Les antigénes du
groupe TI-1 induisent la prolifération et la différentiation en cellules B sécrétrices d’anticorps
indépendamment du BCR, tel que le LPS par la stimulation du TLR4 chez la souris, et ’ODN
par la stimulation du TLR9 chez I’humain®”. La différentiation et 1’activation des cellules B
par les antigénes appartenant au groupe T1-2 requierent une signalisation via le BCR ainsi que
via les PRR. Tous les types de cellules B naives et mémoires peuvent répondre de maniére
extra-folliculaire aux antigénes TI-1, mais il n’y a que les cellules B de la zone marginale et
les cellules B-1 qui sont en mesure de le faire avec les antigénes de type -2/ Ve dans 393435436

Contrairement a la réponse T-dépendante qui peut prendre de cing a sept jours a se
développer, la réponse T-indépendante enclenche le développement de plasmablastes a courte
durée de vie sécrétant des anticorps de type IgM, IgG ou IgA de faible affinité a 1’intérieur de
un a trois jours aprés I’exposition d’un antigéne dans la circulation sanguine*'**7**%, Les DC,
les macrophages et les neutrophiles produisent les cytokines BLyS et APRIL toutes deux
apparentées, qui promeuvent la survie des cellules B, la production des anticorps ainsi que la

. . . 416,425,439-442
commutation isotypique de classe® ®**>*’

. Les DC augmentent la production de ces
cytokines en réponse aux TLR, ainsi qu’aux IFN de type I et IFNy**"*3_ Chez la souris, la
production de BLyS via la stimulation par ’IFNy implique la voie de signalisation de STATI,
et est régulé de fagon négative par le facteur de transcription AIRE**. BLyS et APRIL
agissent comme molécules de co-stimulation via leur liaison avec TACI, fortement exprimé au
niveau des cellules B de la zone marginale, et augmenté en réponse aux TLRs. TACI peut,
d’une part, agir avec les TLR afin d’induire la commutation isotypique de classe et la
production d’anticorps via MyD88, IRAK1, IRAK4 et les protéines TRAF, et d’une autre part,

interagir avec le BCR et CD40*>**. La maturation des plasmablastes est complétée par la

présence de I’IL-6, des IENS de type I et de CXCL10%*7,

4.1.6. Réponse des lymphocytes B aux muqueuses
Une majorité du « pool » de lymphocytes B et T se situe aux tissus lymphoides
associés aux muqueuses (MALT), un vaste réseau interconnecté dont fait partie le GALT. La
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réponse des cellules B aux muqueuses a été principalement étudiée au niveau du GALT et des
plaques de Peyer chez la souris, et au niveau des amygdales chez 1"'humain. Tel que mentionné
précédemment, 1’établissement d’une balance entre I’'immunité et la tolérance est capitale au
niveau des muqueuses, de par I’interaction avec la flore commensale ainsi que des pathogenes.
Les lymphocytes B y participent €¢galement via la mise en place de réponses T-dépendantes et
T-indépendantes, o I’isotype dominant aux muqueuses intestinales est de loin PIgA™""¢ 41
8 Une particularité de la réponse aux muqueuses est la compartimentalisation de la réponse
immune mucosale au niveau des ganglions mésentériques, sans qu’elle n’atteigne la
circulation sanguine, la rate ou le foie, qui se précarise si ’homéostasie est altérée.*** 2.

Tel que décrit précédemment, lors d’une réponse T-indépendante, les DC au niveau de
la lamina propria sont en mesure de présenter I’antigéne non-process¢ aux cellules B,
permettant leur activation via le BCR ou les TLR. En présence de leurs ligands, les TLR
induisent la production de BLyS et APRIL, via la signalisation par NF-xB, par les DC, les

425,439,441,443

monocytes, les macrophages et les cellules épithéliales . La commutation de classe

et la production d’IgA est induite lors de la liaison de ces cytokines au récepteur TACI** %,
Les cellules épithéliales sont en mesure de produire TSLP, qui favorise la sécrétion d’APRIL
et de BLyS, ainsi que la sécrétion de TGF-f3 et d’IL-10 par les DC, qui sont des facteurs

importants dans la modulation de 1'activation des cellules B *">*?*7%° RA ainsi que I'IL-6

produit par les DC CD103" est nécessaire dans la génération de plasmocytes IgA™ **.

L’activation des cellules B par RA permet une expression élevée des récepteurs de rétention

460,461
9

aux muqueuses 04p7 et CCR . La réponse T-indépendante aux muqueuses nécessitent

donc une interaction étroite entre les cellules épithéliales, les DC et les cellules B**

. Quant a
elle, la réponse T-dépendante de I'immunité mucosale s’effectue notamment au niveau des
Plaques de Peyer, structure lymphoide contenant des centres germinatifs. Le maintien de ces
centres germinatifs requiert une exposition constante aux divers antigenes. Effectivement, le
nombre de centres germinatifs diminuent drastiquement apreés I’élimination de la flore
commensale par 1’antibiothérapie, et sont carrément inexistant chez le modéle murin ne

93 Tls est intéressant de noter qu’il est proposé que la

possédant aucun germe (germ free mice)
formation de centres germinatifs au niveau des Plaques de Peyer est indépendante de la
spécificité du BCR, mais serait plutdt induite par la stimulation de la voie des TLR, impliquant
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potentiellement MyD88%*°***>_ Les lymphocytes T CD4 FoxP3" régulatrices sont nécessaires
quant a la formation des centres germinatifs des Plaques de Peyer, ou elles sont dérivée en

Ten %7, La génération préférentielle de plasmablastes IgA™ demande la

lymphocytes
présence de TGF-B1, ainsi que celle de CD40L. L’IL-21 sécrétée par les Try agit en synergie
avec TGF-B1 afin d’augmenter la prolifération et la différentiation des plasmablastes IgA".

L’interaction entre les cellules épithéliales et les DC, et les produits métaboliques et cytokines

N y, . J4 \ J4 . J4 + r
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Figure 5. Réponse T-dépendante et T-indépendante aux muqueuses. Tirée de Cerutti ef al, Ann NY Acad Sci,

copyright 2011, et reproduit avec ’autorisation de John Wiley and Sons.

Macpherson et collégues ont investigué¢ la mémoire mucosale via I'utilisation d’un mod¢le
murin ne portant aucun germe, et par la mono-colonisation de ce dernier. Ils ont déterminé que
la génération de plasmocytes IgA" spécifiques est possible, mais nécessite une dose importante
d’antigénes commensaux. De plus, en présence d’un seul antigéne, la persistance d’un
plasmocyte IgA" est possible sur une longue durée, mais sa durée de vie diminue
drastiquement des lors qu’il y a introduction d’autres agents commensaux induisant la
génération de nouveaux plasmocytes IgA™**4% La génération de la mémoire aux muqueuses
pour un antigéne donné est conservée seulement de par son exposition constante, car elle est

perdue en cas de bris de cette exposition. La flore commensale induit une stimulation
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constante du GALT, fagconnant ainsi le répertoire des plasmocytes IgA " en fonction des micro-
organismes présents en grande quantité, et contribue au maintien de ces populations B de la

. o .448,469-471
niche mucosale, de par leur grande pression sélective sur celles-ci***** 47!,

4.1.7. Fonctions des lymphocytes B
4.1.7.1. Fonctions effectrices des anticorps

En bref, les IgM sécrétées sont des Ig pentamériques et sont principalement retrouvés
au niveau du sang. IIs sont responsables de la réponse primaire, due au fait qu’ils peuvent étre
produit sans la commutation isotypique de classe, et présentent une haute avidité lors d’une
premicre rencontre antigénique. Ces Ig sont particulierement efficaces dans I’activation du
systtme du complément, entralnant ainsi la cytolyse des agents pathogenes, 1’opsonisation
permettant la phagocytose et 1’activation du systéme immunitaire*’>*”. Les IgD sont peu
sécrétées et possédent une fonction de régulation de 1'activation des cellules B, et ont un rdle

dans D’activation des basophiles et des mastocytes®*”*

. La commutation isotypique de classe est
un réarrangement de la région constante des Ig, permettant ainsi de changer la fonction de
I’anticorps. Les IgG sont générées apres une premicre étape de commutation de classe, et sont
¢galement les principales retrouvés dans le sang. Contrairement aux IgM, les IgG sont en
grande partie issues de centres germinatifs et ont subi des hypermutations somatiques, ce qui a

permis d’augmenter leur affinité face a 1’antigéne®”

. En plus de l’activation du systéme du
complément et de 1’opsonisation, cette Ig possede une fonction de neutralisation, lui
permettant de bloquer I’entrée de bactéries, de virus ou de toxines, et celle d’induire la
cytotoxicité cellulaire dépendante d’un anticorps (ADCC) via la liaison de la portion Fc de

I’IgG 4 la cellule infectée*’

. Les IgA monomériques sont retrouvées dans le sang alors qu'au
niveau des muqueuses ainsi qu’au niveau du lait maternel elles sont dimériques, soit deux Ig
d’isotype A qui sont jointes via la chaine sécrétoire, et sont associées a une protection et/ou un
controle face aux pathogénes ou & la flore commensale, respectivement® ", Les IgA
dimériques sont principalement retrouvés au niveau du mucus, et peuvent se lier a leur
antigene, favorisant son évacuation naturelle en plus de bloquer sa transcytose, qui consiste a
traverser les cellules épithéliales*””. Les IgE sont associés 4 une réponse antiparasitaire reliées

aux fonctions effectrices des éosinophiles, ainsi qu’aux allergies480.
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4.1.7.2. Cellules B régulatrices « Breg »

Les cellules B sont connues pour leur production d’anticorps, mais elles sont également des
APC, et peuvent moduler les réponses des lymphocytes T via I’expression de molécules et la
production de cytokines effectrices ou régulatrices selon le contexte immunitaire®™. Les
cellules B ont démontré des capacités immunorégulatrices par la production de la cytokine IL-
10. Cependant, il n’existe actuellement pas de marqueurs propres aux Breg qui permettent de
les identifier exclusivement. Toutefois, plusieurs études tentant de caractériser cette population
convergent vers des populations immatures et/ou de la zone marginale, ou méme mémoires
présentant I’expression des marqueurs phénotypiques tels que CD19°CD21"CD23"CD24"
IgDhiIthiCDldhiCD38hiCD5+CD10'CDlc+482’483. Le groupe de Lampropoulou a proposé que
les Breg prennent origine des cellules B naives folliculaires, ou ces derni¢res gagneraient un
phénotype suppresseur par des signaux venant de la stimulation des TLR, amplifié par
I’engagement du CD40 et du BCR™' Ce modéle est en contradiction avec d’autres
expériences qui ont démontrées que les cellules B folliculaires sont la population produisant le
moins d’IL-10 et ne possédant pas de fonction suppressive™™ . De plus, des études menées sur
la souris déficiente en Gai2, soit déficiente en cellules de la zone marginale et T2-MZP, c’est-
a-dire les cellules B TI de stade T2 précurseur de la zone marginale, ont démontrées que cette
derniére développe une colite spontanée, malgré un nombre et une fréquence normale de
cellules B folliculaires **. Le groupe de Mauri propose donc que les Breg proviennent d’un
progéniteur commun, soit les T2-MZP*¥. Ces cellules sont & un stade immature du
développement, programmées pour répondre rapidement et ont un fort potentiel autoréactif*™’.

Les fonctions des Breg sont intimement liées aux fonctions de sa cytokine produite,
I’IL-10. Tout d’abord, I'IL-10 permet la suppression de l’inflammation en diminuant la
production de cytokines proinflammatoires telles que I'IFN-y et I'IL-17, ainsi que la
diminution de I’expression du CMH-II"*. L’TL-10 est également nécessaire au maintien de

489,490

I’expression de Foxp3 et des fonctions des Treg . La relation entre les Breg et les Treg a

d’ailleurs été soulignée dans plusieurs modéles murins®'~*”.

Dans des pathologies inflammatoires et autoimmunes chez des modeles murins, les
Breg sont associées a un maintien de la balance au niveau des réponses Thl et Th17 et des
réponses Treg, ainsi qu’a une diminution de I’inflammation accompagnée d’un délai dans le
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déclenchement des pathologies. Chez des souris déficientes en Breg, il a été démontré qu’elles
développaient une arthrite plus sévere, ou 1’absence des Breg est associée a une réduction du
nombre de Treg et de I’expression de Foxp3, et ce, en faveur d’une réponse arthritogénique
Th17 et Thl au niveau des ganglions lymphatiques et au site de I’inflammation. C’est
seulement par le transfert de T2-MZP exprimant IL-10, mais non des cellules B folliculaires,
qu’il a été possible de rétablir le nombre de Treg dans ces souris**. Egalement, chez le modéle
murin EAE pour la sclérose en plaques, une déficience pour la production d’IL-10 seulement
au niveau des lymphocytes B a provoqué chez ces dernic¢res une aggravation des symptomes
de la maladie, caractérisée par une augmentation de la réponse Th1*”.

Au niveau de I’humain, les Breg semblent présenter un phénotype et une fonction similaire
a celle retrouvée chez son homologue murin. Elles ont été étudiées dans les maladies
autoimmunitaires telles que la sclérose en plaques, ou le nombre et la fonction semblent faire

496,497

défaut , et contribuent a la réponse Th2 induite par une infection aux helminthes*”®. Le

tableau devient plus complexe dans le cas du SLE ou de ’arthrite rhumatoide, ou les cellules

499,500
7. Par contre, les cellules B

B produisent plus d’IL-10 que chez les individus sains
CD19'CD24"CD38" isolées des patients atteint de SLE sont incapable de produire de I’IL-10
in vitro en réponse a une stimulation via le CD40, mais sont en mesure de le faire suite a une

501
1

stimulation de 1’agoniste du TLR9Y, et ne peuvent inhiber la réponse Th1™" . Dans un contexte

d’infection virale, une étude a démontré que les Breg semblaient associées a une diminution

de la réponse T CD8”, ce qui est favorable pour I’agent infectieux viral’">.

4.2. Lymphocytes B dans le contexte d’une infection au VIH
4.2.1. Infection des lymphocytes B et transmission
Certaines études in vitro ont démontré que les lymphocytes B peuvent étre infectés par
le VIH-1, ou transmettre le virus aux lymphocytes T. Cependant, la réplication virale du VIH-
1 in vitro dans les cellules B nécessite une stimulation via CD40°"**, Le VIH-1 peut se lier
aux lymphocytes B via son récepteur CD21, ainsi qu’au récepteur DC-SIGN, pouvant faciliter
la transmission aux lymphocytes T°”>"". Toutefois, aucune étude a ce jour n’a pu démontrer

une réplication productive du virus au niveau des lymphocytes B in vivo.
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4.2.2. Activation polyclonale

La dérégulation des cellules B survient tot lors de 1’infection au VIH-1. L’activation
polyclonale se manifeste entre autre par I’hypergammaglobulinémie, particulierement de type
IgG1, et par la présentation d’un «pool» d’anticorps polyréactifs et autoréactifs*'** %!,
L’activation est également reflétée par une augmentation du taux de renouvellement cellulaire

et par "augmentation de marqueurs d’activation, tels que CD70, CD71, CD80 et CD86°'*°".

L’augmentation de ces marqueurs est associée 4 une production plus élevée d’IgG'*~'°.
Aussi, ’expression de la cytidine deaminase induisant 1’activation (AID), nécessaire a la
commutation isotypique de classe et la mutation hypersomatique, est augmentée chez les

individus infectés au VIH-1 en phase chronique’'’

. De plus, I’activation polyclonale se
manifeste par la présence de marqueurs d’épuisement, qui sera abordé dans la section 4.2.4.
Plusieurs parameétres sont susceptibles de contribuer a 1’activation des cellules B. Des
¢tudes ont démontré que la gp120 est en mesure de se lier a DC-SIGN et au récepteur CD21,
entrainant son activation®>*"’. Aussi, I’interaction entre la gp120 et DC-SIGN est associée a
I’induction de la commutation isotypique de classe, et la présence d’un exces de BLyS
favorise une production d’anticorps non-spécifique et indépendante & CD40°'*'°. Toutefois,
la fréquence faible de cellules B interagissant directement avec les virions ne peut expliquer

I’importance des dérégulations du compartiment des cellules B

. Nef est également en
mesure d’interagir avec les cellules B, tel qu’abordé dans la section 1.3. Ensuite, la stimulation
via les TLR peut aussi induire une activation importante des cellules B. Effectivement, les
cellules B mémoires expriment de facon constitutive TLRY, et la stimulation de ce dernier par
son ligand est en mesure d’induire la prolifération, la production de cytokines et la sécrétion

520-523 .
. Les cellules B naives,

d’immunoglobulines indépendamment de 1’activation du BCR
quant a elles, nécessitent la stimulation du BCR afin d’augmenter 1’expression de TLR9, ce
qui est compatible dans le contexte du VIH-1 ou ces cellules sont activées de facon
polyclonale’**29°21°2% T3 production élevée des cytokines IFNo, TNFa, IL-6, IL-10 et BLyS
dans le contexte du VIH-1 est également associée a 1’hyperactivation des cellules B ainsi que

519,525-527

la production d’auto-anticorps Donc, les mécanismes d’activation polyclonale

peuvent avoir lieu de fagon spécifique ou non au VIH-1 et/ou au BCR.
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4.2.3. Altération de la mémoire immunologique

Lors de la phase chronique de I’infection, il est possible de constater une diminution
importante de la fréquence ainsi que de la fonction des cellules B mémoires®® >,
Effectivement, il est observé chez les individus infectés au VIH-1 une perte de protection
contre des antigénes vaccinaux, autant au niveau du vaccin pour le virus de I’influenza, de la
rougeole et de la toxine tétanique qui nécessite la réponse T-dépendante, qu’au niveau du
vaccin contre Streptococcus pneumoniae, résultant d’une réponse T-indépendante. Ceci est
reflété par une diminution du taux d’anticorps spécifiques dans le sang des patients, ainsi que
par une diminution de la capacité¢ des cellules B mémoires a répondre a leur antigéne in
vitro*#°13930332 " Ceci est dii en partie par I’augmentation du CD95 augmentant du coup la

susceptibilité de ces cellules a 1’apoptose’***°

, ainsi que par Daltération des structures
lymphoides. Dés la phase aigiie de I’infection au VIH-1, plus de la moitié des centres
germinatifs se trouvant au niveau du GALT sont perdus, autant au niveau des plaques de Peyer

que les nodules lymphoides isolés™.

La destruction de ces structures pose comme
conséquence un handicap sérieux a 1’établissement de la réponse T-dépendante. La diminution
dans la stimulation des molécules de co-stimulation ou de CD40L a la surface des Try
provoque une altération quant a la réponse T-dépendante des cellules B*'******°. Une étude
récente de Haddad et collegues a démontré que malgré une augmentation des Try dans le
contexte d’une infection au VIH-1, la liaison de PD-1 des cellules Try au PD-1L des cellules
B des centres germinatif entraine une diminution dans la capacité proliférative, dans la survie
et dans la sécrétion des cytokines des Ty, reflétée par une diminution de 1’expression d’ICOS
et de la production d’IL-21. In vitro, une co-culture des cellules Ty et des cellules B des
centres germinatifs de ces patients VIH" ont démontré I’importance d’IL-21, ou son ajout
permet de restaurer la production d’IgG>*® De plus, la diminution des récepteurs a chimiokines
CCR7, CD62L, CXCR4 et CXCRS alterent la migration vers les centres germinatifs et le
mouvement des cellules & I’intérieur méme de ceux-ci® ~>'. La perturbation de la réponse T-
dépendante a aussi pour conséquence une dérégulation de la réponse face a des antigénes
naturels ou des antigénes provenant d’une vaccination, tels la varicelle ou le
cytomegalovirus®***. Des études menées chez des singes infectés au SIV et des individus

infectés au VIH-1 ont permis de démontrer, en phase chronique de I’infection dans les tissus
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mucosaux, une réponse faible dans la production d’IgA spécifiques au VIH ainsi que d’IgA

L \ 455,539-541
dirigés contre les pathogénes mucosaux™ ™ .

4.2.4. Perturbation de la dynamique des populations de lymphocytes B

Lors de I’infection chronique, il est possible d’observer un débalancement au niveau de
la dynamique des cellules B. Chez les individus sains, les populations de cellules B du sang
périphérique se composent essentiellement de cellules quiescentes naives ou mémoires,
exprimant surtout IgM. Chez les individus infectés au VIH-1, il y a une augmentation de la
fréquence des populations de cellules B TI, de cellules B avec un phénotype d’épuisement, de
cellules B matures activées ainsi que de plasmablastes CD138" (Syndecan-1) IgG" et
IgA+517’537. Toutefois, les cellules B mémoires sont diminuées, tel que mentionné
précédemment. Une augmentation en fréquence de cellules B TI est en corrélation avec un
excés d’IL-7 et associée a la progression de la maladie®*. Ces cellules ont démontré une
susceptibilité accrue a 1’apoptose intrinséque de par la diminution de 1’expression de facteurs
anti-apoptotiques de la famille Bcl-2°%. L’augmentation d’une population hétérogene
exprimant de faibles niveaux de CD21, indiquant ainsi son activation, survient avec la
chronicité de I’infection, ou celle-ci est en mesure de sécréter de fagon spontanée des anticorps

in vitro. Une bonne proportion de cette population CcD21"Y

est une population subissant
I’épuisement, caractérisée par de haut niveaux de récepteurs inhibiteurs PD-1 et CTLA-4. Ces
cellules ont également démontré une susceptibilité accrue a I’apoptose due a une augmentation
du récepteur CD95'719%3%3% Foalement, une population B mémoire « tissulaire » est
détectée dans le sang de patients infectés au VIH-1. Cette population est enrichie quant a la

réponse spécifique au VIH-1, mais démontre aussi des signes d’épuisement.

4.2.5. Effet de la thérapie sur la restauration du compartiment B
La restauration du compartiment B suite a I’initiation de la thérapie antirétrovirale est
controversée. Plusieurs groupes ont démontré une diminution de I’hyperactivation des cellules
B et une diminution de 1’hyperglobulinémie®®®*'***_ Toutefois, une autre étude a démontré
que malgré une HAART sur 28 mois, pres de la moitié des individus d’une cohorte de patients
infectés au VIH-1 ont conservé un taux élevé d’IgG sérique®®’. La fréquence des cellules B TI
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est également normalisée, mais la fréquence diminuée des cellules B IgM’ mémoires
persistent malgré ’instauration de la thérapie®**>*°. Au niveau de la mémoire immunologique,
un grand nombre d’études ont démontrés que la thérapie ne permet pas sa restauration,
puisque la perte des cellules mémoires persiste, accompagnée d’une incapacité a rétablir les

prevee par 51 Malgré la prise de la thérapie

réponses mémoires spécifiques au VIH-
antirétrovirale, il est tout de méme possible d’observer chez les individus infectés au VIH-1 et
traités efficacement des manifestations autoimmunes ainsi que des lymphomes™*>>*. Une
¢tude conduite par 1’équipe de Moir et collégues a permis la comparaison entre I’initiation
d’un traitement t6t dans 1’infection avec I’initiation du traitement en phase chronique de
I’infection. Les individus traités plus tot possédaient une fréquence et un profil fonctionnel de

, . . , , T o, . 548
leur cellules B mémoires quiescentes plus ¢levés que les individus traités tardivement™ .

4.3. Importance de la réponse B dans le contexte de I’infection au VIH-1

Lors d’études portant sur les HESN, plusieurs groupes ont pu observer une association des
IgA de la muqueuse génitale avec la « résistance » face a I’infection au VIH-1. Ces IgA ont
démontré des propriétés biologiques protectrices in vitro telles qu'un blocage de I’entrée du
VIH-1 dans les cellules T CD4", une inhibition de la transcytose, ainsi qu’une neutralisation
de plusieurs clades. Les IgA neutralisants ont été trouvés au niveau du tractus génital ainsi
qu’au niveau de la salive. Egalement, la chimiokine CCL28 (MEC), qui permet le recrutement
de plasmablastes se différenciant en plasmocytes sécrétant des IgA, est augmentée dans la
salive et le lait maternel des HESN?'®**°! Dang cet ordre d’idée, I’équipe de Bomsel et
collégues a utilisé un modele de vaccination mucosale via le tractus génital du singe, avec un
virosome contenant la gp41 du VIH-1. De cette immunisation ont été générés des IgG et IgA
mucosaux possédant la capacité de bloquer la transcytose a travers la barricre épithéliale, ainsi
qu’une augmentation de 1’efficacité de PADCC’**°®. Egalement, le groupe de Plummer a
effectué¢ une caractérisation du répertoire d’immunoglobulines systémique et cervicale d’une
femme HESN. Ils ont ainsi pu démontrer 1’établissement d’une réponse locale au niveau de la
muqueuse génitale, possédant une régulation de la tolérance et de la mémoire locale. De plus,
celle-ci est accompagnée par un recrutement de cellules B post-centre germinatif provenant du
compartiment systémique’**.
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Depuis quelques années, plusieurs essais vaccinaux ont eu lieu, avec des résultats
modestes ou peu concluants pour la majorité d’entre eux. L’essai vaccinal RV144, ayant eu
lieu en Thailande, a démontré une efficacité de 31.2% face a ’infection au VIH-1. Des études
portant sur les corrélats de protection de ce vaccin ont démontré une diminution du risque
d’infection associée aux IgG plasmatiques se liant aux régions variables V1/V2 de I’enveloppe
du virus, et une augmentation du risque associ¢e aux IgA plasmatiques se liant a I’enveloppe.
Ces IgA plasmatiques semblent bloquer ’activité d’ADCC médiée par les IgG, cette derniere
étant également un corrélat de protection de RV144°%%. Toutefois, I’absence d’échantillons
mucosaux ne permet pas dresser un portrait complet des facteurs impliqués dans la protection
face a I’infection au VIH-1 suivant la vaccination, ou les IgA semblent y jouer un réle selon
les données obtenues des études portant sur les HESN.

La détection d’anticorps neutralisants a large spectre a lancé la communauté scientifique
sur de nouvelles pistes pour I’¢laboration d’un vaccin. Ceux-ci, générés dans le contexte d’une
infection au VIH-1, partagent certaines caractéristiques qui conduiraient normalement les
cellules qui les produisent a 1’apoptose lors de la différentiation du stade transitionnel, tel
qu’une longue chaine du CDR3 ainsi qu’une spécificit¢ polyclonale présentant des
composantes autoréactives ®’ . Les clones B porteurs de ces anticorps ne peuvent persister
lorsque la tolérance périphérique entre en jeu570. Les anticorps monoclonaux neutralisants a
large spectre dirigés contre le VIH-1 connus (2F5, 4E10, 2G12, 1b12, VRCO1, HJ16, PG9,
PG16) sont des IgG et contiennent un haut taux de mutation, indiquant une grande maturation
de leur affinité et/ou plusieurs cycles de maturation en raison de la chronicité de I’infection’.
Le virus possede la capacit¢ de masquer par glycosylation une partie de ses épitopes
immunogéniques, tel le site de liaison au CD4, via I’acquisition de carbohydrates de 1’hote, ce
qui peut engendrer une tolérance chez les cellules B qui réagissent aux protéines du soi. Ces
anticorps ont subi beaucoup de mutations dans la chaine lourde et sont souvent polyréactifs et
autoréactifs. Ils seraient principalement issus d’une altération au niveau de la régulation de la
tolérance et I'immunité, et trouvés dans les populations de cellules B mémoires épuisées’’ .
Aussi, les cellules B de la zone marginale expriment le segment IGHV1-2*02, qui a été trouvé

2574 T
1372757 Une vaccination efficace

dans plusieurs études codant pour ces anticorps, tel VRCO
doit permettre la production plus grande d’anticorps neutralisants que de non-neutralisants, et
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cela nécessite la participation de populations B spécifiques. Le phénotype des cellules B
permettant la génération de ces anticorps neutralisants a large spectre reste encore inconnu a
ce jour, mais certaines études permettent de supposer que les cellules B de la zone marginale
peuvent jouer un role dans la génération de tels anticorps, puisqu’elles sont en mesure de
monter une réponse rapide par la production d’anticorps polyréactifs dirigés contre des
épitopes répétés et qui ne dépendent pas nécessairement d’une réponse T-dépendante’”. Une
¢tude a ét€¢ menée sur I’immunisation d’une souris par un vaccin contenant des glycoprotéines
de I’enveloppe conjointement avec la cytokine BLyS, importante dans la survie des cellules au
stade transitionnel immature et de la zone marginale. L’équipe d’Hedestam et collégue ont
ainsi démontré que ’utilisation de BLyS augmente la survie des cellules TI, augmente le
nombre de cellules B de la zone marginale, en plus d’augmenter la fréquence et le potentiel de

réponse par la neutralisation®’°.

5. Implication des DC dans la dérégulation du compartiment des cellules B dans le

contexte d’une infection au VIH

5.1. Modéle murin VIH transgénique

Ma co-directrice Dre Johanne Poudrier a préalablement instigué des projets portant sur
I’implication des DC dans la dérégulation du compartiment des cellules B en utilisant le
modele murin VIH transgénique établit par les Drs Zaher Hanna et Paul Jolicoeur (IRCM,
Montréal, Canada). Le sujet de ce mémoire découle directement de ses observations, qui
forment le pilier de mon projet. Des souris transgéniques exprimant les genes du VIH sous le
contréle du promoteur CD4 humain dans les lymphocytes T CD4+, les DC et les macrophages
développent une pathologie similaire au SIDA, et ce de fagon dépendante de la protéine virale
Nef7°”. Le domaine d’attachement SH3 de Nef est essentiel pour le développement de la
maladie, révélant ainsi I’importance des ligands de SH3, les tyrosines kinases de la famille

37,580
Src’"”

. Une accumulation des cellules B s’effectuent au niveau des ganglions et de la rate, ou
un élargissement de la zone marginale est observable, et ou les mDC tendent a s’accumuler
malgré une perte de ces dernieres en nombre absolu au niveau des ganglions et de la

71378581582 Foalement, une activation polyclonale des cellules B est observable, de par la

rate
présence d’hyperglobulinémie, d’anticorps anti-ADN double brin, et la sécrétion spontanée
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d’IgM in vitro®®'. De plus, ces souris démontrent des altérations au niveau de I’immunité
humorale. Elles ne peuvent générer de réponse T-dépendante et leur capacité de former des
centres germinatifs est déficiente, menant ainsi & une commutation isotypique de classe
absente et une altération au niveau des réseaux de FDC*®. Les DC présentent un phénotype
immature, qu’elles soient purifiées des OLS ou générées in vitro de précurseurs de la moelle
osseuse. Leur capacité est altérée au niveau de la présentation antigénique et de la stimulation
des réponses T°*. Ensuite, le transcrit d’ARNm de I'IL-10 est augmenté au niveau des DC, et
les lymphocytes Treg sont augmentés (Chrobak, Poudrier, Hanna, Jolicoeur ef al, accepté J
Immunol). Le transfert des DC transgéniques chez les souris contrles non transgéniques
favorise la différentiation des lymphocytes T vers un phénotype régulateur (Chrobak,
Poudrier, Hanna, Jolicoeur et al, accepté J Immunol). De plus, BLyS est augmenté dans le
sérum (Poudrier et al, non publié). Il est & noter que lorsque cette souris est croisée avec une
souris déficiente en lymphocytes T (CD3™), et ou les DC sont des principales & exprimer le
transgene, le modele murin transgénique développe toujours la pathologie similaire au SIDA,
et présente des nombres ¢élevés de cellules B en périphérie de méme que des niveaux élevés
d’anticorps anti-ADN double brin (Poudrier et al, non publi¢). Donc, indépendamment de la
présence des lymphocytes T, la souris VIH-Tg développe une maladie semblable au SIDA
humain. Ces observations mettent en lumiere I’importance et I’implication de la dérégulation
des cellules B dans le développement de la maladie reliée a I’infection au VIH-1.

Certains rapprochements peuvent étre observés entre la souris transgénique pour le géne
Nef et la souris transgénique pour BLyS quant aux altérations des compartiments DC et B.
Chez ces souris, la production excessive de BLyS est associée a 1’élargissement de la zone
marginale de la rate, a la suractivation des cellules B de la zone marginale ainsi que du
développement d’une pathologie de type auto-immune, similaire au lupus®®. Ce phénotype est
¢galement retrouvé chez la souris déficiente en AIRE, qui régule notamment ’activité de
STATI, ou BLyS est élevé dans le sérum et surexprimé par les DC CD11c" périphériques et

(g 444,584
dérivées de la moelle osseuse™ "
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5.2. Etude longitudinale sur une cohorte de patients infectés au VIH

Afin de réconcilier les résultats obtenus chez la souris VIH-Tg avec la pathogénése au
VIH chez I’humain, nous avons entrepris une caractérisation longitudinale du compartiment
des DC, des cellules B ainsi qu’une évaluation du profil inflammatoire dans le sang
d’individus infectés au VIH-1 et présentant différent profils de progression de leur maladie.
Ces individus ont été recruté dans les cohortes de primo-infection et de LTNP du Réseau-
FRQS-SIDA et sont les mémes que j’ai moi-méme ¢étudié dans le cadre de mon projet.
D’abord, nous avons caractéris¢ des individus infectés au VIH-1 d’apres leur profil de
progression établi d’aprés leur taux de cellules T CD4" et les niveaux de charge virale
plasmatique. Les progresseurs rapides sont les individus pour qui les taux de cellules T CD4"
sont descendus sous 250 cellules/mm’ lors des deux premiéres années de I’infection. Les
prélévements ont été effectués a quatre moments, soit lors de la phase aigiie (zéro a trois mois
suivant I’infection), précoce (cinq a huit mois suivant I’infection), et de trois a six mois et de
neuf & douze mois suite a D’initiation de la thérapie. Les progresseurs classiques sont les
individus ayant conservé des taux de cellules T CD4" au-dela de 500 cellules/mm’ durant les
deux premiéres années suivant I’infection. Les prélévements ont été effectués a trois moments
dans la progression de ’infection, soit dans la phase aigiie, précoce ainsi que chronique (24
mois suivant I’infection). Les progresseurs lents sont les individus provenant de la cohorte
LTNP et vivant avec le VIH-1 depuis au moins sept ans, et ayant maintenu des taux de cellules
T CD4" supérieurs a 500 cellules/mm3, et ce, en absence de thérapie antirétrovirale. Ils
pouvaient €tre subdivisés en deux groupes; les patients virémiques, ou présentant une charge
virale détectable, et les avirémiques, également connus sous 1’appellation de controleurs élites.
Des donneurs sains ne présentant pas de facteur de risque d’infection par le VIH-1
constituaient le groupe controle.

Dans le sang des progresseurs rapides et classiques, une diminution précoce dans la
fréquence relative des différentes populations et/ou stades de différentiation de mDC, soit
celles désignées par les phénotypes CD11¢'CD167, CD11¢'CD16" et CD11c¢™"CD123", a été
observée. De plus, les fréquences relatives de ces populations n'ont pas été restaurées apres
I’initiation de la thérapie ART’®. Une concentration élevée des chimiokines DC-tropiques

MCP-1, MIP-3a et MIP-3f ont été mesurées dans le plasma, suggérant un drainage des DC en
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direction des sites périphériques’™. Le niveau de maturation de ces mDC, tel que défini par
I'expression de HLA-DR, CD86, et de CD11c, est diminué en contexte de progression rapide,
mais est rétabli suite 8 ART. Les pDC quant a elles sont diminués, mais sont restaurées apres
ART™. L’expression de BLyS est augmentée dés la phase aigiie et tout au long de ’infection,
ainsi qu’au-dela de I’initiation de la thérapie, au niveau des mDC et de leurs précurseurs,
principalement CD16". Les monocytes CD16™ surexpriment ¢galement BLyS a leur surface,
mais n’est pas maintenu au long du suivi de ces individus, contrairement a ce qui est observé
avec les mDC>*’. Une concentration élevée de BLyS a également été mesuré dans le plasma de
ces individus de méme que pour les facteurs APRIL, IL-6 et IL-10°*. La translocation
microbienne, signe d’altération aux muqueuses, a également été détectée de part des niveaux
¢levés de LPS, LBP et de sCD14 dans le plasma des progresseurs rapides et classiques®’.
L’évaluation des populations B a permis de révéler une augmentation de la fréquence relative
de cellules B matures activées ainsi que des cellules B de la zone marginale présentant un
phénotype précurseur dans le sang de ces mémes individus®®".

Dans le contexte du controle de la progression, les fréquences dans le sang des mDC
ainsi que des pDC sont préservées a des niveaux similaires a ceux retrouvés chez les individus
sains”®, comme ce qui est observé pour I’expression de BLyS a la surface des mDC, de leurs
précurseurs et des monocytes™ . Les progresseurs lents virémiques démontrent tout de méme
une augmentation de la fréquence relative des populations B matures activées ainsi que celles
de la zone marginale avec phénotype précurseur. De plus, ils présentent une augmentation des
chimiokines MCP-1, MIP-3a et MIP-3p ainsi que de BLyS et de sCD14°****". Chez les
progresseurs lents avirémiques, les compartiments DC et B sont préservés, tout comme
I’expression de BLyS au niveau soluble et membranaire, sans mesure d'indication de
translocation microbienne®® . 1l est intéressant de noter que dans ces deux groupes de
contrdleurs, la fréquence relative dans le sang des cellules B de la zone marginale présentant

un phénotype mature est diminuée comparativement aux individus non infectés.
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Hypotheése 1

Les observations obtenues avec le modele murin transgénique pour le VIH-1 ont
permis de mettre en lumicre des altérations au niveau des cellules dendritiques et des cellules
B qui contribuent a la maladie. De plus, I’accumulation des DC au niveau de la zone
marginale de la rate, zone enrichie en cellules B de premiére ligne, ainsi qu'une production
accrue de BLyS/BAFF suggérent une implication des DC dans les anomalies observées dans

le compartiment B de fagon T-indépendante.

L’¢tude longitudinale sur une cohorte de patients infectés au VIH-1 présentant
différents rythmes de progression de la maladie a pu valider certaines des observations du
modele murin. Nous avons pu démontrer que les dérégulations du compartiment B sont
concomitantes avec la surexpression de BLyS/BAFF par les mDC sanguines ainsi que le
niveau de BLyS/BAFF sérique, et ce, des la phase aigiie de I’infection et au-dela de la thérapie

antirétrovirale.

Ces observations nous ont donc amené a poser 1’hypotheése que chez les patients
infectés au VIH-1, Dlaltération au niveau des DC est impliquée dans la dérégulation du
compartiment des cellules B. De par la pathogénése dépendante de Nef observée avec le
modele murin VIH-Tg, nous pensons que les facteurs dérivés du VIH-1 pourraient étre en

cause dans la surexpression de BLyS/BAFF par les mDCs.
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Objectif 1

1.1 Evaluer de facon longitudinale la présence de Nef soluble dans le plasma ainsi qu’au
niveau des mDC et mDC précurseurs du sang, selon le niveau de progression de la

maladie des individus infectés au VIH-1.

La présence de Nef soluble dans le plasma d’individus infectés au VIH-1 a déja été évaluée
par un groupe en 1996, mais sans tenir compte du stade et degré de progression de 1’infection
et depuis, ’expérience n’a pas été répétée. Pourtant, plusieurs études portant sur les effets de
Nef sur différents types cellulaires ont été effectuées a 1’aide de Nef exogene. Nef a toutefois
ét¢ détectée dans le sang de patients infectés au VIH, associé a des exosomes ou
microvésicules. La détection de Nef au sein des populations sanguine de mDC et en lien avec
le profil inflammatoire n’a jamais été investigué. L’évaluation de Nef dans un contexte de
progression au VIH-1, de thérapie antirétrovirale et de contrdle de la virémie n’a jamais été
effectuée, et pourrait étre un indicateur de la progression et/ou de la présence de réservoirs

latents.

1.2 Déterminer ’effet direct de Nef sur la production de BLyS/BAFF par les cellules

dendritiques dérivées de monocytes in vitro.
Dans des travaux précédents, il a été démontré que la protéine virale soluble Nef peut étre

internalisée par les monocytes, DC et les macrophages. Elle est également apte a induire une

maturation des DC ainsi que la sécrétion de cytokines proinflammatoires dont TNF-c.
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Hypothése 2

Les cellules B de la zone marginale constituent une population B hétérogéne, et ont la
particularité de recirculer a travers la circulation sanguine chez I’humain, contrairement a son
homologue murin®®*. Récemment, ces cellules ont été associées 4 la production d’IL-10 et a la
fonction de cellules B régulatrices, autant chez I"humain que la souris™®.

Chez la souris, des concentrations basses de BLyS/BAFF induisent la production d’IL-
10 par les cellules B de la zone marginale possédant les marqueurs d’identification du
phénotype Breg, alors que des concentrations élevées de BLyS/BAFF sont associées a
I’activation et la différentiation des cellules B de la zone marginale™®.

Chez I’humain, la fréquence des populations de cellules B présentant des attributs des
Breg sont augmentées dans le sang de patients atteints de lupus systématique érythémateux, de
sclérose en plaques et d’arthrite rhumatoide. Suivant une stimulation in vitro, ces « Breg » ont

produit moins d’IL-10 et ont fait défaut quant a leur capacité suppressive ™.

L’étude longitudinale sur une cohorte de patients infectés au VIH-1 présentant
différents rythmes de progression de la maladie a permis de démontrer, entre autre, une
augmentation de la fréquence relative des cellules B de la zone marginale présentant un
phénotype précurseur chez les progresseurs rapides et classiques. Chez les progresseurs lents,
la fréquence relative dans le sang des cellules B de la zone marginale présentant un phénotype

mature est diminuée comparativement aux individus non infectés.
Ces observations nous ont donc amené a poser I’hypothése que chez les individus

controlant la progression clinique due au VIH-1, la préservation du compartiment des cellules

B va se refléter au niveau du potentiel « Breg » des populations de la zone marginale.
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Objectif 2

2.1 Caractériser les populations des cellules B d’apres leur expression des cytokines IL-
10 et LT-a, selon le niveau de progression d’individus infectés au VIH-1.

Dans le contexte d’une infection au VIH-1, la caractérisation des cellules B d’aprés
leur potentiel régulateur (IL-10) ou effecteur (LT-a), et leur implication dans la pathogénése
reste encore a ¢lucider. Le débalancement des populations vers un phénotype ou 1’autre

pourrait étre révélateur quant a la progression ou au controle de la maladie.
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Abstract

Denderitic cells (DCs) modulate B-cell survival and differentiation, mainly through production
of growth factors such as B lymphocyte stimulator (BLyS/BAFF). In recent longitudinal
studies involving HIV-1-infected individuals with different rates of disease progression, we
have shown that DCs were altered in number and phenotype in the context of HIV-1 disease
progression and B-cell dysregulations were associated with increased BLyS/BAFF expression
in plasma and by blood myeloid DCs (mDCs) in rapid and classic progressors but not in HIV-
1-elite controllers (EC). In previous work with HIV-transgenic mice, B-cell dysregulations
were associated with altered mDCs and were dependant on the SH3-Binding Domain of the
HIV negative factor (Nef). As such, we report herein that HIV-1 Nef is significantly detected
in plasma and in BLyS/BAFF over-expressing blood mDCs and mDC precursors of HIV-1-
infected rapid and classic progressors, early on infection and despite successful therapy.
However low to undetectable levels of Nef are observed in plasma or in mDC populations of
EC. In vitro, recombinant soluble HIV-1-Nef (sNef) drives monocyte-derived DCs (Mo-DC)
towards a high BLyS/BAFF and TNF-a pro-inflammatory profile, through a process involving
STAT-1. Importantly, the effect of sNef on BLyS/BAFF expression by Mo-DCs is
counteracted in presence of all-trans retinoic acid (RA). Taken together, our results
demonstrate that Nef contributes to the increased BLyS/BAFF expression levels found in
plasma and blood mDC populations of HIV-1-infected individuals. Blocking of Nef and/or
excess BLyS/BAFF could be envisaged as an adjunct treatment to standard HIV therapy to
restore immune homeostasis and effectiveness by reducing pro-inflammatory conditions and
viral reservoirs. Furthermore, our results suggest there may be interest in exploring the
metabolism of vitamin A and RA in regulating the inflammatory context associated with HIV-

1.
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Author Summary

Studies with rare individuals presenting natural “resistance” to HIV-infection emphasize the
importance of B-cell immunity in the battle against the virus. Unfortunately, B-cell responses
are impeded in the majority of HIV-infected individuals. Dendritic cells (DCs) modulate B-
cell differentiation mainly through production of growth factors such as B lymphocyte
stimulator (BLyS/BAFF). As such, we have recently shown that B-cell dysregulations in HIV-
I-infected rapid and classic progressors are associated with BLyS/BAFF over-expression in
plasma and by blood myeloid DCs (mDCs) but not in HIV-1-elite controllers. We now report
that the protein “negative factor” (Nef) of HIV-1 is detected in plasma and in BLyS/BAFF
over-expressing blood mDCs of viremic HIV-infected individuals, early-on infection and
despite successful therapy. Nef however could not be significantly measured in plasma or in
mDCs of HIV-1-elite controllers. Furthermore, in vitro experiments demonstrate that Nef
directly drives BLyS/BAFF over-expression by monocyte-derived DCs, and this is
counteracted by the vitamin A metabolite retinoic acid. Altogether, our observations suggest
that targeting Nef, BLyS/BAFF or vitamin A metabolism could be envisaged as adjunct
treatment to standard HIV therapy to reduce both HIV target cells and systemic immune

activation that are the hallmarks of HIV-1 disease progression.
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Introduction
Based on the study of natural correlates of protection against HIV-infection and on promising

vaccine strategies, B-cell responses are considered to be major players in the battle against
HIV [1-7]. Unfortunately, most HIV-1-infected individuals who progress with disease present
B-cell dysregulations, which are not fully restored by therapy, promoting the preservation of
HIV reservoirs and often underlying autoimmune components and malignancy. The
mechanisms which trigger and promote B-cell dysregulations have yet to be identified but
appear to involve both direct and indirect effects of HIV-1, and to be partly related to viral
load and alteration of the CD4" T-cell compartment [reviewed in 8].

Dendritic cells (DCs) are involved in the outcome of B-cell development, differentiation
and survival, mainly through production of factors such as B lymphocyte stimulator
(BLyS/BAFF) [ 9-12]. DCs have been reported to be altered in number, phenotype and
function in HIV-1 disease progression [13-16]. In a recent longitudinal study, we have shown
that myeloid DC (mDC) frequencies were reduced in the blood of HIV-1-infected rapid and
classic progressors, beginning in the acute phase of infection and persisting throughout the
course of disease despite successful therapy [17]. This correlated with increased serum levels
of DC-tropic chemokines, suggesting drainage to peripheral sites [18]. Most importantly, these
observations were accompanied by increased levels of BLyS/BAFF expression in the plasma
and on the surface of mature blood mDCs and CDI11¢"CD14" monocytic DC-precursors,
which were concomitant with B-cell dysregulations in these individuals [19]. In contrast, HIV-
1-elite controllers (EC) had normal levels of BLyS/BAFF expression in their blood, and
presented unaltered blood DC and B-cell compartments [19]. These observations suggest that
the extent to which HIV-1 disease progression is controlled may be linked to the integrity of
the DC compartment, BLyS/BAFF expression status and the capacity to orchestrate B-cell
population dynamics and responses [20].

In previous work with HIV-transgenic (Tg) mice that develop a disease similar to human
AIDS [21], B-cell dysregulations were associated with altered mDCs [22-23], which
accumulated in enlarged splenic marginal zones (MZ), likely contributing to MZ expansion,
polyclonal B-cell activation and breakage of tolerance through delivery of “altered and/or

excessive” factors such as BLyS/BAFF [22-23]. In these HIV-Tg mice, disease was dependant
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on the 25-34 kDa myristoylated viral accessory protein “negative factor” (Nef) [21]. The SH3
binding domain of Nef was shown to be essential for disease development [24], as non-

receptor tyrosine kinases of the Src family have emerged as important intracellular targets for

Nef [25].

In humans, Nef has been known to play a critical role in HIV disease progression,
notably by boosting viral replication, enhancing infectivity and virus spread. Moreover,
individuals infected with a nef mutated virus present slower disease progression [25, 26-28].
Nef action includes reduction of host cell actin dynamics and recirculation of T lymphocytes
[29], as well as modulation of expression of cell-surface proteins such as HLAs, CD4 and
chemokine receptors [25]. Nef has also been found to be released and has been measured in
the blood of HIV-1-infected individuals, either as a soluble form or within exosomes or
microvesicules [30-32]. As such, Nef has been shown to penetrate and affect several cell
populations [25], such as DC maturation and function [13]. STATI1-3 signalling paths have
been shown to be used by Nef to promote a pro-inflammatory profile by human monocyte-
derived macrophages [33-35] and likely in modulation of the over-expression of tumor
necrosis factor (TNF)-a by human monocyte-derived DCs (Mo-DCs) [36]. Of note, high
levels of BLyS/BAFF were found in serum and on DCs of mice deficient for autoimmune-
regulatory (AIRE), which is involved in regulation of STAT]1 signalling [37-38]. Interestingly,
as for HIV-Tg mice, AIRE-deficient mice present enlarged splenic MZ, B-cell hyperactivity
and autoimmunity, a phenotype also shared by BLyS/BAFF-Tg mice [39]. Thus, Nef appears
to modulate STATI1-3 dependent signalling, shown to be involved in BLyS/BAFF expression

and release [40].

The battle against HIV largely occurs at mucosal sites of intrusion and propagation for
the virus. There, DCs are one of the earliest cell types to be exposed to HIV, and present an
inherent capacity to orchestrate a homeostatic balance between tolerance and protection [13-
16]. The metabolism of vitamin A into retinoic acid (RA) in DCs is pivotal to modulation of
mucosal immune homeostasis, notably by shaping B- and T-cell responses, through regulation

of the activation of a number of transcription factors, such as STATI [reviewed by 41].
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Given these observations, we now report that Nef directly contributes to the increased
BLyS/BAFF expression levels found on mDC populations of viremic HIV-1-infected
individuals, through a process involving STAT1. Importantly, in vitro studies demonstrate that

the effect of Nef on BLyS/BAFF over-expression is counteracted by RA.

Materials and Methods

Ethics Statement.

Written informed consent was obtained from all subjects, and the research conformed to
ethical guidelines and was approved by the Ethics Review board of the Centre de Recherche
du CHUM. The reference number for the project is: SL 05.028.

Subjects

Thirty male HIV-1-infected subjects were selected from the Montreal Primary HIV Infection
cohort: 13 were classified as rapid and 17 as classic progressors. The date of infection was
estimated on the basis of clinical and laboratory results using criteria established by the Acute
HIV Infection and Early Disease Research Program (NIAID, Bethesda, MD). Rapid
progressors had blood CD4" T-cell counts below 250 cells/mm’ within 2 years of infection.
Blood samples were taken at the following time points: in the acute (0-3 months) and/or early
(5-8 months) phases of infection, and at 3-6 and 9-12 months after initiation of antiretroviral
therapy (ART). Classic progressors were ART-naive individuals whose blood CD4" T-cell
counts remained above 500 cells/mm’ for the 2 year follow-up. Blood samples were obtained
in the acute (0-3 months), early (5-8 months) and chronic (24 months) phases of infection.
Moreover, blood samples from 13 slow progressors were obtained from the Montreal Long
Term Non Progressors (LTNP) cohort, where patients were infected for 8 years or more with
blood CD4" T-cell counts above 500 cells/mm’ and presented low (7 viremic patients) to
undetectable (6 aviremic patients, also referred to as EC) viral loads in absence of ART. Blood
samples from 20 age- and sex-matched HIV-negative volunteers were also obtained. HIV viral
loads were determined in the plasma using Versant HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA, Siemens
Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY). Blood CD4" T-cell counts were determined
as previously reported [42]. None of the study subjects had syphilis, hepatitis B or C.
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Detection of HIV-1 Nef in blood mDC and monocytic mDC precursor populations by
Flow Cytometry.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated after whole blood centrifugation
on Ficoll gradients. Cells were resuspended in heat-inactivated fetal bovine serum (hi-FBS)
with 10% of dimethyl sulfoxyde (DMSO) and stored in liquid nitrogen until use. Cells were
thawed, washed in RPMI and resuspended in 1x phosphate-buffered saline (PBS). One million
PBMC:s per sample were used for extracellular and intracellular stainings. Cells were labelled
with Aqua-LIVE/DEAD Fixable Dead Cell Stain (Invitrogen Life technologies, Eugene, OR,
USA) for the discrimination between dead and live cells. Non-specific Ig binding sites were
blocked by incubation for 10 minutes on ice with fluorescence-activated cell sorting (FACS)
buffer (1x PBS, 2% hi-FBS, and 0.1% sodium azide) supplemented with 20% hi-FBS and
10pg of total mouse IgG (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) per million PBMCs. Cells
were labelled with the following cocktail of mouse anti-human monoclonal antibodies: APC-
H7-conjugated anti-HLA-DR, PE-Cy7-conjugated anti-CD11c, FITC-conjugated anti-CD3,
FITC-conjugated anti-CD19, FITC-conjugated anti-CD56 (Becton Dickinson (BD)
Biosciences, San Jose, CA, USA), AlexaFluor700-conjugated anti-CD14 (BioLegend, San
Diego, CA, USA) and PE-conjugated anti-BLyS (eBioscience, San Diego, CA, USA). For
detection of HIV-1 Nef, we used the biotin-conjugated mouse anti-HIV-1 Nef monoclonal
antibody (Immunodiagnostics), followed by APC-conjugated streptavidin (BD Biosciences).
Intracellular labelling was performed using the Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization
kit and 1x BD perm/wash buffer (BD Biosciences). Cells were kept in 1.25%
paraformaldehyde (PFA) for 18 hours prior to analysis. Data acquisition of 10° events per
sample was performed on a BD LSRFortessa apparatus, and analysis was done with the
FlowJo 7.6.3 software (TreeStar, Ashland, OR, USA). All antibody stainings were compared
to that of fluorescence minus one (FMO) values and isotype controls. Anti-mouse Ig (k)
Compbeads were used to optimize fluorescence compensation settings and CS&T Beads (BD

Biosciences) were used for the calibration of the BD LSRFortessa.
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Culture and stimulation of Mo-DCs.

Culture and stimulation of Mo-DCs were done according to a protocol provided by Dynal-
Invitrogen and as reported by Quaranta and colleagues [36]. Briefly, PBMCs were isolated
from a healthy donor after whole blood centrifugation on Lymphoprep (Axis-Shield, Dundee,
Scotland) gradients. CD14" monocytes were enriched by negative selection using
immunomagnetic based technology (Dynal-Invitrogen Life technologies), and cultured at 5 x
10° cells/ml in Iscoves’ Medium (IMDM) supplemented with 10% hi-FBS, 2% antibiotics
(penicillin/streptomycin) and 10™* 2-Mercaptoethanol. Recombinant human IL-4 (100 ng/ml)
and GM-CSF (250 ng/ml) (Invitrogen Life technologies) were added on initiation and at 3
days of culture. After 6 days, cells were negative for CD14 and lineage (LIN) (CD3, CD19,
CD56) expression markers, and were 85-95% HLA-DR'CDI11c¢" Mo-DCs as assessed by flow
cytometry analysis. Recombinant soluble HIV-1 Nef (sNef) protein (NIH-AIDS Research and
Reference Reagent Program, Division of AIDS NIAID, cat # 11478) and/or all trans-RA
(Sigma-Aldrich) were used at 1ug/ml and at 1uM, respectively, and added either on initiation
and at 3 days of culture, and/or after 6 days of Mo-DC maturation, for another 24 hours. The
recombinant HIV-1 sNef protein was filtered with a high-capacity endotoxin removal resin
(Pierce-Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) and tested endotoxin-free using the Limulus
Amebocyte Lysate assay (Lonza, Walkersville, MD, USA) according to the manufacturer’s
protocol. For the sNef blocking assay, a mouse monoclonal anti-Nef antibody (EH1, NIH
AIDS Research and Reference Reagent Program from Dr. James Hoxie) was added at 1pug/ml
at the same time as sNef to the Mo-DCs culture. We have used LPS at 2pg/ml as control. On
day 6 or 7, Brefeldin A (BFA) (BD Biosciences) was added for the last 6 hours of the culture
period. Cells were then harvested, washed in IMDM and processed for analysis by flow
cytometry following the same protocol as mentioned above. Cells were labelled with the
following cocktail of mouse anti-human monoclonal antibodies: PE-Cy7-conjugated anti-
HLA-DR, APC-conjugated anti-CD11c, FITC-conjugated anti-CD86, PacificBlue-conjugated
anti-CD16 (BD Biosciences), as well as PE-conjugated anti-BLyS/BAFF (eBioscience) and
AlexaFluor700-conjugated anti-TNF-a (BD Biosciences). For detection of internalized sNef,
note that bound extracellular sNef may also be detectable using this method, cells were first
fixed/permealized, and then non-specific Ig binding sites were blocked by incubation on ice
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for 10 minutes with 1x BD Perm/Wash buffer, 20% hi-FBS and 20% hi-fetal goat serum. Cells
were then labelled with mouse anti-Nef and subsequently with FITC-conjugated goat anti-
mouse IgG (BD Biosciences), prior to staining with the cocktail. All antibody stainings were
compared to that of FMO values and isotype controls. Cells were kept in 1.25% PFA as
mentioned previously. Data acquisition of 10> events per sample was performed by FACS and

analyzed as mentioned above.

Determination of HIV-1 Nef, RA and BLyS/BAFF concentrations.

Plasma levels of HIV-1 Nef and RA were measured using commercially available ELISA kits
from Immunodiagnostics (Woburn, MA, USA) and MyBioSource (San Diego, CA, USA),
respectively, and performed according to the manufacturers’ protocols. Supernatants from Mo-
DC cultures, described above, were collected after 6 days and assessed for their soluble
BLyS/BAFF content by using a commercially available anti-human BLyS/BAFF ELISA kit
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), and performed according to the manufacturer’s

protocol.

Flow Cytometry analysis of phosphorylation status of STATI.

Unstimulated Mo-DCs were collected after 6 days of culture, and incubated at a concentration
of 1 x 10° cells/ml for 15, 30, 60 and 120 minutes at 37°C in presence or absence of sNef
and/or RA at 1pg/ml and 1uM, respectively. Using the BD PhosFlow technology, cells were
then fixed with Cytofix buffer (BD Biosciences) for 10 min at 37°C, and permeabilized in ice-
cold Perm-III buffer (BD Biosciences) for 30 min. Then, cells were stained in Stain buffer
(BD Biosciences) with PE-conjugated mouse anti-human STATI1 (Y701) (BD Biosciences)
for 1 hour at room temperature. All antibody stainings were compared to that of FMO values
and 1sotype controls. Cells were kept in 1.25% PFA as mentioned previously. Data acquisition

of 10° events per sample was performed by FACS and analyzed as mentioned above.

Statistical analyses.
The statistical significance of differences between groups was assessed with Fisher exact test

for categorical variables and unpaired Student’s ¢ test or one-way analysis of variance when
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continuous variables were normally distributed or with Mann-Whitney U test otherwise.
Wilcoxon signed-rank test was used for pairwise comparisons of different phases of infection
within each group. Spearman rank test was used to determine correlations between continuous
variables. Analyses were performed using GraphPad PRISM 5.0 for Windows (GraphPad

Software Inc).

Results

Socio-demographic and clinical characteristics of HIV-1-infected individuals.

The socio-demographic and clinical characteristics of the HIV-1-infected individuals are
shown in Table 1, and the longitudinal assessment of blood CD4" T-cell counts and viral loads
during the course of HIV-1-infection are depicted in Figure 1A and 1B. There was no
significant correlation between blood CD4" T-cell counts or viral loads and DC populations,
Nef and RA levels studied here either within groups or among all subjects during early or

chronic infection (data not shown).

Nef is detected in plasma and in blood mDCs and monocytic mDC precursors
throughout the course of infection in HIV-1 progressors.

Because Nef cell levels might be influenced by the fluctuations in DC population frequencies,
data are expressed as percentages of Nef bearing cells within each population. As expected,
Nef could not be detected in the plasma or in blood mDC populations of HIV-negative donors
(Figures 1C, 2B and 2C, all panels). Relative frequencies of mDC and monocytic mDC
precursors bearing Nef in HIV-1-infected rapid and classic progressors were significantly
elevated throughout the course of infection (Figures 2B and 2C, left and middle panels).
Similarly, plasma Nef levels were also elevated in these individuals (Figure 1C, left and
middle panels). Interestingly, levels of plasma Nef remained elevated in rapid progressors
despite significant reduction in plasma viral loads after initiation of ART (Figure 1B, left
panel). Importantly, percentages of Nef bearing cells within blood mDC populations and
levels of Nef in the plasma of both viremic and aviremic slow progressors (EC) were either
low or similar to those measured in HIV-negative donors. (Figures 1C, 2B and 2C, right
panels).

70



Nef is associated with BLYyS/BAFF over-expression in plasma and by blood mDCs and
mDC precursors of HIV-1-infected individuals.

Levels of Nef correlated significantly with those of BLyS/BAFF in the plasma of classic
progressors during the acute phase of infection (Figure 3A). The levels of BLyS/BAFF surface
expression by blood mDC populations were higher in cells bearing Nef when compared to
those not bearing Nef (Figures 3B and 3C). The impact of Nef on BLyS/BAFF expression is
of particular importance for the monocytic mDC precursor population, where levels of
BLyS/BAFF were significantly higher in cells bearing Nef in all HIV-1-infected individuals,
as soon as in the acute phase and throughout the course of infection, regardless of the rate of

disease progression and ART.

Recombinant HIV-1 Nef promotes high levels of BLYS/BAFF and TNF-a expression by
Mo-DCs.

To assess whether Nef contributes to the increased BLyS/BAFF expression levels found on
mDC populations of HIV-1-infected individuals, day 6 Mo-DCs were stimulated in vitro with
recombinant soluble Nef (sNef) for 24 hours. Unstimulated Mo-DCs, which were HLA-DR"
CDl11c" and CD86", expressed basic levels of BLyS/BAFF and TNF-a (Figure 4A, left
panels) and data not shown. Mo-DCs stimulated with sNef presented no significant difference
in HLA-DR and CD11c expression levels, but expressed increased levels of CD86 as did Mo-
DCs stimulated for 24 hours with LPS (Figure 4B). Importantly, Mo-DCs stimulated with
sNef had significant increased expression levels of BLyS/BAFF and TNF-a (Figure 4C).
Moreover, we found a significant increased percentage of a Mo-DC population expressing
very high levels of BLyS/BAFF (BLyS/BAFF™) when cells were stimulated with sNef or LPS
(Figure 4D). When stimulated with both sNef and LPS, Mo-DCs had an increase in TNF-a
expression that was similar to that obtained with either of sNef or LPS used alone, but we
observed however a higher increase in BLyS/BAFF expression levels and in the percentage of
BLyS/BAFF"™ expressing cells (data not shown). Mo-DCs cultured for the entire 6 days in
presence of recombinant sNef also had higher BLyS/BAFF and TNF-a expression levels
when compared to unstimulated Mo-DCs (data not shown), and increased levels of
BLyS/BAFF were measured in cell culture supernatants (Figure 4E).
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To confirm that recombinant sNef can bind and likely penetrate Mo-DCs, unstimulated
cells were collected at day 6 and incubated in presence of recombinant sNef for periods of 1
and 6 hours. After an exposition to sNef for 1 hour, it was possible to detect an accumulation
of sNef by flow cytometry (Figure 4F, middle panel), but the signal was not detectable after 6
hours (Figure 4F, right panel).

To assess whether the effect of recombinant sNef on the increased BLyS/BAFF and
TNF-a expression observed in Mo-DCs was specific to sNef, an anti-Nef antibody was added
to day 6 Mo-DC cultures in presence or absence of recombinant sNef, for a period of 24 hours.
The effect of recombinant sNef on BLyS/BAFF and TNF-a expression levels by Mo-DCs was
blocked by the addition of the anti-Nef in a dose-dependent effect (Figure 4G). The anti-Nef
antibody did not affect the profile of Mo-DCs nor their BLyS/BAFF and TNF-a expression
levels when cultured in absence of recombinant sNef (data not shown). The same culture set-
up using an isotype matched control antibody had no effect on BLyS/BAFF and TNF-a
expression levels (data not shown). Given that Nef has been shown to directly modulate
monocytic populations through a process involving STAT1 [33-36], we have assessed whether
the effect of sNef on BLyS/BAFF expression by Mo-DCs could also involve STATI. As such,
sNef promoted a Y-hyperphosphorylated STAT1 pattern following 15 minutes incubation with
Mo-DCs (Figure 5G). Altogether, these results demonstrate that recombinant sNef promotes
BLyS/BAFF and TNF-a over-expression by Mo-DCs through a process involving STATI.

The effect of sNef on BLyS/BAFF over-expression by Mo-DCs is counteracted by RA.

The main battle with HIV takes place at mucosal sites, where RA is pivotal to modulation of
immune homeostasis and control of inflammation [41]. Deriving Mo-DCs in presence of RA
promoted a rather anti-inflammatory DC profile, as previously demonstrated [43]. Indeed,
comparisons of geometric mean fluorescence intensities (geoMFI) obtained by flow cytometry
analysis revealed that Mo-DCs derived for 6 days in presence of RA presented significantly
lower surface expression levels of HLA-DR and CD86 when compared to Mo-DCs derived in
absence of RA (Figure 5A). However, the viability and percentage of CD11¢"HLA-DR" Mo-

DCs obtained after 6 days of culture were unaffected by RA (data not shown). Importantly,
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BLyS/BAFF geoMFI was also significantly lower when Mo-DCs were derived in presence of
RA (Figure 5B, upper panel). We also found a trend for lower expression levels of TNF-a as
well as lower percentages of BLyS/BAFFhi Mo-DCs in cultures containing RA (Figure 5B,
lower panel, and 5C respectively). Mo-DCs derived in absence of RA did not modulate their
expression levels of BLyS/BAFF or TNF-a following 24 hour incubation with RA (Figures
5D-E). Importantly, the increased levels of BLyS/BAFF and TNF-a expression by Mo-DCs
stimulated 24 hours with sNef alone (Figure 4C), were not observed in presence of RA
(Figures 5D-F and not shown). Concomitantly, as shown in Figure 5G, Y-
hyperphosphorylation of STATI modulated by sNef in Mo-DCs, was not significantly
observed in presence of RA. Also, sNef did not promote BLyS/BAFF and TNF-a expression
or STAT1 Y-hyperphosphorylation by Mo-DCs which had been derived in presence of RA
(data not shown).

Given our observations with RA in vitro, we have longitudinally measured RA levels
in the plasma of HIV-1-infected individuals and compared them to that of healthy donors. We
found that levels of RA were significantly increased following therapy in rapid progressors
(Supplemental Figure 1, left panel). Importantly, levels of RA in the plasma of aviremic slow
progressors (EC) were significantly lower when compared to that of healthy donors

(Supplemental Figure 1, right panel).

Discussion

Levels of Nef in the blood of HIV-l-infected individuals may be indicative of disease
progression and viral reservoir status. Indeed, Nef remained elevated in both the plasma and in
blood mDCs and mDC precursors of rapid and classic progressors, as soon as in the acute
phase of infection, throughout chronicity and notably, after successful therapy. The Nef we
detected in plasma is likely to represent mostly its soluble form, as the samples were not
processed to measure Nef associated with microvesicules [32]. It is unlikely that Nef detected
within mDC populations reflects the extent of infected cells, as soluble Nef can penetrate this
cell type [13]. These observations are in sharp contrast to that observed with HIV-1-infected
slow progressors, in which levels of Nef were low to undetectable. Therefore it appears that

control of disease progression is associated with low to undetectable levels of Nef in plasma
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and blood mDC populations. These findings are in agreement with previous observations
showing that these HIV-1-infected slow progressors have relatively preserved blood DC and
B-cell compartments with low-inflammatory and BLyS/BAFF expression patterns [19]. On
the other hand, the presence of high levels of Nef in the blood of HIV-1-infected rapid and
classic progressors might contribute to the altered DC compartment [17], pro-inflammatory
profile and BLyS/BAFF over-expression status, all of which is concomitant with B-cell
dysregulations previously observed in these individuals [19 and Chagnon-Choquet et al
Submitted].

Nef has been reported to penetrate DCs in vitro and to alter their maturation and
function, and to induce distinct cytokine/chemokine secretion patterns [13]. Accordingly, our
observations also suggest that sNef penetrates Mo-DCs, and furthermore sNef directly
modulates a high BLyS/BAFF and TNF-a expression profile. These are in line with findings
showing Nef-mediated over-expression of TNF-o by human monocyte-derived DCs [36].
Importantly, our observations support the notion that Nef detected within blood mDCs and
mDC precursors of viremic HIV-1-infected individuals directly contributes to their high
BLyS/BAFF pro-inflammatory profile, early on infection and lasting throughout disease
progression despite therapy. Although we found that Nef may be directly involved in this
process, the overall inflammatory context as well as elements of microbial translocation, such
as LPS, have been measured in the plasma of these individuals [19] and likely also contribute
to their BLyS/BAFF expression status. As such, we found LPS to also modulate BLyS/BAFF
expression levels of Mo-DCs in vitro, and moreover LPS and sNef synergized for even greater
levels of BLyS/BAFF expression.

Our results suggest that Nef is involved in the driving and persistence of B-cell
dysregulations in HIV-1-infected individuals by promoting BLyS/BAFF over-expression by
populations such as mDCs. Nef can also penetrate B-cells and/or be propelled via macrophage
protrusions, and directly modulate their responsiveness, such as by altering class switch
recombination (CSR) in response to CD40 signalling [44-45], which operates through TNF
receptor associated factors (TRAFs). It remains to be established as to whether propelling of
Nef operates in the context of DC collaboration with B-cells. The direct effects of Nef on B-

cells are likely to vary with the status and activation requirements of different B-cell
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populations, and factors such as levels of BLyS/BAFF may modulate these responses
accordingly.

The effects of Nef on BLyS/BAFF expression levels are likely to result from its
capacity to highjack the cellular signalling machinery, as demonstrated by the hyper-tyrosine
phosphorylation of STAT1 following incubation of Mo-DCs with sNef. This is consistent with
that reported for human monocyte-derived macrophages, where Nef has been shown to
interact with TRAF-2, and manipulate both the TRAF/NF-kB and TRAF/IRF-3 signalling
paths [46], thereby promoting a pro-inflammatory profile and activation of STAT1-3 [33-34].
Interestingly, we demonstrate that the effect of sNef on BLyS/BAFF expression status of Mo-
DCs is counteracted by RA, which prevented sNef mediated STAT1 hyperphosphorylation.
These observations are consistent with the low-expression profile of HLA-DR and CD86 as
well as BLyS/BAFF and TNF-a we found for Mo-DCs derived with RA, and with the report
demonstrating that signals delivered via receptors for RA may be anti-inflammatory and
promote a “tolerogenic” profile [47]. RA regulates several nuclear receptors such as
peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR), induced during monocyte-derived DC
development and which are potent regulators of inflammation that can regulate the activation
of a number of transcription factors, such as NF-kB, AP-1 and STAT1 [43].

The capacity of RA to counteract the effects of sNef on BLyS/BAFF over-expression
by Mo-DCs suggest that the metabolism of vitamin A into RA in DCs is likely to be of prime
importance in the battle against HIV. A process mainly taking place at mucosal sites, where
RA is pivotal to regulation of mucosal immune homeostasis [41]. The latter, which we find to
be altered in the context of HIV-1 disease progression, as revealed by the elements of
microbial translocation measured in the blood of rapid and classic progressors [19].
Interestingly, we found elevated plasma levels of RA in patients under protease inhibitor-
containing ART regimens. It has been suggested that in the context of therapy, enhanced
RALDH activity and/or gene expression by protease inhibitors could increase RA plasma
concentrations [48]. Also, in a recent study, monocytes isolated from HIV-infected patients
expressed altered patterns of nuclear receptors, characterized by a profound reduction in the

expressions of RA and PPAR receptors. Of interest, this was not restored under therapy and
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was linked to an altered expression of genes which supports both an immune activation and
altered lipid metabolism [49].

Interestingly, we found plasma levels of RA to be lower in EC when compared to
healthy donors. Whether this is a genetic benefit and/or linked with active mucosal control
remains to be established. Nevertheless, this finding suggests that the capacity to maintain low
levels of RA at the systemic level is beneficial to the host and control of disease progression.
Overall, these suggest that the capacity to maintain a certain immune homeostasis at mucosal
sites probably allows for better control of inflammation and disease progression.

We believe incomplete therapeutic restoration of immune competence and sustained
chronic inflammation may be related to persistence of HIV-1 factors such as Nef, which likely
results from HIV-1 reservoirs, and can be released systemically, independently of viral
replication as recently reported for astrocytes in the brain reservoir [50]. The fact that soluble
Nef can penetrate and/or be propelled to cell populations and highjack signalling routes,
suggest that blocking of Nef could be envisaged as adjunct to current therapeutic advices in
view of reducing remaining reservoir activities. In this view, blocking of excess BLyS/BAFF,
proven successful in remission of autoimmunity, may also be contemplated as an adjunct
therapy in the battle against HIV, by lowering the inflammatory burden and restoring immune
effectiveness. Furthermore, there may be interest in exploring the metabolism of vitamin A
and RA in regulating the inflammatory context associated with HIV. Indeed, it is becoming
increasingly evident that members of the nuclear hormone receptor superfamily are involved
in the regulation of DC biology. Moreover, activators of nuclear receptors are widely used in
clinical practice, for example, ligands of the PPARg (rosiglitazone and pioglitazone) are

frequently used as immunosuppressive agents.
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Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics of HIV-1-infected individuals

Characteristics
Age at first visit (years)
Sex (male/female)
Race (white/other)
Route of transmission
CD4+ T cells/mm’
Acute phase
Early phase
Chronic phase
Nadir
Viremia, x 10° copies/ml*
Acute phase
Early phase
Chronic phase
Peak

Rapid

progressors

(n=13)
34+7
12/1
12/1
8/5

533+ 140
446 £ 40
443 + 193
254 118

366 = 705
121 £ 186

7.65+153 37.7+62.3 3.01+£1.86

570 + 808

Classic

(n=17)
38+ 8
17/0
16/1
16/1

781 £ 213
714 £ 46
629 + 244
432 +£140

76 £126
71 +£190

202 £ 236

Viremic

slow

Progressors  progressors

(n=7)
46 +9
7/0
6/1
6/1

na
na

562 + 122

506 £129

na

na

85+6.5

Aviremic slow

progressors
(n=06)
44 +9
3/3
5/1
3/3

na
na

888 + 122

506+ 175

na
na
<0.05¢
0.065 = 0.027

0.005"
0.005
NS
0.045

0.0023
0.0008
0.0108°
0.0005°

NS
NS
0.0033¢
0.0001"

Age, CD4 and viremia are expressed as mean + SD. Sex, race and route of

transmission were compared using Fisher exact test. Pairwise comparisons of CD4 and

viremia for early phases were performed using unpaired Student’s 7 tests. Comparisons among

all groups (age at first visit, CD4, viremia in the chronic phase, nadir CD4) were performed

with the one-way analysis of variance test. MSM, men who have sex with men; n, numbers;

NS, not significant; na, not available.

P = 0.004 and 0.05 for the comparison of age between rapid and viremic slow

progressors, and classic and viremic slow progressors, respectively, as determined by the

Mann-Whitney test.
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°p = (.0079 for the comparison of CD4+ T cells/mm’ in chronic phase between rapid
progressors and aviremic slow progressors, as determined by the Mann-Whitney test.

‘P = 0.0008 and 0.001 and 0.02 nadir CD4 for the comparison between rapid and
classic progressors, rapid and viremic slow progressors, and rapid and aviremic slow
progressors, respectively, as determined by the Mann-Whitney test.

dFif‘[y copies/ml corresponds to the detection threshold of the viral load test.

°P = 0.002 and 0.002 for the comparison of viremia in chronic phase between classic
progressors and aviremic slow progressors, and viremic and aviremic slow progressors,
respectively, as determined by the Mann-Whitney test.

p = 0.006, 0.0007, 0.0005, 0.0004 and 0.001 for the comparison of peak viremia
between rapid progressors and viremic slow progressors, rapid progressors and aviremic slow
progressors, classic progressors and viremic slow progressors, classic progressors and
aviremic slow progressors, and viremic and aviremic slow progressors, respectively, as

determined by the Mann-Whitney test.
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Figure legends

Figure 1. Longitudinal variations of CD4" T-cell counts, viral loads and levels of Nef in
the blood of HIV-1-infected individuals. (A) Blood CD4" T-cell counts (cell/mm’) were
determined by flow cytometry in rapid progressors (left panel), classic progressors (middle
panel), and slow progressors (right panel). (B) Viral loads (log copies/ml) were quantified by
in vitro signal amplification nucleic acid probe assay of HIV-1 RNA (bDNA) in the plasma of
rapid progressors (left panel), classic progressors (middle panel), and slow progressors (right
panel). (C) Plasma Nef concentrations (ng/ml) were quantified by ELISA in rapid progressors
(left panel), classic progressors (middle panel), and slow progressors (right panel). Cell
populations, viral loads and plasma Nef concentrations were compared using the Wilcoxon
signed-rank test and Mann-Whitney U test for pairwise comparisons of different phases of
infection within each group and between the study groups, respectively. Significance levels

are shown as * p <0.05 and ** p <0.001. PI, postinfection; ART, antiretroviral therapy.

Figure 2. Detection of Nef in blood myeloid dendritic cell (mDC) populations of HIV-1
infected individuals. (A) Cells were gated on total live peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) followed by exclusion of LIN (CD3, CD19, CD56)" populations. Cells were then
discriminated upon CD14 expression and selected for HLA-DR and CDllc expression.
monocytic mDC precursors were determined as LIN"CD14" HLA-DR" CD11¢" and mDCs as
LIN" CD14  HLA-DR' CDI11c". Quadrants are set based on FMO and isotype controls.
Extracellular and/or intracellular Nef was then characterized in these populations.
Measurement of background Nef in HIV-negative donors was subtracted from measurements
of all HIV-1 infected individuals for statistical analysis. Relative percentages of (B) mDC and
(C) monocytic mDC precursors bearing Nef in rapid progressors (left panel), classic
progressors (middle panel), and slow progressors (right panel). The same values for HIV-
negative donors in the left, middle and right panels are used as a control group. Cell
population frequencies were compared using the Wilcoxon signed-rank test and the Mann-
Whitney U test for pairwise comparisons of different phases of infection within each group
and between the study groups, respectively. Data shown are mean + SEM. * p < 0.05; ** p <

0.001. PL, postinfection; ART, antiretroviral therapy.
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Figure 3. BLYS/BAFF expression by blood myeloid dendritic cells (mDCs) and monocytic
mDC precursors bearing HIV-1 Nef. (A) Spearman correlation between plasma
BLyS/BAFF and Nef concentrations within the 0-3 months postinfection stage of classic
progressors. (B) Fold-increase of BLyS/BAFF expression levels by mDCs (LIN (CD3, CD19,
CD56) CD14 HLA-DR' CD11c") bearing HIV-1 Nef over that of mDCs not bearing HIV-1
Nef, in rapid progressors (left panel), classic progressors (middle panel) and slow progressors
(right panel). (C) Fold-increase of BLyS/BAFF expression levels by monocytic mDC
precursors (LIN (CD3, CD19, CD56) CD14" HLA-DR" CD11c¢") bearing HIV-1 Nef over that
of mDC precursors not bearing HIV-1 Nef, in rapid progressors (left panel), classic
progressors (middle panel) and slow progressors (left panel). (B-C) Data are represented as
mean + SEM, and compared to a fold-increase of one. Membrane BLyS/BAFF expression
levels were determined with geometric mean fluorescence intensity (GeoMFI) by flow
cytometry. The fold-increase in BLyS/BAFF expression levels were compared using the
unpaired Student’s ¢ test within each phase of infection and within each study group. * p <

0.05, ** p <0.001, *** p <0.0001. PL postinfection; ART, antiretroviral therapy.

Figure 4. Effect of recombinant soluble HIV-1 Nef (sNef) on BLYS/BAFF expression by
monocyte derived dendritic cells (Mo-DCs). CD14" monocytes were negatively enriched
from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of a healthy donor and cultured in presence
of recombinant human GM-CSF and IL-4 for 6 days. Cells recovered were 85-95% HLA-DR"
CDI11c¢" LIN (CD3, CD19, CD56) as assessed by multicolour flow cytometry analysis. Mo-
DCs were then stimulated or not for 24 hours with sNef at 1pg/ml and/or LPS at 2pg/ml, and
subsequently processed for flow cytometry. (A) Dot plots show live gate on HLA-DR"
CDI11c¢c" Mo-DCs and analysis for BLyS/BAFF and TNF-a expression patterns by Mo-DCs
cultured with either medium alone (left panels) or in presence of sNef (right panels).
Quadrants are set based on FMO and isotype controls. (B-D) Data are representative of 10
independent experiments which are cumulated in histograms showing: B) HLA-DR (upper
panel), CD11c (middle panel), CD86 (lower panel), and (C) BLyS/BAFF (upper panel) and
TNF-a (lower panel) fold-increase expression levels, as determined by geometric mean
fluorescence intensity (geoMFI), when cultured in presence of sNef or LPS over that of
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medium alone. (D) Fold-increase frequencies of high BLyS/BAFF-expressing Mo-DCs, when
cultured in presence of sNef or LPS over that of medium alone. (B-D) Data are compared to a
fold-increase of one. (E) Soluble BLyS/BAFF concentrations (pg/ml) in day 6 supernatants of
Mo-DCs, cultured in presence or absence of sNef, were quantified by ELISA (n=10). (F) Dot
plots show Nef detection in live day-6 HLA-DR" CD11c¢" Mo-DCs incubated in medium alone
(left panel) or with sNef at 1pg/ml for 1 hour (middle panel) and for 6 hours (right panel)
(n=3). (G) Dot plots represent BLyS/BAFF and TNF-a expression patterns by live day-6
HLA-DR" CD11c" Mo-DCs cultured for 24 hours in presence of sNef at 1ug/ml (left panel),
and anti-Nef antibody at 1pg/ml (middle panel) or at Sug/ml (right panel) (n=3). Statistical

analyses were done using the unpaired Student’s # test.

Figure 5. Effect of Retinoic acid (RA) on BLyS/BAFF expression by monocyte derived
dendritic cells (Mo-DCs). CD14" monocytes were negatively enriched from peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) of a healthy donor and cultured in presence of recombinant
human GM-CSF and IL-4 for 6 days, with or without RA at 1uM. Cells recovered were 85-
95% HLA-DR' CD11c¢" LIN (CD3, CD19, CD56) as assessed by multicolour flow cytometry
analysis. (A-D) Six independent experiments are cumulated in histograms showing: (A) HLA-
DR (upper panel), CD11c (middle panel), CD86 (lower panel), and (B) BLyS/BAFF (upper
panel) and TNF-a (middle panel) fold-increase expression levels, as determined by geometric
mean fluorescence intensities (geoMFI), when cultured in presence of RA vs medium alone.
(C) Fold-increase frequencies of high BLyS/BAFF-expressing Mo-DCs, when cultured in
presence vs absence of RA for 6 days. (D) Day-6 Mo-DCs derived in absence of RA were
stimulated or not for 24 hours with either of sNef at 1ug/ml or RA at 1uM, or both.
Representative dot plots show live gate on HLA-DR™ CDI11lc” Mo-DCs and analysis for
BLyS/BAFF and TNF-a expression patterns by Mo-DCs cultured with either medium alone
(upper left panel), sNef (upper right panel), RA (lower left panel) or both sNef and RA (lower
right panel). Quadrants are set based on FMO and isotype controls. Cumulative histograms
show (E) BLyS/BAFF fold-increase expression levels as determined by geoMFI, and (F) fold-
increase frequencies of high BLyS/BAFF-expressing Mo-DCs, when cultured in presence vs
absence of sNef and/or RA for 24 hours over that of medium alone (effects of sNef, n = 10;
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RA and sNef + RA, n = 3). G) Fold-increase frequencies of STATI-tyrosine (Y701)
phosphorylation, as assessed by multicolour flow cytometry analysis of day-6 Mo-DCs which
were incubated in presence vs absence of sNef and/or RA for 15 minutes over that of 0 min
(30, 60, and 120 min not shown) (n=4). (E-G) Data are compared to a fold-increase of one.

Statistical analyses were made using the unpaired Student’s ¢ test.
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Abstract

Understanding how the immune system facilitates or controls HIV-1 disease progression has
important implications for the design of effective interventions. We report that although B-cell
dysregulations associated with HIV-1 disease progression are accompanied by an overall
decrease in the percentage of total blood B-cells, we observe an increase in relative
frequencies of cells presenting characteristics of both transitional immature and first-line
marginal zone (MZ) B-cell populations, we designated as precursor MZ-like B-cells. B-cells
with similar attributes have been associated with IL-10 expression and “regulatory” potential.
As such, the relative frequencies of precursor MZ-like B-cells expressing IL-10 are increased
in the blood of viremic HIV-1-infected individuals when compared to HIV-negative subjects.
Importantly, in aviremic HIV-1 Elite-Controllers (EC), we found unaltered relative
percentages of precursor MZ-like B-cells which presented normal IL-10 expression patterns.
Furthermore, EC had increased relative frequencies of blood MZ-like B-cells expressing LT-a.
Thus in contrast to viremic HIV-1-infected individuals, EC present MZ-like B-cell populations
which IL-10 and LT-a expression profiles may favour homeostasis of immune responses and

lymphoid microenvironments.
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Introduction
It is well known that the contribution of the B-cell compartment to effective viral control

is impeded in the vast majority of HIV-1-infected individuals. Indeed, B-cell dysregulations
are observed early, persist throughout the course of infection, and are not fully restored by
therapy. These B-cell alterations favour the overall inflammatory burden and often lead to
autoimmune manifestations and malignancies [reviewed in 1-2].

We have previously shown that HIV-transgenic (Tg)-mice, which develop a negative
factor (Nef)-dependant AIDS-like disease [3], present B-cell dysregulations that are similar to
that reported for HIV-infected individuals [4]. Strikingly, these animals present an enlarged
splenic marginal zone (MZ), in which accumulated myeloid dendritic cells (mDCs) likely
contribute to MZ expansion, polyclonal B-cell activation and breakage of tolerance through
delivery of excessive signals such as B lymphocyte stimulator (BLyS/BAFF) [4-5]. A similar
B-cell profile was reported for BLyS/BAFF-Tg [6] and autoimmune-regulatory-(AIRE)-
deficient mice, in which BLyS/BAFF is elevated in serum and over-expressed by DCs [7-8].
Accordingly, DCs play a pivotal role in regulating B-cell development, activation and survival
mainly through production of growth factors such as BLyS/BAFF [9-11], known to highly
influence the transitional immature (TI) and MZ B-cell pools [reviewed in 12-13].

MZ B-cells constitute early first-line defence against invading pathogens. In humans,
they likely constitute a heterogeneous niche that is not restricted to the spleen, as they have
been found in blood, lymphoid organs and mucosal-associated structures [reviewed in 12-13].
Reminiscent of that observed in HIV-Tg mice [4], we found that B-cell dysregulations in HIV-
I-infected rapid and classic progressors were accompanied by increased relative frequencies
within total blood B-cells of a population presenting features shared by both TI and MZ B-
cells, which we designated “precursor” MZ-like B-cells. Concomitantly, these individuals
presented increased BLyS/BAFF levels in blood and on surface of blood mDCs [14]. In
contrast, relative frequencies of precursor MZ-like B-cells as well as BLyS/BAFF expression
status were unaltered in HIV-1 Elite-Controllers (EC) [14]. Instead, decreased frequencies of
more “mature” MZ-like B-cells were observed in the blood B-cell compartment of EC.

B-cells are involved in regulating the development, proliferation and maintenance of

CD4" T-cell populations, through both contact and/or cytokine mediated effector and
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regulatory functions [15]. Regulatory “Breg” potential has not yet been attributed to a
particular B-cell population and relies rather on IL-10 expression/production and function.
Both precursor and mature B-cells with MZ attributes as well as TI and memory populations
have been ascribed such Breg potential [16-17]. This has prompted us to assess whether IL-10
expression profiles by precursor and mature MZ-like as well as TI and memory B-cell
populations are modulated during HIV-1 infection. In addition, the fact that high levels of
Lymphotoxin (LT)-a have been associated with autoimmune and inflammatory contexts [18],
and that increased LT-a to IL-10 B-cell expression ratios have been observed in patients with

multiple sclerosis [19], prompted us to also assess B-cell LT-a expression profiles.

Materials and Methods

Ethics Statement

Written informed consent was obtained from all subjects, and the research conformed to
ethical guidelines and was approved by the Ethics Review board of the Centre de Recherche
du CHUM. The reference number for the project is: SL 05.028.

Subjects

Thirty male HIV-1-infected subjects were selected from the Montreal Primary HIV Infection
(PHI) cohort: 13 were classified as rapid and 17 as classic progressors. The date of infection
was estimated using criteria established by the Acute HIV Infection and Early Disease
Research Program (NIAID, Bethesda, MD). Rapid progressors had blood CD4" T-cell counts
below 250 cells/mm® within 2 years of infection. Blood samples were taken in acute (0-3
months) and/or early (5-8 months) phases of infection, and 3-6 and 9-12 months after
initiation of antiretroviral therapy (ART). Classic progressors were ART-naive individuals
whose blood CD4" T-cell counts remained above 500 cells/mm’ for the 2 year follow-up.
Blood samples were obtained in the acute, early and chronic (24 months) phases of infection.
Moreover, blood samples from 13 slow progressors were obtained from the Slow Progressors
cohort, where patients were infected for 8 years or more with blood CD4" T-cell counts above
500 cells/mm” and presented low (7 viremic patients) to undetectable (6 aviremic patients/EC)
viral loads in absence of ART. Blood samples from 20 age- and sex-matched HIV-negative
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healthy volunteers were also obtained. HIV viral loads were determined in plasma using
Versant HIV-1 RNA 3.0 Assay (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown, NY).
Blood CD4" T-cell counts were determined as reported [20]. None of the subjects had syphilis,
hepatitis B or C. Written informed consent was obtained from all subjects, and the research
conformed to ethical guidelines and was approved by the Ethics Review board of the Centre

de Recherche du CHUM.

Evaluation of plasma IL-10 and LT-a concentrations

Plasma levels of IL-10 were determined using the Cytometric Bead Array Human
Inflammation Kit (BD-Biosciences, San Jose, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. Data were acquired on a FACSAria and analysed with the FCAP software (BD-
Biosciences). Plasma levels of LT-a were measured with the Milliplex Map magnetic bead kit
(Millipore, Billerica, MA, USA) according to the manufacturer’s protocol using the Luminex

200 Total System (Luminex Corporation, Austin, TX, USA).

Evaluation of blood B-cell populations by flow-cytometry

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated on Ficoll gradient, resuspended in
heat-inactivated fetal bovine serum (hi-FBS) containing 10% dimethyl sulfoxyde and stored in
liquid nitrogen. One million PBMCs per sample were used for staining. Live/dead exclusion
was performed using Aqua-LIVE/DEAD Fixable Stain (Invitrogen Life technologies, Eugene,
OR, USA). Non-specific binding sites were blocked using fluorescence-activated cell sorting
(FACS) bufter (1x PBS, 2% hi-FBS, and 0.1% sodium azide) supplemented with 20% hi-FBS
and 10pg mouse IgG (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). The following conjugated mouse
anti-human monoclonal antibodies were used: PacificBlue-anti-CD19, APC-Cy7-anti-CD10
(BioLegend, San Diego, CA, USA), AlexaFluor700-anti-CD27, FITC-anti-IgM, PE-anti-
CD21 (BD-Biosciences), PerCP-eFluor710-anti-CD1c (eBioscience, San Diego, CA, USA),
APC-anti-LT-a (LifeSpan BioSciences, Seattle, WA, USA), and rat anti-human PE-Cy7-anti-
IL-10 (BioLegend). Intracellular labelling was performed using the Cytofix/Cytoperm
Fixation/Permeabilization kit and perm/wash buffer (BD-Biosciences). Intracellular non-
specific binding sites were blocked using perm/wash buffer containing 20% hi-FBS, 50% rat
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serum and 20pg mouse IgG. Cells were kept at 4°C in 1.25% paraformaldehyde for 18 hours
prior to analysis. Data acquisition of 10° events per sample was performed with LSRFortessa
(BD-Biosciences), and analysis was done with FlowJ07.6.3 software (TreeStar, Ashland, OR,
USA). All stainings were compared to that of fluorescence minus one (FMO) values and
isotype controls. Anti-mouse Ig(kx) Compbeads and CS&T Beads (BD-Biosciences) were used

to optimize fluorescence compensation settings and calibrate the LSRFortessa, respectively.

Statistical analyses

The statistical significance of differences between groups was assessed with Fisher exact test
for categorical variables and unpaired Student t test or one-way analysis of variance when
continuous variables were normally distributed or with Mann-Whitney U test otherwise.
Wilcoxon signed rank test was used for pairwise comparisons of different phases of infection
within each group. Spearman rank test was used to determine correlations between continuous
variables. Analyses were performed using GraphPad Prism 5.03 for Windows (GraphPad
Software Inc, La Jolla, CA, USA).

Results

Socio-demographic and clinical characteristics of HIV-1-infected individuals

The socio-demographic and clinical characteristics of the HIV-1-infected individuals are
shown in Table 1, and the longitudinal assessment of blood CD4" T-cell counts and viral loads
are depicted in Figure SIA-B. There were no significant correlations between blood CD4" T-
cell counts or viral loads and B-cell populations, LT-a and IL-10 plasma levels studied here

either within groups or among all subjects during early or chronic infection (data not shown).

Longitudinal monitoring of blood B-cell populations in HIV-1-infected individuals with
different rates of disease progression

We have previously reported that blood precursor and mature MZ-like B-cell populations are
differentially modulated in the context of HIV disease progression vs. control [14]. To further
the characterization of these B-cells, we have adapted our staining cocktail for detection of

intracellular expression of IL-10 and LT-[] (see below). The analyses of B-cell populations
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using this modified staining strategy confirm previous observations and are depicted in Figure
1. The mean percentages of total live blood CD19" B-cells in all HIV-1-infected individuals
were lower throughout the course of infection than those observed in HIV-negative donors,
reaching statistical significance in both rapid and classic progressors (Figure 1B). Upon
analysis for variations in the relative frequencies of different B-cell populations, we observed
that the mean relative percentages of mature activated (CD19+CD27+IgM'CD211°CD10') and
precursor MZ-like B-cells (CD19"CD27 IgM"'CD21°CD1¢"CD10"), were significantly above
normal levels in rapid and classic progressors (Figure 1C, E). There was a trend for increased
relative frequencies of TI B-cells (CD19'CD27IgM CD21°CDI10") in chronically HIV-1-
infected classic progressors (Figure 1G). In contrast, the relative frequency of the more mature
MZ-like B-cell population (CD19+CD27+IthiCD2lhiCch+CD10') within total blood B-cells
remained unaltered in both rapid and classic progressors (Figure 1F, left and middle panels),
whereas the percentages were significantly below normal levels in both viremic and aviremic
slow progressors, the latter also referred herein as EC (Figure 1F, right panel). The relative
frequencies of resting switched memory B-cells (CDl9+CD27+IgM'CD21hiCD10') were below
normal levels in chronically infected classic progressors (Figure 1D, middle panel). Naive
resting B-cells (CD19+CD27'IgM+CD2lhiCDIO'), were slightly below normal levels in all
HIV-1-infected individuals (data not shown).

Longitudinal monitoring of IL-10 expression by blood B-cell populations in HIV-1-
infected individuals with different rates of disease progression

Blood B-cell populations presented in Figure 1 were assessed ex vivo for intracellular I1L-10
expression based on the same strategy of flow-cytometry analysis depicted in Figure 1A.
Figure 2A shows a representative profile of total live B-cells expressing IL-10 and their
distribution within IgM and CD27 quadrants of expression. Note that the majority of IL-10
expressing B-cells are IgM" (Figure 2A). Because IL-10 expression might be influenced by
the fluctuations in B-cell population frequencies shown in Figure 1, data are expressed as
percentages of IL-10 expressing cells within each B-cell population. Frequencies of total B-
cells expressing IL-10 in all viremic HIV-1-infected individuals were significantly higher than
those observed in HIV-negative donors (Figure 2B). The percentages of total B-cells
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expressing IL-10 were restored to normal levels following therapy in rapid progressors (Figure
2B, left panel). Similar patterns of IL-10 expression were observed for precursor MZ-like and
TI B-cell populations in all viremic HIV-1-infected individuals (Figure 2E, G), as well as for
mature activated and resting switched memory B-cells in viremic slow progressors (Figure
2C-D). Relative frequencies of resting switched memory B-cells expressing IL-10 were
increased in classic progressors during the early phase of infection (Figure 2D, middle panel),
whereas that of mature MZ-like B-cells expressing IL-10 were elevated in viremic slow
progressors (Figure 2F, right panel). Importantly, percentages of IL-10 expression in all B-cell
populations of aviremic slow progressors/EC were similar to those observed in HIV-negative
donors, except for resting switched memory and TI B-cells, in which the relative frequencies
of IL-10 expressing cells were significantly increased (Figure 2D, G, right panels). The
frequencies of naive resting B-cells expressing IL-10 remained unaltered in all HIV-infected
individuals (data not shown). We did not detect changes in IL-10 expression levels following
analysis of geometric mean fluorescence intensities (geoMFI) (data not shown). Figure S2
shows a recapitulative analysis of B-cell IL-10 expression profiles. The contribution to IL-10
expression from B-cell populations not analyzed herein will require further investigation.

Data were plotted in order to compare the percentage of IL-10 expressing cells between
each B-cell population, within each patient group at various time points (Figure 3). Amongst
the B-cell populations analysed, the precursor MZ-like B-cells were the main expressors of IL-
10 during the early phase of infection in both the rapid and classic progressor groups (Figure
3A, left panel; B, middle panel). This was also true for classic progressors in the chronic phase
of infection (Figure 3B, right panel). All B-cell populations contributed equally to IL-10
expression in the slow progressor and HIV-negative donor groups (Figure 3C). Of note,
plasma levels of IL-10 were found to be elevated throughout follow-up in all HIV-1-infected
individuals, including ART-treated rapid progressors and aviremic slow progressors/EC
(Figure S1C).

Overall, frequencies of total blood B-cells expressing IL-10 in all viremic HIV-1-
infected individuals were significantly higher than those observed in HIV-negative donors.
Amongst the B-cell populations analysed, the relative percentage of IL-10 expressing cells is
significantly increased within the precursor MZ-like, TI and memory populations. The most

105



significant increase in cells expressing IL-10 was within the precursor MZ-like population.
Importantly, we found unaltered percentages of total and of MZ-like B-cells expressing IL-10

in aviremic slow progressors/EC.

Longitudinal monitoring of LT-a expression by blood B-cell populations in HIV-1-
infected individuals with different rates of disease progression

Blood B-cell populations presented in Figure 1 were assessed ex vivo for intracellular LT-a
expression based on the same strategy of flow-cytometry analysis depicted in Figure 1A.
Figure 4A shows a representative profile of total live B-cells expressing LT-a and distribution
within IgM and CD27 quadrants of expression. The data are presented as percentages of LT-a
expressing cells within each B-cell population. There was a significant increase in frequencies
of total B-cells expressing LT-a in the blood of both classic and slow progressors when
compared to HIV-negative donors (Figure 4B). There was a trend for increased frequencies of
total B-cells expressing LT-a following therapy in rapid progressors (Figure 4B, left panel).
Similar patterns of LT-a expression were observed in mature activated, precursor MZ-like,
mature MZ-like and TI B-cell populations (Figure 4C, E-G). The relative frequencies of
resting switched memory B-cells expressing LT-a were not significantly affected (Figure 4D),
as were those of naive resting B-cells (data not shown). We did not detect changes in LT-a
expression levels following analysis of geoMFI (data not shown). A recapitulative analysis of
B-cell LT-a expression profiles is provided in Figure S3.

Data were plotted in order to compare the percentage of LT-a expressing cells between
each B-cell population, within each patient group at various time points (Figure 5). Amongst
the B-cell populations analysed, the precursor MZ-like and TI B-cells were the main
contributors of LT-a expression during the acute, early and chronic phases of infection in all
viremic HIV-1-infected individuals (Figure SA-B; C, left panel). The precursor MZ-like B-
cells were the main contributors of LT-a expression in the aviremic slow progressor/EC and
HIV-negative groups (Figure 5C). Plasma levels of LT-a in all HIV-infected individuals were
similar to those observed in HIV-negative donors (Figure S1D). Overall, increased relative
frequencies of precursor MZ-like B-cells expressing LT-a appear associated with a better

control of disease progression.
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Discussion

The percentages of total live blood CD19" B-cells were lower in all HIV-1-infected
individuals when compared to those observed in HIV-negative donors. However, despite the
fact that precursor MZ-like B-cells may represent only a small fraction of circulating B-cells,
their increased relative frequencies in the blood of HIV-I-infected rapid and classic
progressors, may underlie an important effect on the ability to mount efficient B-cell responses
and/or on disease progression. Indeed, given the frequent auto-reactive and cross-reactive
repertoires of MZ type populations [12-13], the increase relative frequency of these cells may
likely be associated with polyclonal B-cell activation and hyperglobulinemia reported for
these individuals [14], as well as lead to breakage of tolerance and autoimmune
manifestations. Moreover, it is envisagable that their increased relative proportions and
activity disturb B-cell population dynamics and niche homeostasis, preventing establishment
of more efficient and protective anti-HIV B-cell responses.

The relative increase of such B-cells may reflect the host response to lymphopenia [21] and
the overall inflammation and high levels of BLyS/BAFF [22-26] previously found in the
plasma and on surface of blood mDCs in these individuals [14]. Indeed, as previously
suggested in the context of autoimmune disorders, excessive BLyS/BAFF conditions may
contribute to increased survival of TI B-cells and favoured selection into a MZ-like “first line”
B-cell pool [22-26], which responsiveness is also highly influenced by BLyS/BAFF [12-13].
Furthermore, the fact that these individuals experience microbial translocation [14], is in line
with human MZ B-cells being particularly solicited in response to encapsulated bacteria [27].
In contrast, in EC, relative blood levels of precursor MZ-like B-cells were similar to those
observed in HIV-negative donors [14]. Moreover, EC had low-inflammatory profiles,
unaltered levels of BLyS/BAFF and undetectable elements of microbial translocation [14],
suggesting they are able to maintain a certain degree of immune integrity.

Interestingly, both viremic and aviremic slow progressors/EC had decreased relative
frequencies of more mature MZ-like B-cells within their blood B-cell compartment when
compared to both rapid and classic progressors, and HIV-negative donors. This finding could
suggest that the capacity to recruit this population to peripheral sites may be beneficial to the
“control” of disease progression. Intriguingly, a decrease in blood CD27 IgM IgD" MZ type
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B-cells has been recently reported in patients with MyD88, IRAK4, and TIRAP deficiencies
[27]. Therefore, signalling involving these factors, such as TLR and the BLyS/BAFF receptor
TACI [11-13, 27], may be involved in homeostasis of MZ type B-cells. As such, whether there
is a relation with the reduced frequencies of mature MZ-like B-cells we observe in slow
progressors warrants further investigation.

Although our sample number was limited, we were able to accurately and reproducibly
measure ex vivo IL-10 expression by blood B-cells. We found that in the context of detectable
viremia, the percentages of total blood B-cells expressing IL-10 were increased when
compared to HIV-negative individuals (Figure 2B). Amongst the B-cell populations analysed,
the percentage of IL-10 expressing cells were significantly increased within the precursor MZ-
like, TT and switched memory populations. Moreover, the most significant increase in cells
expressing IL-10 was within the precursor MZ-like population. Importantly, the relative
increase in precursor MZ-like B-cells expressing IL-10 correlated with high levels of serum
IgG1 and IgG3 in the early phase of HIV-1-infection in classic progressors (p = 0.0184; p =
0.0499, respectively), and with high levels of serum IgA in chronic classic progressors (p =
0.0479). These are likely to reflect polyclonal B-cell activation in relation to the overall
inflammatory condition we observed in HIV-1 progressors [14, 28], as B-cell IL-10
production has been shown to be modulated by various signals, such as delivered via TLR,
CDA40 and the B-cell receptor (BCR) [16-17]. Our findings could also suggest an attempt from
the host to dampen the overwhelming inflammatory burden by soliciting regulatory functions
from various B-cell populations, such as switched memory, TI and MZ-like B-cells, which
have been variably associated with Breg capacity [16-17]. Of course, we cannot rule out that
precursor MZ-like B-cells are more permissive to modulation by the overall HIV condition,
but it may be that they represent a population more prone to Breg potential. Frequencies of
populations with similar characteristics and Breg attributes have been shown to be increased in
the blood of systemic lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid arthritis (RA) patients, albeit
these cells were refractory to in vitro stimulation, produced less IL-10 and lacked suppressive
activity [16]. Likewise, it is possible that in the context of HIV disease progression,
populations ascribed to Breg potential may have exhausted and/or dysregulated regulatory
capacities.
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Similarly to that encountered in HIV pathogenesis [14, 29-30], the aberrant expression
of BLyS/BAFF and/or its receptors is often linked to autoimmune diseases such as SLE and
RA [22-26]. BLyS/BAFF promotes IL-10 production by in vitro human activated B-cells [31],
and IL-10 production and regulatory functions by murine splenic MZ B-cells [32]. The
increased levels of BLyS/BAFF observed in HIV and autoimmunity contexts are thus
consistent with the increased frequencies of B-cells expressing IL-10. Nevertheless, the
overall outcome of increased frequencies of B-cells expressing IL-10 may well be to sustain
chronic B-cell activation and dysregulation, and lead to imbalanced Treg/Teffector ratios [15]
associated with HIV disease progression [33]. Furthermore, high level of Breg activity was
recently shown to be involved in suppression of antiviral T effector functions in vitro during
HIV [34] and chronic hepatitis B [35] infections, thus impending viral eradication.

In contrast, in the context of HIV disease control, such as encountered in EC, normal
blood levels of BLyS/BAFF [14] are associated with the unaltered frequencies of total and
MZ-like B-cells expressing IL-10. Although, increased frequencies of resting switched
memory and TI blood B-cells expressing IL-10 were found in EC, these were lesser than that
found in the MZ-like populations. These findings suggest that EC are capable, to a certain
extent, to contain their IL-10 expression status and possibly “Breg” activity, and this may help
in maintaining homeostasis of immune responses associated with HIV control.

Although high levels of LT-a have been associated with autoimmune and
inflammatory conditions [18], plasma levels of LT-a in all HIV-1-infected subjects were
similar to those found in HIV-negative donors. Amongst the B-cell populations analyzed, the
precursor MZ-like B-cells were the main contributors to LT-o expression in all subjects
regardless of HIV-1 infection and rate of disease progression. The percentages of IL-10
expressing cells were significantly greater than that of LT-a within most B-cell populations
except for precursor MZ-like and T1 B-cells, where frequencies of IL-10 and LT-a expression
were similar. Importantly, EC had increased frequencies of MZ-like B-cells expressing LT-a
resulting in higher LT-a to IL-10 expression ratios. Studies in the murine system have
elegantly shown the importance of LT-a in the organization and maintenance of lymphoid
structures, as well as modulation of immune responses (reviewed in [18]), through a process
involving a positive CXCL13 feedback loop [36]. Interestingly, plasma levels of CXCL13
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were higher in all viremic individuals when compared to those observed in EC and HIV-
negative donors (Chagnon-Choquet J unpublished data), suggesting that the higher relative
percentages of MZ-like B-cells expressing LT-o in EC may help maintaining CXCL13 levels
and a certain lymphoid homeostasis.

The first-line MZ-like B-cells described herein likely contribute directly to generation
of HIV-specific Abs. Indeed, human MZ B-cells express IGHV1-2*02, which has been
repeatedly found to encode mutated HIV broadly neutralizing Abs (bNAbs), such as VRCO1
[37]. Interestingly, the recent characterization of transient Gp4l-specific IgA in mucosal
genital fluids from patients within the first weeks after HIV transmission, suggest these Abs
might have originated from first-line B-cell populations [38]. Of note, BLyS/BAFF was
elevated immediately preceding the appearance of these Abs. Interestingly, repeated treatment
of mice with BLyS/BAFF increased the MZ compartment, and generated an increased
response to Env immunization and bNAbs from these animals [39]. Understanding the
dynamics of BLyS/BAFF and its role in homeostasis of immune responsiveness appears
pivotal to the design of vaccine strategies soliciting protective B-cell responses. Based on our
observations, the capacity to contain BLyS/BAFF expression levels seems associated with
control of disease progression, whereas excessive BLyS/BAFF may promote immune
dysregulation and disease progression [40].

The findings reported herein are in line with growing evidence suggesting that first-line
B-cell responses are involved in the battle against HIV [41], and with the importance of MZ
type B-cells in health and disease [12-13]. Although further characterization is required to
identify the exact nature of the MZ-like B-cells described herein, they certainly deserve further

interest.
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Figure Legends

Figure 1. Longitudinal analysis of blood B-cell populations of HIV-1 infected individuals.
(A) Representative plot showing gating strategy on live PBMCs. Total CD19" B-cells were
selected based on expression of CD27 and/or IgM, and levels of CD21. CDIc and CD10
expression were used for further characterisation of blood MZ and TI B-cell populations
respectively, as reported [13]. Quadrants were set based on the expression values obtained
with fluorescence minus one (FMO) and isotype controls. Mature activated B-cells are defined
as CD19°CD27'1gM'CD21°CD1¢'CD10°, resting switched memory B-cells are
CDl9+CD27+IgM'CD21hiCD10', precursor  marginal-zone = (MZ)-like B-cells are
CD19'CD27 IgM CD21°CD1c¢"CD107, mature MZ-like B-cells are
CD19'CD27'IgM"CD21"CD1¢'CD10"  and transitional immature (TI) B-cells are
CDl9+CD27'IgM+CD2lhiCch'CD10+. The graphs present (B) percentages of total B-cells,
and the relative frequencies of (C) mature activated, (D) resting switched memory, (E)
precursor MZ-like (F) mature MZ-like and (G) TI B-cell populations in the blood of rapid
progressors (left panels), classic progressors (middle panels), and viremic and aviremic slow
progressors (EC) (right panels). The same values for HIV-negative donors in the left, middle
and right panels are used as a control group. Cell population frequencies were compared using
the Wilcoxon signed rank test and the Mann-Whitney U test for pairwise comparisons of
different phases of infection within each group and between the study groups, respectively.

Data shown are mean + SEM. * p < 0.05. PI, post-infection; ART, antiretroviral therapy.

Figure 2. IL-10 expression by blood B-cell populations. (A) Representative plot showing
gating strategy on live total CD19" B-cells expressing IL-10. Frequencies of cells expressing
IL-10 within (B) total, (C) mature activated, (D) resting switched memory, (E) precursor
marginal zone (MZ)-like, (F) mature MZ-like and (G) transitional immature (TI) B-cell
populations in rapid progressors (left panels), classic progressors (middle panels), and slow
progressors (right panels). The same values for HIV-negative donors in the left, middle and
right panels are used as a control group. Data are expressed as percentages of IL-10 expression

within each B-cell population. Cell population frequencies were compared using the Wilcoxon
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signed rank test and the Mann-Whitney U test for pairwise comparisons of different phases of
infection within each group and between the study groups, respectively. Data shown are mean

+ SEM. * p <0.05. PI, postinfection; ART, antiretroviral therapy.

Figure 3. Percentage of IL-10 expressing cells for each B-cell population, within each
patient group. Percentages of IL-10 expressing cells within mature activated, resting
switched memory, precursor marginal zone (MZ)-like, mature MZ-like and transitional
immature (TI) B-cells within (A) rapid progressors, (B) classic progressors, (C) slow
progressors, and HIV-negative individuals. Percentages were compared using the Mann-
Whitney U test between the B-cell populations. Data shown are mean + SEM. *p < 0.05. PL,

postinfection; ART, antiretroviral therapy.

Figure 4. LT-a expression by blood B-cell populations. A) Representative plot showing
gating strategy on live total CD19" B-cells expressing LT-a. Frequencies of cells expressing
LT-a within (B) total, (C) mature activated, (D) resting switched memory, (E) precursor
marginal zone (MZ)-like, (F) mature MZ-like and (G) transitional immature (TI) B-cells
expressing LT-a in rapid progressors (left panels), classic progressors (middle panels), and
slow progressors (right panels). The same values for HIV-negative donors in the left, middle
and right panels are used as a control group. Data are expressed as percentages of LT-a
expression within each B-cell population. Cell population frequencies were compared using
the Wilcoxon signed rank test test and the Mann-Whitney U test for pairwise comparisons of
different phases of infection within each group and between the study groups, respectively.

Data shown are mean + SEM. * p <0.05. PI, postinfection; ART, antiretroviral therapy.

Figure 5. Percentage of LT-a expressing cells for each B-cell population, within each
patient group. Percentages of LT-a expressing cells within mature activated, resting switched
memory, precursors marginal zone (MZ)-like, mature MZ-like and transitional immature (TT)
B-cells within (A) rapid progressors, (B) classic progressors, (C) slow progressors, and HIV-

negative individuals. Percentages were compared using the Mann-Whitney U test between the
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B-cell populations. Data shown are mean £ SEM. * p <0.05, ** p <0.001, *** p <0.0001. PI,

postinfection; ART, antiretroviral therapy.
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Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics of HIV-infected individuals

Rapid Classic Viremic Aviremic slow
slow P
progressors — progressors progressors
progressors
Characteristics (n=13) (n=17) (n=17) (n=16)
Age at first visit (years) 34+7 38+ 8 46 +9 44 £9 0.005"
Sex (male/female) 12/1 17/0 7/0 3/3 0.005
Race (white/other) 12/1 16/1 6/1 5/1 NS
CD4+ T cells/mm’
Acute phase 533+ 140 781 +213 na na 0.002
Early phase 446 + 40 714 + 46 na na 0.0008
Chronic phase 443 £193  629+244 562+ 122 888 + 122 0.011°
Nadir 254 +118  432+140 506 +£129 506+ 175  0.0005°
Viremia, x 10° copies/ml*
Acute phase 366 + 705 76 £ 126 na na NS
Early phase 121 + 186 71 £190 na na NS
Chronic phase 7.65+153 37.7+£62.3 3.01 £1.86 <0.05¢ 0.003°
Peak 570+ 808 202+236 85+6.5 0.065+0.027 0.0001"

Age, CD4 and viremia are expressed as mean = SD. Sex and race were compared using Fisher
exact test. Pairwise comparisons of CD4 and viremia for early phases were performed using
unpaired Student’s ¢ tests. Comparisons among all groups (age at first visit, CD4, viremia in
the chronic phase, nadir CD4) were performed with the one-way analysis of variance test. n,
numbers; NS, not significant; na, not available.

P = 0.004 and 0.050 for the comparison of age between rapid and viremic slow
progressors, and classic and viremic slow progressors, respectively, as determined by the
Mann-Whitney test.

°P = 0.008 for the comparison of CD4+ T cells/mm” in chronic phase between rapid

progressors and aviremic slow progressors, as determined by the Mann-Whitney test.
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‘P = 0.0008 and 0.001 and 0.020 nadir CD4 for the comparison between rapid and
classic progressors, rapid and viremic slow progressors, and rapid and aviremic slow
progressors, respectively, as determined by the Mann-Whitney test.

IFifty copies/ml corresponds to the detection threshold of the viral load test.

°P = 0.002 and 0.002 for the comparison of viremia in chronic phase between classic
progressors and aviremic slow progressors, and viremic and aviremic slow progressors,
respectively, as determined by the Mann-Whitney test.

p = 0.006, 0.0007, 0.0005, 0.0004 and 0.001 for the comparison of peak viremia
between rapid progressors and viremic slow progressors, rapid progressors and aviremic slow
progressors, classic progressors and viremic slow progressors, classic progressors and
aviremic slow progressors, and viremic and aviremic slow progressors, respectively, as

determined by the Mann-Whitney test.

126



Article 2 — Figure supplémentaire 1
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Figure S1. Longitudinal variations of blood CD4+ T-cell counts, viral loads and IL-10 and LT-a concentrations of HIV-1 infected
individuals. (A) Blood CD4+ T-cell counts (cell/lmm3) were determined by flow cytometry in rapid progressors (left panel), classic
progressors (middle panel), and slow progressors (right panel). (B) Viral loads (log copies/ml) were quantified by in vitro signal
amplification nucleic acid probe assay of HIV-1 RNA (bDNA) in the plasma of rapid progressors (left panel), classic progressors (middle
panel), and slow progressors (right panel). Concentrations of (C) and (D) LT-a measured longitudinally in the plasma of rapid progressors
(left panels), classic progressors (middle panels) and slow progressors (right panels). The same values for HIV-negative donors in the
left, middle and right panels are used as a control group. Cell populations, viral loads and plasma concentrations were compared using
the Wilcoxon signed-rank test and Mann-Whitney U test for pairwise comparisons of different phases of infection within each group and
between the study groups, respectively. Data shown are mean + SEM. Significance levels are shown as * p < 0.05, ** p < 0.001, ™ p <
0.0001. PI, post-infection; ART, antiretroviral therapy.
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Figure S2. Contribution of each blood B-cell sub-population to IL-10 expression. Percentages of IL-10 expression within each B-cell
population; 'mature' marginal zone (MZ)-like B-cells (purple), 'precursor' MZ-like B cells (cherry red), mature activated B-cells (yellow),
transitional immature (TI) B-cells (blue) and resting memory B-cells (orange), for rapid progressors (left panel), classic progressors
(middle panel), and slow progressors (right panel). The same value for HIV-negative donors in the left, middle and right panels are used
as a control group. Cell population frequencies were compared using the Mann-Whitney U test between the study groups. Data shown
are mean + SEM. * p < 0.05. PI, post-infection; ART, antiretroviral therapy.
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Figure S2. Contribution of each blood B-cell sub-population to LT-a expression. Percentages of LT-a expression within each B-cell
population; 'mature’ marginal zone (MZ)-like B-cells (purple), 'precursor’ MZ-like B cells (cherry red), mature activated B-cells (yellow),
transitional immature (T1) B-cells (blue) and resting memory B-cells (orange), for rapid progressors (left panel), classic progressors
(middle panel), and slow progressors (right panel). The same value for HIV-negative donors in the left, middle and right panels are used
as a control group. Cell population frequencies were compared using the Mann-Whitney U test between the study groups. Data shown
are mean + SEM. * p < 0.05. PI, post-infection; ART, antiretroviral therapy.
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DISCUSSION

Il est maintenant bien connu que dans le contexte d’une infection au VIH-1, les effets
direct ou indirect du virus et de ses produits dérivés s’étendent au-dela des lymphocytes T
CD4", principales cellules cibles de ce dernier. En ce sens, des dérégulations du compartiment
des cellules B ont ¢ét¢ maintes fois répertoriées, et se définissent principalement par une
activation polyclonale, une perturbation de la dynamique des populations, un épuisement
cellulaire, une destruction des centres germinatifs et des structures folliculaires, ainsi qu’une
perte de la capacité a générer et maintenir une mémoire immunitaire, contribuant au
développement de syndromes auto-immunitaires et de lymphomes et d’une altération de
I’immunité humorale™’. De plus, il a ét¢ démontré que les DC sont ¢galement altérées dans le

contexte du VIH-1, tant au niveau de leur nombre, leur phénotype, et leur fonction®*®

. De par
la capacité des DC a moduler le développement, 1’activation et la différentiation des cellules
B, I’objectif de cette présente étude était de poursuivre 1’évaluation de I’impact des DC dans
cette dérégulation des cellules B observée dans le contexte d’une infection au VIH-1. Basées
sur des résultats préalablement obtenus avec le modele murin VIH-Tg, des études conduites
dans notre laboratoire ont permis la caractérisation longitudinale du profil inflammatoire,
principalement BLyS/BAFF, ainsi que des populations des cellules B et des DC chez des
individus infectés au VIH-1 présentant différents profils de progression clinique, tel que décrit

dans la section 5.2 de la revue de littérature > %",

Dans le cadre de ce projet de maitrise, la caractérisation de ces mémes individus a donc été
poursuivie afin 1) de détecter/quantifier la présence de la protéine virale Nef, qui a été trouvée
déterminante dans 1’établissement de la maladie similaire au SIDA humain chez le modele
murin VIH-Tg lors d’études antérieures réalisées par Dre Poudrier’*® "% Ainsi, les résultats
obtenus ont permis de démontrer que la détection de Nef est en lien avec la surexpression de
BLyS/BAFF par les DC de ces mémes individus, ainsi que par des DC dérivées de monocytes
lors d’essais in vitro. Parallelement 2), la poursuite de 1’étude de la dérégulation des
populations de cellules B de ces individus a permis de démontrer que I’expression des

cytokines IL-10 et LT-a permet de leur associer un potentiel régulateur ou effecteur.
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1. Observations en relation avec un contexte de progression clinique du VIH-1
1.1. Evaluation longitudinale de Nef

Les mécanismes impliqués dans le développement des dérégulations des cellules B dans le
contexte d’une infection au VIH-1 restent encore a ¢lucider, mais I’implication d’une charge
virale élevée et de Daltération du compartiment des lymphocytes T ont été suggérés.
Toutefois, I'initiation de la thérapie antirétrovirale ne rétablit pas complétement le statut des
cellules B, suggérant ainsi I’apport de facteurs autres ou complémentaires® 472872907592 1 ¢
modele murin VIH-Tg dépendant de Nef, précédemment décrit, démontre une persistance
dans le titre €élevé en auto-anticorps et de la maladie similaire au SIDA humain méme lorsque

croisé avec un modéle murin déficient en lymphocytes T (CD3™"), suggérant I’implication de

cellules autres que les lymphocytes T dans la pathogénése associée au VIH.

Mis a part les résultats obtenus avec le modele VIH-Tg, plusieurs observations nous
ont menées a I’établissement d’un lien entre Nef et les altérations du compartiment des
cellules B. La protéine virale Nef a précédemment été détectée dans le sérum d’individus
infectés au VIH-1, mais sans égard quant au stade de progression de la maladie®. Elle peut s’y

49,51 . ;.
%31 ou des microvésicules®. Nef

retrouver au niveau soluble ou au niveau des exosomes
semble en mesure de pénétrer les cellules B non infectées ainsi que d’étre projetée via des
protubérances provenant de macrophages. De plus, cette protéine virale est en mesure
d’interférer dans la voie de signalisation de CD40 et, de ce fait, de taire la commutation
isotypique de classe permettant la génération de réponse T-dépendante de haute affinité®"*. 11
reste a déterminer s’il y a utilisation de telles protubérances pour propulser Nef dans le

%3 11 faut toutefois préciser que

contexte de la collaboration entre les DC et les lymphocytes B
les effets directs de Nef sur les lymphocytes B varient probablement selon 1’activation et le
phénotype de celles-ci, et ou les signaux dérivés des DC sont probablement en mesure de

moduler ces paramétres. Egalement, Nef peut étre internalisé par plusieurs autres types
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cellulaires dont les monocytes, les macrophages ainsi que les DC, potentiellement par

. 53-55
pinocytose ou endocytose .

Nous avons été en mesure de détecter la présence de la protéine virale Nef dans le plasma
d’individus infectés au VIH-1, et ce, des la phase aigiie de I’infection et au-dela de la thérapie
antirétrovirale chez les progresseurs rapides et classiques. Il en va de méme pour la détection
de Nef chez les mDC et précurseurs d’origine monocytaire, ou la présence de Nef est moins
grande apres I’initiation de la thérapie antirétrovirale chez les progresseurs rapides, mais qui
perdure en contexte de chronicité chez les progresseurs classiques. La détection de Nef
pourrait étre un indicateur de la progression clinique du VIH-1, ainsi que le reflet du statut du
réservoir, étant donné sa présence apres traitement, ce dernier ayant démontré une réduction
efficace de la charge virale. Toutefois, il est impossible d’attribuer entiérement la présence de
Nef au niveau des populations de DC a une infection productive de ces cellules, puisque la

53-55

protéine virale a été démontrée comme étant capable de pénétrer ces derniéres™ ~°. De plus,

" . IR . 52
Nef peut €tre relarguée sans réplication virale™.

1.2. Association de Nef et de la surexpression de BLyS/BAFF par les DC

A partir de ces observations, nous avons été en mesure d’associer la présence de Nef a
une augmentation de 1’expression membranaire de BLyS/BAFF dans les populations de mDC
chez les individus présentant un profil de progression rapide et classique, et ce rapidement
apreés l’infection et persistant en phase chronique, méme malgré la prise de la thérapie
antirétrovirale. De ce fait, nous avons également démontré que Nef soluble pénétre les DC
dérivées de monocytes (Mo-DC) in vitro, et que la protéine virale induit 1’augmentation de
I’expression de BLyS/BAFF et de TNF-a., contribuant ainsi de facon directe a un phénotype

proinflammatoire des DC.

Nos observations rejoignent la littérature quant aux effets de Nef ou in vitro, Nef
soluble, ou exogene, est en mesure d’altérer la maturation et la fonction des DC, ainsi que

d’induire la sécrétion de cytokines et chimiokines telles que TNF-o”**°,
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Nef possédant une capacité étonnante a détourner la machinerie cellulaire a I’avantage
du VIH-1, ’augmentation de 1’expression de BLyS/BAFF et de TNF-a est probablement en
lien avec 1’augmentation de la phosphorylation de la tyrosine 701 de STAT1 que nous avons
observée en présence de Nef soluble. En effet, il a ét¢ démontré que la voie de signalisation de
JAK /STAT, particulicrement les STAT1 et STAT3, est impliquée dans 1’expression de
BLyS/BAFF>**. De plus, ceci est en accord avec le fait que Nef peut interagir avec TRAF-2,
trafiquant du méme coup les voies de signalisations TRAF/NF-kB et TRAF/IRF-3, permettant
ainsi I’activation de STATI1 et STAT3 et la promotion d’un profil proinflammatoire chez des

i 34,57,595
macrophages dérivés de monocytes™ """

Ainsi, nos résultats suggerent un effet direct de Nef quant a une augmentation de
BLyS/BAFF et de TNF-a par les DC. Toutefois, il ne faut pas négliger dans ce profil d’
expression, la contribution du contexte inflammatoire ainsi que la présence d’éléments liés a
la translocation microbienne qui ont d’ailleurs ét¢ mis en évidence dans le plasma des
individus infectés au VIH-1, dés la phase aigiie de I’infection et perdurant tout au long de la
progression malgré I’initiation de la thérapie antirétrovirale®’. Dans cet ordre d’idée, nous
avons démontré que I’indicateur de translocation microbienne LPS est également en mesure de
moduler I’expression de BLyS/BAFF des Mo-DC in vitro, et une stimulation conjointe de Nef

et LPS permet une expression plus grande de BLyS/BAFF.

La persistance de Nef tout au long de la progression clinique s’ajoute donc a un tableau
de marqueurs en lien avec la progression de la maladie et la dérégulation du compartiment B
chez ces individus, et ou figurent un profil de cytokines et chimiokines proinflammatoires, des
marqueurs de translocation microbienne, ainsi que des altérations dans le compartiment des
DC, dont la surexpression de BLyS/BAFF, et ce malgré un contrdle de la réplication virale

due  la thérapie antirétrovirale™**"".

Nous avons mentionné ultérieurement que cette dérégulation des lymphocytes B est
caractérisée entre autre par une hyperglobulinémie sanguine ainsi que par la perturbation des
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fréquences relatives des populations B, dont I’augmentation d’une population possédant des
caractéristiques de transitionnelles immatures et de cellules B de la zone marginale que nous

87 Les cellules B

avons nommé les cellules B précurseurs de la zone marginale
transitionnelles immatures, qui sont trés sensibles a la présence de BLyS/BAFF*® ont
démontré une différentiation préférentielle pour les cellules B de la zone marginale en
conditions de lymphopénie associée a la pathogénése®”®. Cela suggére donc que les
populations de mDC exprimant de plus hauts niveaux de BLyS/BAFF pourraient contribuer a
une augmentation de la survie des cellules B transitionnelles immatures, et favoriser la
génération de cellules B de la zone marginale, ces derni¢res étant également fortement

influencées par la présence de BLyS/BAFF597

. De par leur nature intrinséque, ces cellules B
dite de premiere ligne possédent un potentiel de réponse naturellement plus autoréactif, et sont
impliquées dans de nombreuses conditions pathologiques associées a des infections, des
lymphomes et des maladies autoimmunes® >*">*%473% 14 surexpression de BLyS/BAFF
et/ou de ses récepteurs, est d’ailleurs associée a un bris des mécanismes de tolérance centrale

e . . > . 382,384,385,598—
et périphérique, est aussi observée lors de conditions pathologiques de cette nature™ """

601

Egalement, il est possible que la surexpression de BLyS/BAFF influence la
prolifération, 1’activation et la différentiation des lymphocytes T CD4". En effet, BLyS/BAFF
est connu pour son role aupres des différentes populations de cellules B, mais ce facteur agit
également comme une molécule de co-stimulation pour les lymphocytes T CD4™%%% Ces
derniers expriment TACI et BAFF-R, ou la liaison BAFF/BAFF-R semblent primer®* %",
BLyS/BAFF est aussi en mesure d’induire la prolifération des lymphocytes T via la
diminution de la phosphorylation de FOXO3A et ’activation des cyclines D2 et D3°*. Dans
un modele murin reproduisant 1’arthrite rhumatoide, la surexpression de BLyS/BAFF par les
DC promeut I’expansion des cellules Th17, et I’inactivation du gene codant pour BLyS/BAFF

in vitro prévient la différentiation des Th17°%¢

. Cela suggére que la surexpression de
BLyS/BAFF retrouvée dans le contexte d’une infection au VIH-1 pourrait promouvoir une
différentiation préférentielle des lymphocytes T CD4" naives vers un phénotype Th17, qui
sont caractérisées comme étant les cellules cibles du VIH-] 00167607608
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La diminution de la fréquence des mDC ainsi que I’augmentation des chimiokines DC-
tropiques MCP-1, MIP-3a et MIP-3p dans le sang de ces mémes individus observées lors
d’études précédentes au laboratoire suggerent le recrutement des mDC au niveau des sites
périphériques. Les DC aux muqueuses sont parmi les premicres cellules a rencontrer le virus
et a le disséminer au niveau systémique’”. Ces derniéres, affichant un phénotype
proinflammatoire de par la surexpression de BLyS/BAFF et de TNF-0, peuvent donc
contribuer a la modulation de la survie, différentiation et/ou activation des cellules B, et des
lymphocytes T. Ces signaux peuvent donc provoquer un débalancement dans 1’homéostasie
des populations tolérogéniques et inflammatoires au niveau des muqueuses, entrainant une
modulation dans la réponse des cellules B mucosales, en plus d’altérer 1’équilibre des
lymphocytes Trégulateurs et Teffecteurs. Ces observations suggerent donc une implication des
DC dans le déclenchement et la persistance des dérégulations des cellules B retrouvées chez
les individus infectés au VIH-1, et ou nos résultats démontrent I’implication de la protéine

virale Nef dans ce processus.

1.3. Altération des populations de cellules B

L’augmentation de facteurs & potentiel de croissance pour les lymphocytes B>, la

2,384
382,384,597 9 sont

présence d’activation immune et d’inflammation ainsi que la lymphopénie®
tous des acteurs potentiels de ’altération des lymphocytes B, tant au niveau de leur dynamique

que de leur fonction.

Chez les individus infectés au VIH-1 a progression rapide et classique, les niveaux ¢élevés
de BLyS/BAFF dans le plasma et sur les mDC sanguines sont concomitantes a une
augmentation de la fréquence de la population de cellules B précurseurs de la zone
marginale®™’. La translocation microbienne ayant lieu chez ces individus, il est possible de
penser que les cellules B de la zone marginale sont influencées par cette derniere étant donné
son expression de TLRI0, un récepteur permettant la reconnaissance de bactéries

433

encapsulées”. La stimulation de TLR9 a également ét¢ démontrée comme étant impliquée
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dans la différentiation préférentielle des cellules B transitionnelles immatures en cellules B de

. 1 610
la zone marginale” .

Les cellules B possédent le potentiel de réguler le développement, la prolifération et le
maintien des populations T CD4", que ce soit par contact direct ou par la sécrétion de facteurs
solubles*'. Les cellules B régulatrices, ou Breg, sont caractérisées d’aprés leur expression et
leur production d’IL-10, et leur potentiel régulateur. Ce phénotype n’est pas attribué, a ce jour,
a une population de cellule B en particulier. Les cellules B de la zone marginale, tant
précurseur que mature, ainsi que les cellules B transitionnelles immatures se sont vues

particuliérement attribuer le potentiel de Breg483’6“.

Dans le contexte ou la charge virale est détectable chez les patients, soit ici dans notre
¢tude chez les progresseurs rapides, classiques et lents virémiques, nous avons observé que la
fréquence de cellules B totales exprimant IL-10 est augmentée en comparaison aux
progresseurs lents avirémiques, ou controleurs élites, et aux individus non infectés. De plus,
parmi les différentes populations de cellules B que nous avons analysées, celle présentant
I’augmentation la plus marquée dans sa fréquence d’expression d’IL-10 est la population
précurseur de la zone marginale. Il est intéressant de noter que ceci est en corrélation avec de
hauts niveaux sériques d’IgG et d’IgA chez les progresseurs classiques. Malgré tout, il faut
souligner le fait qu’en contexte de progression clinique du VIH-1, toutes les populations de
cellules B observées ont une grande capacité a exprimer de 1’IL-10. I1 est possible que de ces
populations, certaines d’entre elles ne possedent tout de méme pas un potentiel régulateur,

mais cela reste a déterminer.

Ces observations refletent potentiellement 1’activation polyclonale constatée dans les

.. . . , . s 585,587
conditions inflammatoires retrouvées chez nos individus progresseurs™

, puisque la
production d’IL-10 par les cellules est modulée par plusieurs signaux, tels que provenant des
TLR, du CD40 et du BCR*®. Egalement, nos résultats suggérent une tentative de la part de
I’héte de contenir les conditions inflammatoires observées chez les progresseurs en sollicitant
les fonctions régulatrices de différentes populations de cellules B, dont les mémoires, les
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transitionnelles immatures et celle de la zone marginale autant précurseur que mature, ou ces
populations ont été associées dans une certaine mesure 4 une capacité régulatrice®>!.
Toutefois, nos résultats démontrent que la population B présentant le plus de caractéristiques
associées au potentiel Breg est la cellule B précurseur de la zone marginale. Dans un contexte
de pathogénése, la fréquence de populations ayant un phénotype similaire accompagnée
d’attributs de Breg a été démontrée augmentée dans le sang d’individus souffrant de lupus
systémique érythémateux et d’arthrite rhumatoide, mais ces cellules étaient réfractaires a une
stimulation in vitro, produisant moins d’IL-10 et étant dépourvues de fonction suppressive ™.
Il est donc possible que dans le contexte de la progression du VIH-1, les populations assignées

au phénotype Breg démontrent des capacités régulatrices dérégulées.

L’exces de BLyS/BAFF, tel que retrouvé chez nos individus progresseurs, et/ou de ses
récepteurs est fréquemment associé a des manifestations auto-immunitaires tel le lupus
systématique érythémateux ou I’arthrite rhumatoide®®***’. La présence de BLyS/BAFF est en
mesure de promouvoir la production d’IL-10 in vitro par des lymphocytes B activées chez
I’humain®**, et des lymphocytes B de la zone marginale de la rate chez la souris, ces derniéres
présentant également des fonctions régulatrices™®. Toutefois, les conséquences d’une
augmentation de cellules produisant de I’IL-10 peuvent contribuer a 1’activation chronique des
cellules B et a leur dérégulation, et peuvent mener a un débalancement des ratios Treg/Teff,

481
19948

associ¢ a la progression du VIH- . Récemment, il a ét¢ démontré que dans le contexte

d’une infection au VIH-1 et d’hépatite B chronique, une augmentation dans 1’activité des Breg

est associé a une suppression des fonctions T effectrices antivirales®>¢'>%",

’ P ’ rer c sy . . . . - 14
Une présence élevée de LT-a a été associée a un contexte inflammatoire et autoimmunitaire®'*,
et un ratio LT-a pour IL-10 en faveur de LT-a a été observé chez des patients atteints de la

. 615
sclérose en plaque

. Tous les individus de notre étude ayant une charge virale détectable ont
présenté des niveaux similaires de LT-a dans le plasma a ce qui est retrouvé chez les individus
non infectés. Lors de I’analyse comparative de la fréquence relative des populations de
cellules B exprimant LT-0, nous avons pu constater que les cellules B précurseurs de la zone
marginale représentent la population contribuant le plus a 1’expression de LT-a, et ceci chez
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tous les individus étudiés, peu importe leur statut d’infection ou de progression clinique. Il faut
tout de méme noter que chez les progresseurs rapides, classiques et lents virémiques, cette
contribution a I’expression de LT-a est partagée avec les cellules B transitionnelles immatures,
contrairement & ce qui est observé pour les progresseurs lents avirémiques et les individus
sains. Les fréquences de populations de cellules B exprimant 1I’[L-10 sont, de facon
majoritaire, plus élevées que celles pour les populations de cellules B exprimant LT-o, mis a
part pour les cellules B précurseurs de la zone marginale et les transitionnelles immatures,

dont les fréquences sont similaires.

2. Observations en relation avec un contexte de controle de la progression clinique du

VIH-1

Contrairement a ce qui a été observé dans le contexte de progression clinique du VIH-
1, la présence de Nef chez les progresseurs lents a été détecté a des niveaux faibles ou
indétectables, tant chez les individus virémiques qu’avirémiques et tant dans le plasma que
dans les populations de mDC. Le controle de la progression clinique est donc associé a une
présence faible a indétectable de Nef, tant dans le plasma qu’au niveau des populations de DC.
Ces mémes individus présentent peu d’inflammation ainsi que des niveaux de BLyS/BAFF
similaires a ce qui est retrouvé chez des individus sains, reflétant ainsi la conservation des

compartiments DC et B.

Les fréquences relatives de la plupart des populations de lymphocytes B sont conservées chez
les progresseurs lents virémiques et surtout avirémiques, a des niveaux similaires a ceux
retrouvés chez les individus non infectés. Cette observation est constante avec le profil peu
inflammatoire de ces individus, ainsi qu’un niveau normal de BLyS/BAFF et une absence de
détection d’éléments de translocation microbienne, reflétant une certaine préservation de

I’intégrité immune.
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Malgré tout, une population est diminuée de facon significative chez les progresseurs
lents, soit celle des lymphocytes B de la zone marginale présentant un phénotype plus mature,
en comparaison avec les progresseurs rapides et classiques, et les individus sains. Cela
pourrait suggérer que la capacité de recruter ces cellules aux sites périphériques soit associée a
un controle de la progression clinique du VIH-1. Il est intéressant de noter qu’une diminution
semblable d’une population de cellule B de la zone marginale du sang ayant un phénotype
CD27'IgM'IgD" a été rapportée chez des patients présentant des déficiences pour MyD8S8,
IRAK4 et TIRAP*?. Ces facteurs sont impliqués dans plusieurs voies de signalisation, dont
les TLR et le récepteur de BLyS/BAFF TACI, et ces observations proposent leur implication

dans le maintien de ’homéostasie de cette population.

Dans le contexte du controle de la progression clinique, les niveaux conservés de
BLyS/BAFF sont conséquents avec la préservation des fréquences des cellules B totales ainsi
que des cellules B précurseurs de la zone marginale exprimant I’IL-10. Malgré une
augmentation des fréquences relatives de cellules B mémoires quiescentes et transitionnelles
immatures exprimant I’IL-10, le profil de la capacité d’exprimer I’IL-10 par les cellules B

suggerent un certain maintien de la part des contrdleurs élites.

Dans le contexte de la progression de la maladie, le rapport entre les cellules B
précurseur de la zone marginale exprimant I’IL-10 et celles exprimant LT-a est similaire, mais
chez les controleurs élite, nous avons retrouvé ce rapport en faveur de I’expression de LT-a.
Ces observations démontrent que les populations de la zone marginale observées chez les
contrdleurs ¢élite peuvent étre impliquées dans le controle de la progression du VIH-1,
potentiellement par une modulation des réponses immunes et de 1’homéostasie des
microenvironnements lymphoides. En ce sens, des études sur un modele murin ont démontré
I’importance de la LT-a dans ’organisation et le maintien des structures lymphoides, ainsi

: . . 614
qu’une modulation des réponses immunes

. Puis, il a été démontré que les cellules B
exprimant la LT-a favorisaient une différenciation des cellules T CD4+ naives en un
phénotype de type Th2, et ce, dans un processus dépendant des DC®'°. Egalement, les cellules
B exprimant la LT-a sont impliquées dans le développement et I’homéostasie des follicules
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des organes lymphoides chez la souris, dans un processus impliquant une boucle de rétroaction

3*7 Nous avons observé des niveaux plasmatiques élevés de CXCL13

positive avec CXCL1
chez tous les individus présentant une charge virale détectable en comparaison avec les
contrbleurs élites et les individus non infectés, suggérant ainsi que la population de cellules B
précurseur de la zone marginale exprimant la LT-a peut aider au contréle de CXCLI3 et
I’intégrité des organes lymphoides (voir figure annexe 1). Le fait que les cellules B de la zone

marginale peuvent se déplacer dans la zone folliculaire de la rate®’

et promouvoir la
génération de centres germinatifs*'® suggére que leur profil d’expression d’IL-10 et de LT-a,
retrouvé chez les contrdleurs élites, pourrait étre impliqué dans la préservation des réponses

adaptatives générées dans le contexte d’un contrdle de la progression du VIH-1.

La population de cellules B précurseur de la zone marginale pourrait étre impliquée
dans la génération d’anticorps spécifiques au VIH-1. Effectivement, il a été démontré que les
cellules B de la zone marginale, chez I’humain, répondent aux polysaccharides de la capsule

412,426,618

de S. pneumoniae et H. influenzae et présentent des immunoglobulines ayant subies de

413,619-622

I’hypermutation somatique . De plus, les cellules B de la zone marginale expriment le

segment IGHV1-2*02, qui a ¢été maintes fois retrouvé encodant pour les anticorps

575
1

neutralisants a large spectre dirigés contre le VIH-1, tel que VRCO1°"". En ce sens, la capacité

de certains individus infectés au VIH-1 a produire de tels anticorps neutralisants a large
spectre est associée a un certain corrélat de prévention dans la progression de la maladie®**,
De plus, la caractérisation récente d’IgA spécifiques a la gp4l, au niveau de lavages
cervicovaginaux de la muqueuse génitale, a été observée dans les premiéres semaines suivant
la transmission, et suggere une implication des populations des cellules B de premiére ligne
dans leur génération®®. 11 est important de mentionner que les niveaux de BLyS/BAFF étaient
¢levés précédemment a 1’apparition de ces anticorps. En accord avec ces observations, dans un
modele murin, des doses répétées de BLyS/BAFF ont augmenté le compartiment de la zone
marginale et généré une augmentation de la réponse dirigée contre Env ainsi que des anticorps
neutralisants a large spectre’’®. La dynamique de BLyS/BAFF semble donc importante dans
I’homéostasie de la réponse immunitaire, et nous croyons qu’elle doit étre considérée lors des

designs de vaccins.
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En résumé, nous avions émis 1’hypothése que chez les individus controlant la
progression clinique due au VIH-1, la préservation du compartiment des cellules B se
refléterait par l'acquisition d’un potentiel « Breg » par les populations de la zone marginale.
Contrairement a cela, nous avons observé que les populations B de la zone exprimant I’IL-10
chez les controleurs élites se sont conservées au méme niveau que chez les individus non
infectés. Cette observation peut démontrer, dans une certaine mesure, un controle de
I’expression d’IL-10 et de I’activité des Breg, dans un contexte ou il y a contrdle de la
production de BLyS/BAFF. Au contraire, ce sont les progresseurs qui ont affiché une
augmentation de cellules B exprimant IL-10, plus particulicrement par les cellules B de
premicere ligne. Cela peut illustrer une tentative de 1’hote de controler le fardeau inflammatoire
caractéristique de la progression de la maladie, mais pourrait résulter en un soutien de
I’activation chronique des cellules B, en plus d’un débalancement entre les phénotypes
régulateur et effecteur des lymphocytes T, dans un environnement en exces de BLyS/BAFF.
De plus amples investigations sont évidemment nécessaires afin de valider I’implication de ces

populations dans le contexte du controle et de la progression de la maladie.

3. Implication des DC au niveau des muqueuses

L’environnement mucosal est le lieu ou peut s’établir une réponse immunitaire efficace
face au VIH-1, étant la porte d’entrée de ce virus. Les DC sont essentielles dans le maintien de
I’intégrité périphérique, de par leur étroite collaboration avec les cellules épithéliales, les
cellules B et les lymphocytes T, permettant la modulation et la génération de réponses B et T
en conditions homéostatiques ou inflammatoires. Tel que mentionné précédemment, les mDC
CD103" possédent une capacité tolérogénique intrinséque, de par leur capacité a induire la
génération et la rétention des plasmocytes IgA+ au niveau des muqueuses via, entre autre, la
production de RA. De plus, de par la production de RA et de TGF-B1, les mDC CD103"
modulent les lymphocytes T CD4+ en un phénotype de Treg. De Dl'autre coté, les mDC
CD103" semblent impliquées dans la génération d’une réponse immunitaire, de par la
production de cytokines proinflammatoires et la génération de lymphocytes T

141



effecteurs®®®2"2*+4°  Aux muqueuses, la majorité des plasmocytes IgA" sont générés via une
réponse T-dépendante, mais une certaine proportion d’entre eux sont générés via la réponse T-
indépendante, qui implique la présence RA et de BLyS/BAFF et/ou APRIL produites par les
DC*29%6 Globalement, ces deux populations contribuent & une homéostasie de I'immunité et
de la tolérance mucosale a la flore commensale. En ce sens, il est probable que le métabolisme
li¢ a la génération de RA a partir de la vitamine A est d’une trés grande importance dans
I’immunité face au VIH-1, qui prend majoritairement place au niveau des muqueuses. Dans le
sang, RA est retrouvée de facon constitutive en faible concentration dans des conditions

. . 2
homéostatiques®?’.

Toutefois, dans le contexte d’une infection au VIH-1, le virus et ses produits dérivés, tel
que Nef, pourrait induire un débalancement de ces populations de DC en faveur d’un
phénotype plus inflammatoire, c’est-a-dire par 1’expression de BLyS/BAFF et TNF-a. Les
conséquences qui s’en suivent pourraient étre caractérisées par un déséquilibre du phénotype
Treg/Teffecteur en faveur des lymphocytes Thl7, ces dernieres étant les cellules cibles du
VIH, en plus d’une possibilité d’un bris dans la tolérance périphérique dans le compartiment

B, reflété par I’activation polyclonale et I’autoréactivité.

Nous avons observé que la présence simultanée de Nef et RA avec les Mo-DC a
démontré une action inhibitrice de RA sur I’effet de Nef quant a [’augmentation de
BLyS/BAFF, et que RA diminue la phosphorylation de STATI induite par Nef. Ces
observations sont en accord avec une étude qui a démontré des effets anti-inflammatoires et la
promotion d’un phénotype plus tolérogénique des Mo-DC en présence de RA®*®. Nous avons
effectivement observé, lorsque les Mo-DC étaient dérivées en présence de RA, une diminution
de la molécule HLA-DR et de la molécule de costimulation CD86, conjointement a une baisse
d’expression de BLyS/BAFF et de TNF-a. RA est en mesure de moduler plusieurs récepteurs
nucléaires, tel que les PPAR (récepteur activé proliférateur du peroxysome) qui sont induit
lors du développement des Mo-DC, et sont des régulateurs potentiels de 1’inflammation via la
régulation de ’activation tel NF-kB, AP-1 et STAT1%°. D’autre part, nous avons mesuré un
niveau inférieur de RA dans le plasma des contrdleurs élites comparativement a la
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concentration retrouvée chez les individus sains. A savoir si cela représente un avantage
génétique et/ou si cela est li¢ a un contrdle actif au niveau de la réponse mucosale reste a
déterminer, mais nos observations démontrent tout de méme que leur capacité¢ de maintenir de
trés bas niveaux de RA au niveau systémique est en lien avec un contrdle de la progression
clinique. Dans cette optique, 1’effet anti-inflammatoire de RA sur 1’effet proinflammatoire de
Nef in vitro, ainsi que les bas niveaux de RA dans le plasma des controleurs élites, suggerent

que RA est li¢ au contrdle de la progression clinique de la maladie.

Par contre, dans le contexte de la progression au VIH-1, I'immunité mucosale est
altérée de par la détection d’éléments liés & la translocation microbienne®®’. Nous avons
constaté une certaine augmentation de RA dans le plasma des progresseurs en phase
chronique, ainsi qu’une augmentation franche dés I’initiation de la thérapie antirétrovirale, ce
qui pourrait étre li¢ a la perturbation de leurs muqueuses. Cela pourrait é¢galement représenter
une tentative de restaurer I’homéostasie de la muqueuse, mais pourrait résulter, entre autre, en
une contribution a I’inflammation et I’expansion de Thl7, cellules ciblées par le VIH-
1106167607 1 o5 DC sécrétent les cytokines nécessaires a la différentiation des Th17 en présence
de RA et de ligands de TLR, qui sont augmentés dans le contexte du VIH-1 de par la

) . . 587,630
translocation microbienne™ "

. Récemment, les monocytes isolés de patients infectés au
VIH-1 ont démontré une altération de leurs récepteurs nucléaires liés au métabolisme de
production de RA, et sont caractérisés par une diminution marquée dans 1’expression des
récepteurs PPAR et de RA. L’induction de la thérapie antirétrovirale n’a pas été en mesure
d’effectuer une restauration de 1’expression de ces récepteurs chez ces individus, et cela a été
li¢ a une altération de I’expression de genes supportant I’activation immunitaire et le

métabolisme des lipides®'

. L’effet de la thérapie sur ’augmentation de RA pourrait €¢galement
démontrer un effet direct des agents antirétroviraux sur le métabolisme de la vitamine A. Il a
été démontré que les inhibiteurs de la protéase augmentent I’activité de la RALDH, impliqué
dans la synthese de RA a partir de rétinol, augmentant du coup le niveau de RA retrouvé dans

2
le sang®?.
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Figure 6. L’implication de I’expression de BLyS/BAFF dans la modulation de réponses
spécifiques au VIH-1. Le contrdle de I’infection est reflété par une capacité a réguler
I’expression de BLyS/BAFF au niveau des sites mucosaux, permettant la promotion de
réponses efficaces B et T spécifiques au VIH-1, en vue de bloquer I’invasion systémique du
virus et de compartimentaliser 1’infection. Au contraire, un bris dans 1’intégrité systémique et
la progression de I’infection par le VIH-1 sont caractérisés par une incapacité de controler les
niveaux de BLyS/BAFF dans les sites mucosaux, entre autre de part une surexpression de
BLyS/BAFF par les DC causée par des facteurs tels que Nef. Ceci méne a la dérégulation des
réponses B et T, et a ’altération de la génération d’une immunité protectrice face au VIH-1.

Tiré de Poudrier et al, Clinical Dev and Immunol, 2012 (voir annexe 2).
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Conclusion

Les objectifs de cette étude étaient, d’une part, de déterminer I’impact de facteurs
dérivés du VIH-1 sur les dérégulations des lymphocytes B observées dans le contexte d’une
infection au VIH-1, via I’'implication des DC, et, d’autre part, de poursuivre ’investigation de

ces dérégulations par le biais d’une caractérisation des phénotypes des lymphocytes B.

Dans cette optique, nos observations sur la présence de la protéine virale Nef, malgré la
suppression de la virémie par 1’application de la thérapie antirétrovirale, est indicatrice de la
présence de réservoirs, et I’avons trouvée directement responsable d’une expression
augmentée de BLyS/BAFF par les mDC, contribuant ainsi au phénotype inflammatoire déja
observé chez ces individus. De par sa capacité a pénétrer les cellules directement ou via des
protubérances cellulaires, et de ses interactions avec de multiples voies de signalisation, il

serait intéressant d’envisager le blocage de Nef en addition a la thérapie actuelle.

Les cellules B de la zone marginale présentent une capacité naturelle a 1’autoréactivité
de par leur potentiel intrinseque a la polyréactivité, mais sont restreintes dans cette
autoréactivité en conditions homéostatiques de par leur sensibilité accrue au facteur de survie,
de prolifération et de différentiation BLyS/BAFF. Toutefois, un exces de BLyS/BAFF, tel
qu’observé lors de la progression clinique du VIH-1, est en mesure de contrecarrer cette
tolérance périphérique. Dés lors, BLyS/BAFF peut favoriser la survie de ces cellules, dont les
cellules B « précurseurs » de la zone marginale que nous avons trouvées augmentées dans la
progression clinique du VIH-1. Ces derniéres peuvent contribuer a I’activation polyclonale et
aux manifestations d’autoréactivité, entre autres par la production d’auto-anticorps polyréactif

et polyspécifique et ce, potentiellement au détriment d’une réponse spécifique au VIH-1.

La quéte aux anticorps neutralisants a large spectre ne doit pas s’effectuer sans se poser
de questions quant a I’origine de ceux-ci. Détectés dans un stade plus avancé de la progression
de I’infection au VIH-1, ces anticorps sont suspectés €tre produits entre autres par des cellules

B de premicre ligne telles les cellules B de la zone marginale, étant donné certaines
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caractéristiques au niveau de leur structure et de leur spécificité polyclonale présentant des
composantes autoréactives. Ils seraient principalement issus d’une altération au niveau de la
régulation de la tolérance et I’immunité. Malheureusement, ces anticorps sont inefficaces dans
le cadre de la progression de la maladie, puisqu’ils sont générés beaucoup trop tard pour leur

permettre d’instaurer une protection face au VIH-1.

L’espoir de déclencher une réponse B en vue de générer ce type d’anticorps
neutralisants a large spectre dans le cadre d’une vaccination doit se faire prudemment, en plus
de s’avérer une tache colossale. En conditions homéostatiques, les anticorps générées a partir
de clones B a caractére autoréactif ne seront pas conservés, et il sera difficile dans ce cas de

promouvoir une mémoire immunologique sans compromettre la tolérance.

Finalement, nous proposons que I’utilisation d’agents thérapeutiques en vue de
contrdler la concentration de BLyS/BAFF en addition a la thérapie actuelle, ou cela pourrait
permettre a la fois la réduction de cellules cibles du VIH-1 et la réduction de 1’activation du

systéme immunitaire.
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Perspectives

La caractérisation des cellules B dans le cadre d’une progression versus un controle de
la maladie dans le contexte d’une infection au VIH-1 doit se poursuivre. En ce sens, la mesure
de I’expression de geénes (« gene expression array ») permettrait d’identifier I’expression
différenticlle de geénes entre les progresseurs et les controleurs au niveau des populations de
cellules B de premicre ligne. De plus, il serait également intéressant de procéder a des essais
de stimulations in vitro de ces cellules B par BLyS/BAFF et gp120, suivant une courbe de
concentration, afin de donner une indication quant a I’activité de ces cellules, ainsi que leur

implication dans la production d’anticorps.

Egalement, nous avons observé une implication anti-inflammatoire de RA dans I’effet
proinflammatoire de Nef. Toutefois, nous devons procéder a d’autres essais in vitro portant sur
des intermédiaires de la voie de signalisation de RA, tel que PPARY, pouvant expliquer les

mécanismes derriére cette observation.
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Annexes

Figure annexe 1

Comparaison de la concentration plasmatique de chimiokines. Les concentrations
plasmatiques de A) BCA-1, B) SDF-1a+p, C) TECK et D) CCL28 chez les progresseurs
rapides (panneaux de gauche), les progresseurs classiques (panneaux centraux) et les
progresseurs lents (panneaux de droite). Les mémes valeurs pour les individus non infectés au
VIH-1 sont utilisées comme groupe controle, et sont retrouvées dans tous les panneaux. Les
concentrations plasmatiques ont été mesurées par 1’utilisation de trousses ELISA disponible
commercialement, et elles ont été analysées en utilisant le test statistique Wilcoxon signed-
rank pour les comparaisons pairées entre les different stades de 1’infection a ’intérieur d’un
groupe de progression, et test Mann-Whitney U afin de comparer les different groupes. * p <
0.05; ** p <0.001; *** p <0.0001. PI, postinfection; ART, thérapie antirétrovirale.
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Figure annexe 1. Comparaison de la concentration plasmatique de chimiokines.
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Abstract

Dendritic cells (DC) modulate B cell differentiation, activation and survival mainly through
production of growth factors such as B Lymphocyte Stimulator (BLyS/BAFF). DC
populations have been reported to be affected in number, phenotype and function during HIV
infection and such alterations may contribute to the dysregulation of the B cell compartment.
Herein, we reflect on the potential impact of DC on the pathogenesis of HIV-related B cell
disorders, and how DC status may modulate the outcome of mucosal B cell responses against
HIV, which are pivotal to the control of disease. A concept that could be extrapolated to the
overall outcome of HIV disease, whereby control vs progression may reside in the host’s
capacity to maintain DC homeostasis at mucosal sites, where DC populations present an
inherent capacity of modulating the balance between tolerance and protection, and are

amongst the earliest cell types to be exposed to the virus.

Abstract word count: 149

Running Title: Influence of Dendritic cells on HIV-related B cell disorders
Keywords: HIV, Dendritic cells, B Lymphocytes, BLyS/BAFF, Disease Control vs
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1. Introduction

Based on the study of natural correlates of protection against HIV infection, the overall
outcome of disease may depend on the host’s capacity to control the extent of inflammation
and preserve systemic integrity by constraining immune activity to mucosal tissues, where
viral exposure occurs. There, DCs are one of the earliest cell types to be exposed to the virus,
and present an inherent capacity to orchestrate a homeostatic balance between tolerance and
protection [1-4]. It is likely that the incapacity to keep a balance in these homeostatic
processes will promote inflammation and lead to disease progression [5]. In contrast, the
capacity to maintain immune homeostasis at mucosal sites will probably allow for better
control of HIV-infection. The general effects of HIV-infection and disease on DC populations
have been recently reviewed [1-4] and are beyond the scope of this work. This perspective
review will focus on the potential impact of DCs on HIV-related B cell disorders and
responses.

Although the vast majority of HIV-infected individuals can now achieve and maintain
viral suppression with modern antiretroviral therapy (ART), their life expectancy remains
much shorter than the general population and they continue to be at much higher risk for non-
AlIDS-associated diseases commonly associated with aging. B lymphocyte dysregulations are
often observed during HIV infection [reviewed in 6], contributing to abnormal levels of
immune activation and inflammation that may drive these clinical events. Given that the
requirements of B cell populations differ according to their status and stage of differentiation,
they are likely to be affected differentially by the HIV context, a process reflected by events
such as polyclonal activation, breakage of tolerance, altered sub-population dynamics,
exhaustion, as well as loss of the capacity to generate and maintain memory. All of which
contribute to a global impairment of the humoral immune compartment, leading to deficiency
in the generation of efficient anti-HIV responses.

Although the mechanisms involved in the triggering and progression of HIV-related B
cell disorders remain largely unknown, it has been suggested that they result from high
viremia and an impaired CD4" T cell compartment [6]. However, ART does not appear to
fully restore the B cell compartment since autoimmune manifestations and malignancies are

still detected despite recovery of CD4" T cell counts and suppression of viral replication by
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ART. In fact, the B cell disease seems to progress and differ in subtype depending on the level
of CD4" T cell compartment alteration/reconstitution [6]. The fact that some B cell disorders
can persist despite successful ART and in absence of apparent disease progression [6-10],
suggests that factors other than and/or complementary to viral load and CD4" T cells may
contribute to HIV-related B cell dysregulations. It is unlikely that they result from direct
infection of B cells. Indeed, despite the fact that HIV has been shown to replicate in CD40
stimulated B cells in vitro [11-13], the virus has not yet been shown to infect or replicate in B
cells in vivo [6, 11-17]. Moreover, although Epstein-Barr virus (EBV) has been reported to be
involved in the AIDS-related B cell dysregulations leading to lymphomas, only 30-40% of the
complications are EBV related and more so the result of chronic stimulation [18].

DCs are involved in the outcome of B cell development, differentiation and survival, in
T-dependent and T-independent manners, mainly through production of the tumour necrosis
factor (TNF)-family members B lymphocyte stimulator (BLyS/BAFF) and a proliferation-
inducing ligand (APRIL) [19-20]. BLyS is involved in transitional immature (TI) B cell
survival and ontogenesis, and both BLyS and APRIL have been shown to promote B cell
differentiation by inducing molecular events characteristic of class switch recombination
(CSR) leading to secretion of isotype switched Ig when in conjunction with signals delivered
via the B cell receptor (BCR) or Toll like receptors (TLRs) [21-24].

Interestingly, we have recently demonstrated that BLyS over-expressing myeloid DCs
(mDCs) are present in the blood of HIV-infected rapid and classic progressors, as soon as in
the acute phase of infection and persisting despite successful therapy. Accordingly, these
individuals present B cell dysregulations favouring the overall inflammatory burden and
preventing effective viral eradication. In contrast, HIV elite controllers had normal levels of
BLyS expression on their blood mDCs, and presented an unaltered blood B cell compartment.
These observations suggest that the extent to which HIV disease progression is controlled may
be linked to the integrity of the DC compartment and to its capacity to orchestrate B cell

population dynamics and responses.
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2. Observations with the HIV transgenic (HIV-Tg) mouse system

Early data supporting the hypothesis that DCs are involved in the dysregulation of the B cell
compartment in the context of HIV, were obtained with HIV-Tg mice expressing the coding
regions for proteins Rev, Env and/or Nef of HIV-1, under the control of the human CD4
promoter and mouse CD4 enhancer, which drive expression in CD4" T cells, macrophages and
DCs [25-27]. HIV-Tg mice develop a disease which is dependent on nef and comparable to
many aspects of human AIDS [25-26]. In these animals, total B cell numbers were increased
in lymph nodes (LN) and spleen, the latter which presented a particularly enlarged marginal
zone (MZ) [25-26, 28]. Polyclonal B cell activation was reflected by hyperglobulinemia and
accumulation of anti-dsDNA auto-antibodies in serum, as well as by spontaneous hyper-
reactivity in vitro [28]. The capacity to generate germinal center (GC) reactions and mount
matured antibody responses following immunisation was also severely impaired in these
animals [28]. Soluble Nef has been shown to penetrate B cells and/or to be propelled via
macrophage extensions, suppressing Ig CSR by blocking CD40 signalling and thus impairing
the capacity of generating high affinity T-dependent memory B cell responses [29-30].
However, B cells enriched from the spleen of HIV-Tg mice behaved similarly to those of
littermate controls by CSR in response to anti-CD40 stimulation in vitro, suggesting that
soluble Nef was not mainly responsible for the impaired capacity of these animals to generate
isotype switched Ig following immunisation [28]. Whether propelling of soluble Nef operates
in the context of DC collaboration with B cells remains to be established. The direct effects of
Nef on B cells are likely to vary with the status and activation requirements of the different B

cell sub-populations, and DCs may modulate these responses accordingly.

Therefore, as reported in humans, HIV-Tg mice present polyclonal B cell activation and
breakage of tolerance as well as an impaired capacity to generate high affinity adaptive
humoral responses. Interestingly, CD11¢"CD11b™ mDCs from HIV-Tg mice accumulated at
entry points of secondary lymphoid organs (SLO) [31], in the LN sub-capsular sinus as well as
in the MZ of the spleen [28, 32]. Also, mDCs agglomerated among IgMbright plasma cell foci
in the red pulp adjacent to the MZ. The fact that blood derived immature mDCs are the
primary cells that efficiently capture and transport particulate Ag to the splenic MZ, where
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they provide signals to Ag-specific MZ B cells [33-34], suggest that their accumulation at
such sites likely contributes to the enlargement of the MZ B cell population, as well as to the
polyclonal activation and breakage of tolerance observed in HIV-Tg animals [28]. This most
possibly involves delivery of “altered and/or excessive” contact events and/or B cell growth
factors, such as BLyS, as mDCs from HIV-Tg mice were shown to be altered in their
numbers, phenotype and stimulatory functions [32].

BLyS over-expressing mice also present enlarged splenic MZ, B cell hyperactivity and
autoimmunity [35], a phenotype also shared by autoimmune-regulatory-(AIRE)-deficient
mice, in which BLyS levels are elevated in serum and over-expressed by peripheral blood
CDI11c¢" DC and stimulated bone marrow-derived DCs [36-37]. Of note, AIRE is involved in
regulation of STATI1 signalling, a pathway shown to be used by the HIV Nef protein to
promote a pro-inflammatory phenotype by human monocyte-derived macrophages [38-39]
and likely in modulation of the over- expression of TNF-[] by human monocyte-derived DCs
[40]. The HIV protein Nef is released early and can be measured in the serum of HIV-infected
patients [41]. Furthermore, Nef was reported to penetrate DCs and to alter DC maturation and
function, and to induce distinct cytokine/chemokine secretion patterns [1]. Thus early HIV-
released products such as Nef, may play an important role in modulating DC phenotype, likely

influencing the outcome of B cell disease progression.

Several other HIV products are also likely to influence DCs. Indeed, HIV ssRNA, gp120
and Tat are considered to be major modulators of cellular activation via microbial pattern
recognition receptors (PRR), including TLRs, which DC populations express a wide range,
and which prior engagement lead to subversion of the immune response [42]. Interestingly,
HIV-ssRNA is recognised by TLR7, which signalling was shown to regulate human
monocyte-derived DC-dependent B cell responses through up-regulation of BLyS [43]. As
such, both mDCs and plasmacytoid (pDCs) enriched from the blood of primary HIV-infected
individuals were found to be hyper-responsive to TLR7 agonists and produced high amounts
of cytokines and chemokines upon stimulation [44]. HIV-gp120 has also been shown to

mediate B cell polyclonal activation, driving CSR in a BLyS-dependent manner [45].
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Altogether, these observations support a role for DCs and BLyS in triggering and driving B
cell dysregulations in the context of HIV.

3. HIV disease progression: Role for BLyS over-expressing mDCs in driving B cell

dysregulations

In recent longitudinal studies involving HIV-infected individuals with different rates of
disease progression, we have shown that mDC frequencies were reduced in the blood of rapid
and classic progressors, as soon as in the acute phase of infection and persisting throughout the
course of disease despite successful therapy [46]. The low blood levels of mDCs correlated
with increased serum levels of DC-tropic chemokines CCL2, CCL19 and CCL20, suggesting
drainage to peripheral sites [47]. Most importantly, our studies have revealed increased levels
of BLyS expression in the plasma and on the surface of these blood mDCs [7]. Therefore,
mDCs may play a major role in perpetuating B cell dysregulations, as they over-express BLyS
and are recruited to peripheral sites. Furthermore there might be a pressure towards monocyte-
driven differentiation into BLyS over-expressing mDCs, since BLyS over-expressing
CD11¢'CD14'CD16 monocytes, precursors of DCs [48-49], were increased in the blood of
chronically infected rapid and classic progressors [7, 46]. Interestingly the murine analogue of
the CD11¢"CD14"CD16™ population (Gr-1" monocytes) are linked to the formation of “Tip-
DCs” which are a source of inflammatory cytokines and TNF [49].

Consistently, in HIV progressors, B cell dysregulations were found throughout follow-
up and were accompanied by the increased frequency of a population presenting features
shared by both transitional immature (TI) and circulating MZ-like B cells, bearing a
CD1c+CD211°IthiCD10+CD27+ phenotype, which we have termed “precursor/activated MZ-
like” B cells [7]. Of course the human MZ is a complex heterogeneous niche, and MZ-like B
cells have been shown to recirculate in humans and are not restricted to the spleen [50].
Further characterization is thus required to identify the exact nature of these B cells.
Nevertheless, we believe these cells represent a “first line” B cell population that increases in
the context of inflammatory conditions such as in HIV infection. These findings are in line

with the recently described defects of IgM" “memory” B cells reported for some HIV-infected
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individuals [6]. TI B cells have been found to be elevated [51] and to preferentially give rise to
MZ type B cells in conditions of lymphopenia associated with pathology [52]. The fact that TI
B cells are hyper-responsive to BLyS [21], and are increased in the blood of HIV-infected
patients with advanced disease [53], suggests that mDC expressing high levels of BLyS may
contribute to increased survival of TI B cells and favoured selection into a MZ-like “first line”

B cell pool [54].

These observations suggest that the DC-mediated B cell dysregulation process we are
proposing would likely, although not solely, affect immature and “first line” B cell
populations. Given their location in lymphoid organs and mucosal-associated structures, “first
line” B cell populations are highly influenced by DC and constitute early T cell-independent
defence against invading pathogens [22]. Also, given their frequent auto-reactive and cross-
reactive repertoires and their relative hyperactivity, these populations are often found in
pathologic conditions associated with infections, autoimmunity and lymphomas [21-22]. This
likely involves chronic stimulation and excessive delivery of survival signals [16, 21-22, 55],
which altogether may overcome mechanisms of peripheral tolerance and homeostasis. The
aberrant expression of BLyS and/or its receptors is often linked to B cell autoimmunity and
malignancies [21, 56-58]. As such, anergic auto-reactive B cells were shown to evade negative
selection when provided with excess BLyS [56-57]. Recently, excess BLyS was found to be
involved in the breakdown of B cell tolerance in Sjogren’s syndrome, favouring expansion of
TI and MZ-like B cells [21]. This is reminiscent of events observed during the course of HIV
infection, and is in line with correlations between the elevated blood levels of auto-reactive
antibodies (Abs) and high levels of BLyS expression in the plasma and on the cell surface of

blood monocytes in HIV-infected individuals [59-60].

Altogether, the above observations are consistent with the model by which, in the
context of HIV disease progression, the high turnover of peripheral DCs may promote the
recruitment of BLyS over-expressing monocytic precursors and mDCs, likely contributing to
an inflammatory milieu and modulating the outcome of B cell responses (Figure 1). However,
as to whether this process is regulated by the host response and/or modulated by direct and

indirect viral effects, remains to be established. Likely explanations involve factors such as
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HIV-products, excessive apoptosis and release of auto-Ag, as well as products from microbial
translocation resulting from breakage of mucosal integrity. Interestingly, levels of products
from microbial translocation such as LPS, LBP and sCD14 were elevated in the blood of HIV
progressors harbouring increased frequencies of BLyS over-expressing mDCs and of

“precursor/activated MZ-like” B cells [7, 46].

4. Control of HIV disease progression: preservation of BLyS expression status by mDC
favours efficient B cell responses
In contrast to that observed in rapid and classic HIV progressors, blood mDC levels and BLyS
expression status were unaltered in HIV elite controllers [7, 46]. However, monocytic DC
precursors of a CD11¢'CD14°CD16" phenotype, which murine analogs are thought to settle
peripheral organs in steady state conditions [48-49], were found to be significantly increased
in their blood [46], suggesting high turnover in absence of excessive inflammation. Also,
although the blood B cell compartment remained unaltered in HIV elite controllers, their blood
level of mature MZ-like B cells was lower when compared to that in both rapid and classic
progressors, as well as to healthy donors [7]. This suggests that recruitment of this “first line”
population to peripheral sites may be beneficial to the host and “control” process. Although
our observations in HIV elite controllers may reflect early stages of malfunction, we rather
favour the view by which HIV-mediated disease control may be an active process involving
DC populations, preventing B cell dysregulation and favouring the generation of first line as
well as effective broadly neutralizing anti-HIV antibody responses. In line with this, the
capacity of some HIV-infected individuals to produce potent broadly neutralizing antibodies
constitutes a good correlate of prognosis against disease progression [61]. Indeed, the
relatively poor antigenicity and silenced immunogenicity of HIV-Env neutralization epitopes
preclude the induction of efficient neutralising Abs in most HIV-infected individuals [62].
Needless to say that understanding the generation of such antibodies has become pivotal to the
pursue of HIV vaccine research [63].

Given that mucosal DC populations are gate-keepers of peripheral integrity and amongst
the first to be involved in the battle against HIV, it is likely that they influence the outcome of

mucosal B cell responses against the virus. IgA is the most abundant mucosal Ig and aids
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several functions including immune-mediated exclusion of both pathogenic and commensal
micro-organisms [22, 64]. High levels of mucosal HIV-specific IgA have been found in
highly-exposed persistently seronegative (HEPS) individuals [65], whereas mucosal HIV-
specific IgA responses are rather low in HIV progressors [6]. Although the issue of
“protection” conferred by mucosal HIV-specific IgA remains controversial [65], in many
studies these Igs have been found to neutralize HIV infection and inhibit viral trancytosis in
vitro. A recent study on HIV-gp41 specific mucosal IgA, produced by cervical B cells from
HEPS individuals, demonstrated evidence for hypermutation and affinity maturation [66].
These observations based on natural control/immunity vs HIV suggest that efforts to develop
an effective vaccine against HIV should consider soliciting HIV-specific mucosal IgA
production. In support of this are the recent findings by Bomsel ef al; demonstrating that
mucosal IgA and IgG, elicited through mucosal vaccination with HIV-1 gp41 subunit
virosomes in nonhuman primates, prevented systemic invasion following vaginal simian-HIV
challenge, by blocking transcytosis and by mediating antibody dependent cellular cytotoxicity
(ADCC) [67]. Importantly, these animals lacked serum neutralizing antibody activity,
highlighting the role of effector antibodies at the mucosal portal of entry, and their importance
in preventing dissemination of HIV infection [68]. In humans, the Thai RV144 vaccine trial
has been raising some hope. Although the nature of the immune responses responsible for the
modest protection conferred (31%) have yet to be unravelled, it appears that the RV144
vaccine regimen may have elicited transient protective B-cell responses, which nature in terms
of generation and effector mechanisms has become critical to define, and appear to involve
short-lived antibody responses viewed to block HIV transmission at mucosal surfaces [69].
However, in light of the protection correlates data released at the AIDS Vaccine 2011 meeting
in Bangkok, (J. Kim, B.F. Haynes and colleagues), high levels of plasma Env IgA, most
probably monomeric, correlated with a 54% increased risk of infection. This is in line with our
findings showing that rapid and classic HIV progressors presented hyper-IgA in their serum
when compared to slow progressors and elite controllers [7]. Moreover, the fact that BLyS
levels were increased in the blood and on the surface of mDC in rapid and classic progressors
may have favoured serum hyper-IgA production. Indeed, over-expression of BLyS in Tg mice
has been shown to favour monomeric hyper-IgA CSR by spleen MZ B cells [70], a population
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known to present enhanced IgA CSR potential [71] and, which we have shown to be activated
and increased in the blood of rapid and classic HIV progressors [7]. Nevertheless, production
of serum and mucosal IgA appear to follow different circuits, and requirements may differ
depending on the sites of induction, the immuno-modulatory milieu and B cell populations
responding [72]. It is therefore possible that high levels of monomeric IgA in the blood may
increase risk of infection and systemic invasion, whereas the production of dimeric IgA at
mucosal sites may confer protection. Unfortunately, there were no mucosal samples in the
RV 144 trial to assess mucosal dimeric Env IgA levels, which we would predict may constitute

better correlates of protection.

Again, based on these observations, our model would suggest that systemic and mucosal
BLyS expression status, likely contributes to the modulation of B cell responses against HIV.
On one hand, BLyS expression patterns at mucosal ports of entry may promote mucosal IgA
and also IgG, viewed to block systemic invasion by the virus. On the other hand, the
incapacity to control these levels and constrain this immune activity to mucosal sites may

allow breaching systemic integrity and perpetuating disease (Figure 1).

5. The importance of DCs at mucosal sites

DCs are involved in maintaining a balance between tolerance vs protective immunity at both
the innate and adaptive levels, which process is pivotal at mucosal sites, where immune
homeostasis processes warrant peripheral integrity, and where the main battle with HIV takes
place [1-4]. Recent studies have demonstrated the importance of cross-talk between epithelial
cells and mDC populations in maintenance of a homeostatic balance of regulatory vs.
inflammatory responses at the mucosal level [73-75]. In the murine gut, two mDC populations
have recently been given importance, the CD103" and CD103" mDC populations that derive
from distinct precursors and are found in the mucosal associated lamina propria and draining
lymphoid organs [76-77]. Murine gut lamina propria CD103" mDC are known to support the
generation and retention of IgA-producing B cells in the lamina propria through retinoic acid
(RA) production [78]. Also, the tolerogenic capacity to modulate CD4" T regulatory (Treg)
lymphocytes is conferred by CD103" mDC through transforming growth factor (TGF)-[] and
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RA-dependent mechanisms [73]. On the other hand, the CD103" mDC population was shown
to produce higher levels of pro-inflammatory cytokines and generate protective immunity
[48], promoting the differentiation of CD4" T mucosal effector lymphocytes [79]. Creating
imbalance in these mDC populations by favouring CD103" mDC reconstitution lead to
experimental-induced colitis in a TNF-[]-dependent manner [76-77]. Analogous mucosal
mDC populations have been described in the human gut [73] and more recently in the human
lung, where they have been shown to differentiate from monocyte populations [80]. Based on
these observations, it is tempting to speculate that in the context of HIV infection, the
incapacity to keep a balance in homeostatic mucosal mDC populations, may allow for
increased “‘pro-inflammatory” mDC, possibly over-expressing BLyS, to accumulate at
mucosal sites, where they contribute to the imbalance of T regulatory/effector ratios and

modulate the outcome of mucosal B cell responses.

Although IgA™ plasma cells are generated mainly in the mucosal associated lymphoid
tissue (MALT) through a T-dependent mechanism, IgA" cell differentiation has also been
shown to be modulated in the MALT in a T-independent fashion through factors such as RA
and cytokines such as BLyS and APRIL produced by mDCs. Also, mDCs were found to
support T-independent IgA class switch recombination in human lamina propria via
production of APRIL [22, 64]. Interestingly in mice, both conventional B2 and first line IgM"
peritoneal B1 cells, have been shown to migrate directly to the gut lamina propria and
differentiate into IgA producing cells [64], through help provided by lamina propria mDCs.
Importantly, TLR-mediated epithelial cell:DC cross-talk at the level of human tonsillar crypts
was shown to orchestrate B cell CSR through modulation of BLyS levels via epithelial cell
secretion of thymic stromal lymphopoietin (TSLP) [75]. Work by Fontenot et al [81]
demonstrated that HIV induces human genital mucosal epithelial cells to produce TSLP,
activating mDCs, which in turn promote HIV-1 replication in CD4" T cells. Furthermore, in
rhesus macaques, increased TSLP expression was found to be concurrent with viral replication
in the vaginal tissues within the first 2 weeks after vaginal SIV exposure. Therefore, these
studies suggest that levels of TSLP involved in the cross-talk between mucosal epithelial cells
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and mDCs may contribute to modulating BLyS levels, and this may be important in

modulating the fate of HIV infection in mucosa, and the outcome of disease progression.

Based on these observations, it is reasonable to think that the incapacity to keep a
balance in homeostatic epithelial cell:DC cross-talk processes, which is likely to occur in
individuals who progress with HIV infection, will promote inflammation and lead to disease
perpetuation. In contrast, the capacity to maintain immune homeostasis at mucosal sites may
allow for better control of immune responsiveness and HIV infection. This view is consistent
with a report showing that early prevention of macrophage inhibitory protein (MIP)-3a
(CCL20) production in the genital tract of SIV-susceptible female macaques prevented
excessive recruitment of pDC and mDC populations, establishment of an inflammatory milieu
and infection, despite repeated intra-vaginal exposure to high doses of SIV [82]. Furthermore,
studies of SIV infection in non-pathogenic animal models have shown that their control of
disease progression appears linked to better management of the aberrant immune activation by
early onset of anti-inflammatory IL-10 production and T regulatory activity. Mucosal Th17
effectors are the main targets for HIV/SIV in the gut and massive depletion of these cells [83-
86] contributes to the breakage of integrity of the mucosal barrier and microbial translocation
from the gut, characteristic of pathogenic infections [87]. Fewer, Th17 effector target cells
were generated in non-pathogenic than in pathogenic SIV infections [88], a process linked to a
low type I interferon (IFN)-gene profile and low TLR7-signalling [89]. Interestingly, both type
I IFN- and TLR7-signalling have been shown to be involved in regulation of BLyS expression

patterns by DC populations [43, 90].

6. Role of DC in modulating B cell effector/regulatory responses in the context of HIV

The influence of DC in the outcome of B cell responses against HIV may modulate the
outcome of CD4" T cell effectors/targets for the virus. Indeed, there is an increasing body of
experimental evidence demonstrating the role of B cells in regulating the development,
proliferation and maintenance of CD4  effector, memory as well as regulatory T cell
populations, through both contact and/or cytokine mediated effector/regulatory functions [91-

92]. The increased lymphotoxin “effector” to IL-10 “regulatory” B cell ratio was recently
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demonstrated in the pathophysiology of multiple sclerosis (MS), promoting pro-inflammatory
T cell effector functions [93]. MS patients treated with a single course of Rituximab, a
monoclonal antibody that selectively targets and depletes CD20" B lymphocytes but not
plasmablasts, presented lower inflammatory brain lesions and clinical relapses, characterised
by the reduction in effector T lymphocyte infiltrates as well as decreased pro-inflammatory

Th1 and Th17 responses [94].

Episodic depletion of B cells is an effective therapy for several T cell-mediated
autoimmune diseases by promoting the emergence of regulatory B cell populations that will
hopefully prevent the reactivation of remaining autoreactive T cells [91]. The fact that at low
concentrations BLyS was shown to favour IL-10-production by murine splenic MZ
“regulatory” B cells, whereas elevated BLyS concentrations rather promoted MZ B cell
activation and differentiation, suggests that BLyS may play an important role in modulating
the nature of B cell functions and subsequently the outcome of Treg/T effector balance [95].
As such, blocking of BLyS, which has been used as a therapeutic target in clinical trials for the
treatment of autoimmune disorders such as systemic lupus erythematosus (SLE) [58], may
also be efficient in modulating this balance. In this view, decreased effector CD4" T cell
functions and increased regulatory CD4" T cell functions were observed following treatment
of NOD mice (model for type I diabetes) with the B cell maturation antigen (BCMA)-Fc
construct, which blocks BLyS-mediated survival signals for B cells. In a collagen-induced
model of rheumatoid arthritis, BLyS over-expression was shown to promote the expansion of
Th17 effector cells, and BLyS gene silencing inhibited DC driving of Th17-cell differentiation
in vitro [96]. These observations suggest that DCs may influence T cell differentiation and
effector target CD4" T cell availability for HIV in a BLyS-mediated manner either directly

and/or indirectly via modulation of B cell functions.

Concluding remarks

The extent to which HIV disease progression is controlled may be linked to the integrity of the

DC compartment and BLyS expression status, and to its capacity of orchestrating B cell
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population dynamics and responses. This may be best achieved at mucosal sites, where DC
populations present an inherent capacity of modulating the balance between tolerance and
protection, and are amongst the earliest cell types to be exposed to the virus. It is therefore
likely that they influence mucosal B cell responses against HIV, which in turn modulate the
outcome of CD4" T cell effectors, prime targets for the virus. The early assessment of BLyS
levels as well as DC and B cell population statuses have great prognostic value in predicting
the clinical course of HIV infection. This should be bared in mind in the design of future
preventive vaccines, which should aim at inducing first line as well as adaptive mucosal B cell
responses to block systemic invasion by the virus at the initial site of exposure. Therapeutic
approaches viewed to control BLyS levels may also be promising to reduce both HIV target
cells and systemic immune activation that are the hallmarks of HIV disease progression and

AIDS-associated diseases such as cancers, autoimmune and cardiovascular disorders.

Acknowledgements

We are thankful to M. Christian Charbonneau for excellent graphic arts expertise.

XXXV



References

[1] N. Derby, E. Martinelli, and M. Robbiani, “Myeloid dendritic cells in HIV-1 infection,”
Current Opinion in HIV and AIDS, vol. 6, pp. 379-384, 2011.

[2] M. van der Vlist, AM.G. van der Aar, S. I. Gringhuis, and T.B.H. Geijtenbeek, “Innate
signaling in HIV-1 infection of dendritic cells,” Current Opinion in HIV and AIDS, vol. 6, pp.
348-352,2011.

[3] A. Smed-Sorensen, and K. Loré, “Dendritic cells at the interface of innate and adaptive

immunity to HIV-1,” Current Opinion in HIV and AIDS, vol. 6, pp. 405410, 2011.

[4] F. Blanchet, A. Moris, J. P. Mitchell, and V. Piguet, “A look at HIV journey: from
dendritic cells to infection spread in CD4R T cells,” Current Opinion in HIV and AIDS, vol. 6,
pp. 391-397, 2011.

[51 J. M. Brenchley, D. A. Price, and D.C. Douek, “HIV disease: fallout from a mucosal
catastrophe?,” Nature Immunology, vol. 7, pp. 235-239, 2006.

[6] S. Moir, and A.S. Fauci, “B cells in HIV infection and disease,” Nature Reviews

Immunology, vol. 9, pp. 235-245, 2009.

[7]J. Fontaine, J. Chagon-Choquet, H.S. Valcke, J. Poudrier, and M. Roger, “High expression
levels of B Lymphocyte Stimulator (BLyS) by dendritic cells correlate with HIV-related B cell
disease progression in humans,” Blood, vol. 117, pp. 145-155,2011.

[8] M.A. Jacobson, H. Khayam-Bashi, J.N. Martin, D. Black, and V. Ng, “Effect of long-term
highly antiretroviral therapy in restoring HIV-induced abnormal B-lymphocyte function,”

Journal of Acquired Immune Deficiency Syndrome, vol. 31, pp. 472-477, 2002.

XXXVii



[9] L.H. Calabrese, E. Kirchner, and R. Shrestha, “Rheumatic complications of human
immunodeficiency virus infection in the era of highly active antiretroviral therapy: emergence
of a new syndrome of immune reconstitution and changing patterns of disease,” Seminars in

Arthritis Rheumatology, vol. 35, pp. 166-174, 2005.

[10] V. Bekker, H. Scherpbier, D. Pajkrt, S. Jurriaans, H. Zaaijer, and T.W. Kuijpers,
“Persistent humoral immune defect in highly active antiretroviral therapy-treated children with
HIV-1 infection: loss of specific antibodies against attenuated vaccine strains and natural viral

infection,” Pediatrics , vol. 118, pp. €315-322, 2006.

[11] S. Moir, R. Lapointe, A. Malaspina et al., “CD40-Mediated Induction of CD4 and
CXCR4 on B Lymphocytes Correlates with Restricted Susceptibility to Human

Immunodeficiency Virus Type 1 Infection: Potential Role of B Lymphocytes as a Viral
Reservoir,” Journal of Virology, vol. 73, pp. 7972-7980, 1999.

[12] S. Moir, A. Malaspina, Y. Li et al., “B Cells of HIV-1-infected Patients Bind Virions
through CD21-Complement Interactions and Transmit Infectious Virus to Activated T Cells,”

Journal of Experimental Medicine, vol. 192, pp. 637-645, 2000.

[13] G. Gras, C. Legendre, R. Krzysiek, D. Dormont, P. Galanaud, and Y. Richard,
“CD40/CD40L Interactions and Cytokines Regulate HIV Replication in B Cells in Vitro,”
Virology, vol. 220, pp. 309-319, 1996.

[14] G.M. Shearer, “HIV-Induced Immunopathogenesis,” Immunity, Vol. 9, pp. 587-593,
1998.

XXXViii



[15] G. Rappocciolo, P. Piazza, C. L. Fuller et al., “DC-SIGN on B Lymphocytes Is Required
for Transmission of HIV-1 to T Lymphocytes,” PloS Pathogens, vol. 2, no. 7, pp. 691-704
€70, 2006.

[16] A. S. Edelman, and S. Zolla-Pazner, “AIDS: A syndrome of immune dysregulation,
dysfunction, and deficiency,” FASEB Journal, vol. 3, pp. 22-30, 1989.

[17] G. Gras, Y. Richard, P. Roques, R. Olivier, and D. Dormont, “Complement and Virus-
Specific Antibody-Dependent Infection of Normal B Lymphocytes by Human
Immunodeficiency Virus Type 1,”Blood, vol. 81, pp.1808-1818, 1993.

[18] J.G. Monroe, and L.E. Silberstein, “HIV-mediated B-lymphocyte activation and
lymphomagenesis,” Journal of Clinical Immunology, vol. 15, pp. 61-68, 1995.

[19] F.D. Batista, and N.E. Harwood, “The who, how and where of antigen presentation to B
cells,” Nature Reviews Immunology, vol. 9, pp. 15-27, 2009.

[20] G. Macpherson, N. Kushnir, and M. Wykes, “Dendritic cells, B cells and the regulation of
antibody synthesis,” Immunological Reviews, vol. 172, pp. 325-34, 1999.

[21] M.M. Varin, L. Le Pottier, P. Youinou et al., “B-cell tolerance breakdown in Sjogren's

syndrome: focus on BAFF,” Autoimmunity Reviews, vol. 9, no. 9, pp. 604-8, 2010.

[22] A. Cerutti, 1. Puga, and M. Cols, “ Innate control of B cell responses,” Trends in
Immunology, Vol. 32, No. 5, pp. 202-211, 2011.

XXX1X


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Youinou%20P%22%5BAuthor%5D

[23] S.G. Tangye, V. L. Bryant, A. K. Cuss, and K. L. Good, “BAFF, APRIL and human B
cell disorders, ” Seminars in Immunology, vol. 18, pp. 305-317, 2006.

[24] M.B. Litinskiy, B. Nardelli, D.M. Hilbert et al., “DCs induce DC40-independent
immunoglobulin class switching through BLyS and APRIL,” Nature Immunology, vol. 3, pp.
822-829, 2002.

[25] Z. Hanna, D.G. Kay, N. Rebai, A. Guimond, S. Jothy, and P. Jolicoeur, “Nef harbors a
major determinant of pathogenicity for an AIDS-like disease induced by HIV-1 in transgenic

mice,” Cell , vol. 95, pp. 163-175, 1998.

[26] Z. Hanna, D.G. Kay, M. Cool, S. Jothy, N. Rebai, and P. Jolicoeur, “Transgenic Mice
Expressing Human Immunodeficiency Virus Type 1 in Immune Cells Develop a Severe

AIDS-Like Disease, ” Journal of Virology, vol. 72, pp. 121-132, 1998.

[27] Z. Hanna, N. Rebai, J. Poudrier, and P. Jolicoeur, “Distinct regulatory elements are
required for faithful expression of human CD4 in T cells, macrophages, and dendritic cells of

transgenic mice, ” Blood, vol. 98, pp. 2275-2278, 2001.

[28] J. Poudrier, X. Weng, D.G. Kay et al., “The AIDS disease of CD4C/HIV transgenic mice
shows impaired germinal centers and autoantibodies and develops in the absence of IFN-

gamma and IL-6,” Immunity , vol. 15, pp. 173-185, 2001.

[29] X. Qiao, B. He, A. Chiu, D.M. Knowles, A. Chadburn, and A. Cerutti, “Human
immunodeficiency virus 1 Nef suppresses CD40-dependent immunoglobulin class switching

in bystander B cells,” Nature Immunology, vol. 7, pp. 302-310, 2006.

x1



[30] W. Xu, P.A. Santini, J.S. Sullivan et al., “ HIV-1 Evades virus-specific IgG2 and IgA
responses by targeting systemic and intestinal B cells via long-range intercellular conduits, ”

Nature Immunology, vol. 10, pp. 1008-1017, 2009.

[31] D. Alvarez, E. H. Vollmann, and U. H. von Andrian, “Mechanisms and Consequences of

Dendritic Cell Migration,” Immunity, vol. 29, pp. 325-342, 2008.

[32] J. Poudrier, X. Weng, D.G. Kay, Z. Hanna, and P. Jolicoeur, “The AIDS-like disease of
CD4C/human immunodeficiency virus transgenic mice is associated with accumulation of

immature CD11bHi dendritic cells,” Journal of Virology, vol. 77, pp. 11733-11744, 2003.

[33] M. Balazs, F. Martin, T. Zhou, and J. F. Kearney, “Blood Dendritic Cells Interact with
Splenic Marginal Zone B Cells to Initiate T-Independent Immune Responses,” Immunity, vol.

17, pp. 341-352, 2002.

[34] A. Bergtold, D.D. Desai, A. Gavhane, and R. Clynes, “Cell surface recycling of
internalized antigen permits dendritic cell priming of B cells,” Immunity, vol. 23, pp. 503-514,

2005.

[35] F. Mackay, W.A. Figgett, D. Saulep, M. Lepage, and M.L. Hibbs, “B-cell stage and
context-dependent requirements for survival signals from BAFF and the B-cell receptor,”

Immunological Reviews, vol. 237, no. 1, pp. 205-225, 2010.

[36] S. Hissler, C. Ramsey, M.C. Karlsson et al., “AIRE-deficient mice develop
haematopoietic irregularities and marginal zone B-cell lymphoma,” Blood, vol. 108, pp.1941-

1948, 2006.

xli


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Bergtold%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gavhane%20A%22%5BAuthor%5D

[37] E. Lindh, SM. Lind, E. Lindmark et al., “AIRE regulates T-cell-independent B-cell
responses through BAFF,” Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America, vol. 105, pp. 18466-18471, 2008.

[38] M. Federico, Z. Percario, E. Olivetta et al., “HIV-1 Nef activates STATI in human
monocytes/macrophages through the release of soluble factors,” Blood, vol. 98, pp. 2752-
2761, 2001.

[39] G. Mangino, Z.A. Percario, G. Fiorucci et al., “In vitro treatment of human
monocytes/macrophages with myristoylated recombinant NEF of human immunodeficiency
virus type 1 leads to the activation of mitogen-activated protein kinases, IkappaB kinases, and
interferon regulatory factor 3 and to the release of beta interferon,” Journal of Virology, vol.

81, pp. 2777-2791, 2007.

[40] M.G. Quaranta, E. Tritarelli, L. Giordani, and M. Viora, “HIV-1 Nef induces dendritic
cell differentiation: a possible mechanism of uninfected CD4 (+) T cell activation,”

Experimental Cell Research, vol. 275, pp. 243-254, 2002.

[41] Y. Fujii, K. Otake, M. Tashiro, and A. Adachi, “Soluble NEF antigen of HIV-1 is
cytotoxic for human CD4+ T cells,” FEBS Letters, vol. 393, pp. 93-96, 1996.

[42] L. J. Young, N. S. Wilson, P. Schnorrer et al., “ Dendritic cell preactivation impairs MHC
class II presentation of vaccines and endogenous viral antigens, ”Proceedings of the National

Academy of Sciences of the United States of America, Vol. 104, pp.17753-17758, 2007.

xlit



[43] H. Yu, Y. Liu, J. Han et al., “TLR7 regulates dendritic cell-dependent B cell responses
through BLyS in immune thrombocytopenic purpura,” European Journal of Haematology,

vol. 86, pp. 67-74, 2011.

[44] R.L. Sabado, M. O'Brien, A. Subedi et al., “Evidence of dysregulation of dendritic cells
in primary HIV infection,” Blood, vol.116, no. 19, pp. 3839-3852, 2010.

[45] B. He, X. Qiao, P.J. Klasse et al., “HIV-1 envelope triggers polyclonal Ig class switch
recombination through a CD40-independent mechanism involving BAFF and C-type lectin

receptors,” Journal of Immunology, vol. 176, pp. 3931-3941, 2006.

[46] J. Fontaine, F. Coutlée, C. Tremblay, J.P. Routy, J. Poudrier, and M. Roger, “HIV
infection affects blood myeloid dendritic cells after successful therapy and despite

nonprogressing clinical disease,” Journal of Infectious Disease, vol. 199, pp. 1007-1018,

2009.

[47] J. Fontaine, J. Poudrier, and M. Roger, “Persistence of high blood levels of the
chemokines CCL2, CCL19 and CCL20 during the course of HIV infection,” AIDS Research
and Human Retroviruses, vol. 27, pp. 655-657, 2011.

[48] M.L. del Rio, G. Bernhardt, J.I. Rodriguez-Barbosa, and R. Forster, “Development and
functional specialization of CD103+ dendritic cells,” Immunological Reviews, vol. 234, pp.

268-281,2010.

[49] F. Tacke, and G.J. Randolph, “Migratory fate and differentiation of blood monocyte
subsets,” Immunobiology, vol. 211, pp. 609-618, 2006.

xliil



[50] J.C. Weill, S. Weller, and C.A. Reynaud, “Human Marginal Zone B cells,” Annual
Review of Immunology, vol. 27, pp. 267-85, 2009.

[51] A. Malaspina, S. Moir, D.G. Chaitt et al., “Idiopathic CD4+ T lymphocytopenia is
associated with increases in immature/transitional B cells and serum levels of IL-7,” Blood,

vol. 109, pp. 2086-2088, 2007.

[52] G. Pantaleo, C. Graziosi, J.F. Demarest et al., “HIV infection is active and progressive in
lymphoid tissue during the clinically latent stage of disease,” Nature, vol. 362, pp. 355-358,
1993.

[53] A. Malaspina, S. Moir, J. Ho et al., “Appearance of immature/transitional B cells in HIV-
infected individuals with advanced disease: correlation with increased IL-7,” Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, vol. 103, pp. 2262-2267,
2006.

[54] M.P. Cancro, D.P. D'Cruz, and M.A.Khamashta, “The role of B Lymphocyte Stimulator
(BLyS) in systemic lupus erythematosus,” Journal of Clinical Investigation, vol. 119, pp.
1066-73, 2009.

[55] F. Suarez, O. Lortholary, O. Hermine, and M.Lecuit, “Infection-associated lymphomas
derived from marginal zone B cells: a model of antigen-driven lymphoproliferation,” Blood,

vol. 107, pp. 3034-3044, 2006.

[56] R. Lesley, Y. Xu, S.L. Kalled et al., “Reduced competitiveness of autoantigen-engaged
B cells due to increased dependence on BAFF,” Immunity, vol. 20, pp. 441-453, 2004.

xliv


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Clin%20Invest.');

[57] M. Thien, T.G. Phan, S. Gardam et al., “Excess BAFF rescues self-reactive B cells from
peripheral deletion and allows them to enter forbidden follicular and marginal zone niches,”

Immunity, vol. 20, pp. 785-798, 2004.

[58] Z. Liu, and A. Davidson, “BAFF and sclection of autoreactive B cells,” Trends in
Immunology, vol 32, pp.388-394, 2011.

[59] W. Stohl, G.S. Cheema, W.S. Briggs et al., “B lymphocyte stimulator protein-associated
increase in circulating autoantibody levels may require CD4+ T cells: lessons from HIV-

infected patients,” Clinical Immunology, vol. 104, pp. 115-122, 2002.

[60] B. Rodriguez, H. Valdez, W. Freimuth et al., “Plasma levels of B-lymphocyte stimulator
increase with HIV disease progression,” AIDS, vol. 17, pp. 1983-2000, 2003.

[61] J.R. Mascola, and D.C. Montefiori, “The Role of Antibodies in HIV Vaccines,” Annual
Review of Immunology, vol. 28, pp. 413—-44, 2010.

[62] P. J. Klasse, R. W. Sanders, A. Cerutti, and J. P. Moore, “How Can HIV-Type-1-Env
Immunogenicity Be Improved to Facilitate Antibody-Based Vaccine Development?” AIDS
Research and Human Retroviruses, vol.27, DOI: 10.1089/aid.2011.0053, 2011.

[63] D. R. Burton, and R. A. Weiss, “A Boost for HIV Vaccine Design,” Science, vol. 329, pp.
770-773, 2010.

[64] S. Fagarasan, S. Kawamoto, O. Kanagawa, and K. Suzuki, “Adaptive immune regulation
in the gut: T cell-dependent and T cell-independent IgA synthesis,” Annual Review of
Immunology, vol. 28, pp. 243-273, 2010.

xlv



[65] B.L. Shacklett, “Immune responses to HIV and SIV in mucosal tissues: ‘location,

location, location,” Current Opinion in HIV AIDS, vol. 5, pp. 128-134, 2010.

[66] D. Tudor, M. Derrien, L. Diomede et al., “HIV-1 gp41-specific monoclonal mucosal
IgAs derived from highly exposed but IgG-seronegative individuals block HIV-1 epithelial
transcytosis and neutralize CD4(+) cell infection: an IgA gene and functional analysis,”

Mucosal Immunology, vol. 2, pp. 412-426, 2009.

[67] M. Bomsel, D. Tudor, A.S. Drillet et al., “Immunization with HIV-1 gp41 subunit
virosomes induces mucosal antibodies protecting nonhuman primates against vaginal SHIV

challenges,” Immunity, vol. 34, pp. 269-280, 2011.

[68] M.J. McElrath, “Standing Guard at the Mucosa,” Immunity, vol. 34, pp. 146-148, 2011.

[69] G.D. Tomaras, and B.F. Haynes, “Strategies for eliciting HIV-1 inhibitory antibodies,”
Current Opinion in HIV and AIDS, vol. 5, pp. 421-427, 2010.

[70] M. Batten, and J. Groom, “BAFF mediates survival of peripheral immature B
Lymphocytes,” Journal of Experimental Medicine, vol. 192, pp. 1453 — 1466, 2000.

[71] D. A. Kaminski, and J. Stavnezer, “Enhanced IgA class switching in marginal zone and

B1 B cells relative to follicular/B2 B cells,” Journal of Immunology, vol. 177 , pp. 6025 —
6029, 2006.

[72] A.J. Macpherson, K.D. McCoy, F-E. Johansen, and P. Brandtzaeg, “The immune
geography of IgA induction and Function,” Mucosal Immunology, vol. 1, pp.11-22, 2008.

xlvi



[73] M. Rescigno, and A. Disabatino, “Dendritic cells in intestinal homeostasis and disease,”

Journal of Clinical Investigation, vol. 119, pp. 2441-2450, 2009.

[74] S. Manicassamy, B. Reizis, R. Ravindran et al., “Activation of beta-catenin in dendritic
cells regulates immunity versus tolerance in the intestine,” Science, vol. 329, no. 5993, pp.

849-853, 2010.

[75] W. Xu, B. He, A. Chiu A et al., “Epithelial cells trigger frontline immunoglobulin class
switching through a pathway regulated by the inhibitor SLPI,” Nature Immunology, vol. 8, pp.
294-303, 2007.

[76] M. Bogunovic, F. Ginhoux, J. Helft et al., “Origin of the lamina propria dendritic cell
network,” Immunity, vol. 31, pp. 513-525, 2009.

[77] C. Varol, A. Vallon-Eberhard, E.C. Elinav et al., “Intestinal lamina propria dendritic cell
subsets have different origin and functions,” Immunity, vol. 31, pp. 502-512, 2009.

[78] S. Uematsu, K. Fujimoto, M.H. Jang et al., “ Regulation of humoral and cellular gut
immunity by lamina propria dendritic cells expressing Toll-like receptor 5,” Nature

Immunology, vol. 9, pp. 769-776, 2008.

[79] K. Atarashi, J. Nishimura, T. Shima, et al., “ ATP drives lamina propria T(H)17 cell
differentiation,” Nature, vol. 455, pp. 808-812, 2008.

[80] C. Jakubzick, F. Tacke, F. Ginhoux, et al., “Blood Monocyte Subsets Differentially Give

Rise to CD103 + and CDI103- Pulmonary Dendritic Cell Populations,” Journal of
Immunology, vol.180, pp. 3019-3027, 2008.

xlvit



[81] D. Fontenot, H. Hea, S. Hanabuchia et al., “TSLP production by epithelial cells exposed
to immunodeficiency virus triggers DC-mediated mucosal infection of CD4 T cells,”
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, vol. 106,
pp. 16776-16781, 2009.

[82] Q. Li, J.D. Estes, P.M. Schlievert et al., “Glycerol monolaurate prevents mucosal SIV
transmission,” Nature, vol. 458, pp. 1034-1038, 2009.

[83] M. Kader, X. Wang, M. Piatak et al., “[1 4 + [17 hi CD4 + memory T cells harbor most
Th-17 cells and are preferentially infected during acute SIV infection,” Mucosal Immunology,

vol. 2, pp. 439-449, 2009.

[84] J. M. Brenchley, M. Paiardini, K. S. Knox et al., “Differential Th17 CD4 T-cell depletion
in pathogenic and non-pathogenic lentiviral infections,” Blood, vol. 112, pp. 2826-2835, 2008.

[85] D. Favre, S. Lederer, B. Kanwar et al., “Critical Loss of the Balance between Th17 and T
Regulatory Cell Populations in Pathogenic SIV Infection,” PloS Pathogens, vol. 5, no.2,
€1000295, 2009.

[86] J. Arthos, C. Cicala, E. Martinelli et al., “HIV-1 envelope protein binds to and signals
through integrin [14(17, the gut mucosal homing receptor for peripheral T cells,” Nature

Immunology, vol. 9, pp. 301-309, 2008.
[87] J. M. Brenchley, D. A. Price, T. W. Schacker et al., “Microbial translocation is a cause of

systemic immune activation in chronic HIV infection,” Nature Medicine, vol. 12, pp. 1365-

1371, 2006.

xlviii


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Estes%20JD%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schlievert%20PM%22%5BAuthor%5D

[88] D.L. Sodora, J.S. Allan, C. Apetrei et al., “Toward an AIDS vaccine: lessons from natural
simian immunodeficiency virus infections of African nonhuman primate hosts,” Nature

Medicine, vol. 15, no. 8, pp. 861-865, 2009.

[89] J.N. Mandl, A.P. Barry, T.H. Vanderford et al., “Divergent TLR7 and TLR9 signalling
and type I interferon production distinguish pathogenic and nonpathogenic AIDS virus

infection,” Nature Medicine, vol. 14, pp. 1077-1087, 2008.

[90] H. Tezuka, Y. Abe, J. Asano et al., “Prominent Role for Plasmacytoid Dendritic Cells in
Mucosal T Cell-Independent IgA Induction,” Immunity, vol. 34, pp. 247-257, 2011.

[91] F.E. Lund, and T.D. Randall, “Effector and regulatory B cells: modulators of CD4+ T cell
immunity,” Nature Reviews Immunology, vol. 10, pp. 236-47, 2010.

[92] D. Gray, and M. Gray, “What are Regulatory B cells?”” European Journal of Immunology,

vol. 40, pp. 2677-2679, 2010.

[93] A. Bar-Or, L. Fawaz, B. Fan et al., “Abnormal B cell cytokine responses a trigger of T
cell-mediated disease in MS?, ” Annals of Neurology, vol. 67, no. 4, pp. 452-61, 2010.

[94] S.L. Hauser, E. Waubant, D.L. Amold et al., “B cell depletion with rituximab in
relapsing-remitting multiple sclerosis,” New England Journal of Medicine, vol. 358, no. 7, pp.

676-88, 2008.
[95] M. Yang, L. Sun, S. Wang et al., “Novel function of B cell-activating factor in the

induction of IL-10-producing regulatory B cells,” Journal of Immunology, vol. 184, no. 7, pp.
3321-5, 2010.

xlix



[96] Q. Lai Kwan Lam, O. King Hung Ko, B.J. Zheng, and L. Lu, “Local BAFF gene
silencing suppresses Th17-cell generation and ameliorates autoimmune arthritis,” Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America, vol. 105, no. 39, pp.
14993-14998, 2008.



HIV infection

Non-progression Progression

@@ﬁ@ﬁﬁlﬁ @ &

High level of protective
HIV-specific IgA & 1gG

Dysregulation of
B cell compartment
| Polyclonality & self-reactivity

Efficient first line &
adaptive B cell

responses
Treg ce Teff ce Teff c@
Balanced I Unbalanced
functions I functions

Legend to Figure 1: The implication of BLyS/BAFF expression status in the modulation
of HIV-specific reponses.Control of HIV infection is reflected by the capacity to regulate
BLyS/BAFF expression status at mucosal sites, where the main battle against HIV takes place,
promoting efficient HIV-specific B and T cell responses, viewed to block systemic invasion
by the virus. In contrast, breaching of systemic integrity and progression of HIV infection is
reflected by the incapacity to control BLyS/BAFF levels at mucosal sites, leading to
dysregulated B and T cell responses, impairing the generation of highly protective HIV-

specific immunity.
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J. Chagnon-Choquet, J Fontaine, J. Poudrier* et M. Roger*. Détection de Nef dans le plasma et les
cellules dendritiques de patients infectés au VIH. 18 décembre 2012. 15° Congrés annuel des étudiants

et stagiaires du CRCHUM. Montréal, Qc, Canada. *Co-seniors sur le projet
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BLyS/BAFF over-expression by dendritic cells.30 novembre 2012. Symposium d’Immunologie
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du Dr Ralph Steinman. Montréal, Qc, Canada. *Co-séniors sur le projet
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Annexe 4 — Résumé de communication orale et affiche présentée a une session de
«workshop» lors du congrés Symposium B Cell Development and Function/HIV

Vaccines. Keystone, CO, USA (10-15 février 2013)

Maintenance of Breg capacity and increased LT-a expression by first line MZ-like B

cells is associated with control of HIV disease progression

Josiane Chagnon-Choquet, Johanne Poudrier* and Michel Roger* Centre de Recherche du Centre

Hospitalier de I’Université de Montréal (CHUM), and Département de Microbiologie et Immunologie

de I‘Université de Montréal, Canada. (*senior authors)

We have previously shown that B cell dysregulations in the blood of HIV-infected rapid and classic
progressors were accompanied by the increased frequency of a population presenting characteristics of
both transitional immature (TI) and marginal zone (MZ) B cells, which we have termed MZ
activated/precursors. However, this population was unaltered in ELITE controllers (EC), even though
we found significantly lower frequencies of mature MZ-like B cells, suggesting that such first line
populations may contribute to control of HIV disease progression. Interestingly, MZ-like B cell
populations have recently been associated with Breg potential. As such, we found that as for HIV
negative individuals, mature MZ-like B cells retained their capacity of IL-10 production in EC. In
contrast, HIV-infected rapid and classic progressors presented increased frequencies of total B cells
expressing IL-10, which was mostly contributed by TI B cells and less by MZ-like B cells.
Interestingly, in EC, blood MZ activated/precursors provided substantial LT-o expression when
compared to HIV negative individuals, and in contrast to that found in rapid and classic progressors
where significant LT-a expression was provided by TI B cells. In fact, the degree of control of disease
progression seems associated with greater LT-a to IL-10 ratio within the MZ activated/precursors
population. Our results therefore suggest that maintenance of Breg integrity and increased LT-a
expression by first line B cells, such as MZ-like populations, is involved in the control of HIV disease
progression, possibly trough contribution to immune modulation and homeostasis. Soliciting such
populations may be bared in mind in the design of vaccine strategies aiming at generating both first

line and adaptive protective responses.
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Annexe 5 — Affiche présentée lors du congrés Symposium B Cell Development and

2013).
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Annexe 6 — Affiche présentée lors du congrés Symposium B Cell Development and

Function/HIV Vaccines. Keystone, CO, USA (10-15 fi

2013).

evrier

4

Adeiay nyssasons aydsap pue uoissaiboud | uoneqndod (135 § 4aBa UILIW UOISS3IdXa 0| -] JO 536BjUa3Jad SB Bjap passaldxa |
@SEISIP A\|H YIM PRIBISOSSE 51 5[99 @ | L Ul uoissaudxe DUl | aney e ‘saiouanbaiy uonendod (@0 g Ul suonenjang AQ pecuangul aq bW uoissaidxa gLl Uy 18yl joey
25B3.15U1 341 (3 "$10552.150.d MO{S DIBIAS Ul D17 BUISSAIDXS | a1 JNoosE oju| BUpEL (4 'SIRI § SMIFZW ,BUNSSBINEW, U] PUNo) AUEW S| UOISS@JdKS O L-T| YSIYM. Ul ‘SIENpIAIDU]
SI180 @ 853U) Ul 3SBAIUI JWESUIUBIS © BAISSC0 aM IIASMOH | pajoajuIun AIH Ul PUNO) JEU] 0} Je|LlS ‘Uoissaudxa 0)-1 1133 B [04U0D Of Waas Siossauboid MOIS JILUBINE ‘330U 4O
UOISSaIdK® O}-1| Ul 9SESIU] WEIYUSIS CU PUY W 'S99 § | SIENPIAIPUI JRUAIIA U| QL] JO SIOINGUIIOD UIEL S U SI193 § |1 (3 'UOISSaIdXD PASERIIU SIU) L) PANOAU) 553 2B
a4z Bun ul(a si Ag uor SI20 @ IZN BUNSayEIMERN. (@ SIPY 8 3MI-ZW ,PAIBANIEOSIND3I, PUB PEIBANDE AINJEU Ul P2133YJa) OSI8 SI
DL] Paseaiul Y pajmacsse | Adeal) InjSsaddns | siyl (9-@ 50550160.d pidel Ul AJEIY) BUMOIC) PRIISEI SEV PUB 510559501 MOJS DILUBIINE Ul POARISTO 10U SaM
‘siossaibosd pides | “uoissaidxs 0}~ 0} DL J3jEaIB Y | s “Auelodu “uogsejul jo aseyd AUES 2] U] SB UCOS SB 'SIENDIAIY| PERBMUIAIH JWBAA I U 01-T] Buissaidxe
pajeiosse swWaas uoissalbold aseasp JO ONUOD Jo 93168p | s|jea g |eyo) jo sebrjuatiad PasEaoU] MOYS BJEP S|OQUOD PRJIBULIN-AIH ©) Pauedwios usypa (y ‘uoissaidxa )7
Yl JBY) MBSO M 'S80 g I-ZW PRIeMRuCsINd, IBIU| 10} PASSESSE 9.9M suonended (|92 g "SIea @ exII-ZIN Ag SSe| pue S||8d g |L Aq peInquuos Ajjsow
sy BusAEue Usum (D SIB9 @ PajeAmie  aimjEw | s) uojssaiBoid eseasip AlH 30 1Xajuod au) Ul 0J-11 Buissaidxa sijad @ Jo sejousnbayy paseaidu) : Z aanbld
Ul panesqo S| wened JEIWIS v (@ uoisseuSoid aseasp
AH J0 1X3J03 3U) Ul J318aID S1 UGISSaKdXa 01-1] SENPIAIPUL :
Ppajoajuiun puB padajui-AIH Ui 'D) 7 Jo) UBy) Jajeaib skamje si H H i B
uoissaidxa pL-) ‘Sij22 § [210] Jod (v “uopeindod |99 g yoes i ] N H i 3
upyum uopsseldxe D17 SNSIAA D) Jo Alewwing iy eanbiy E] i Ly 2 LA
[Casansan B viass o 8 =+ % . I g Nm
. E N
H Lo 5 i : Ig &
i3 E]
3
p—— F 5 = = M = e
5 & H e s L * Lab
br | e, H i
a
5 .
4 ki
3 4
‘2 AL 22
I i
ati ;]
W
it kS i
- H
4 = H]
L3k
o HH
4 B i
a
=T 3 =T " .
e . £ ETL L
. Aounss " = [ F " "
) se ejEp aney am 139 9 JO $31UaNbaIL Ul N #
SUOHENIANY AQ PAOUAN|UI &g JUBIL UOSSaIdXa D 7 8U) 18y} 198} ay) JUNoooe o) Bune | 1 o oo - L -
(4 51199 § |L AQ AQUESIUDIS J50W puE 120 B 9NI-ZI LBunseyeimEw, s g i N B L . L v i
“ZIN .PaIEAYIENOSINDA.E, AQ PRNGUIUOD AguEdlyubls SEm Uoissaudxe D)7 Ajuepcdu| ssussasbon nors [r— seedpon Y

(3D ‘uoissexdxs S| O} SIONGIIUCS JO[RW |OU DM SI93 § PIIBANIE BimEN
(g "Adesay) 12y8 Ao * pidel i sem DL

5]99 g Ui 95eaI0Ul SI| SI0SSAIB0II MOJS INIBINE PUB SLUBIA YOG Ul SE |3t Se
s105524001d 2155€2 Uj DL 7 BuISSika S129 g (8101 Jo Sa0ua0.ad PISEIIU] MOUS BlED
* ¢ aunbly

‘siouop Aujeal o paiediuos (y SI183 @ A Uojssaidxe 017 Jeinjadenu|

sossaubon wese

{110z oo Je e sueio) (UMOYS JOU BYER) |
siossauBoud [BuLou PaRauIAIH AIBaLCID Ul (010D w200 91O NG| 2200
LBLAD) S99 @ [L 0 Salsuanbaly pasealaul Jof Pual B Pul SR ‘gL JRUSIAR puB
R 10q Ul PasERI0ap ArEayuBIs 119 'Si0ssai60d [eulou pue pide) PRORIUIAIH
uip2jeye Ajusayiuis ss2) 2.8 (0100 ‘wbZad -21aD "wiNBI - 200 +61a0) adAiouayd
1192 g aq-ZW Bugsayaimew, & Y siIed 8 (3 'dNLT JWeIAE 0 JSENUOD Ul 'dNL1
JMEIA U1 PUB SJUBIEd 253U) Ul PASERIINI ANUBIGGIS 318 (L0LOD ‘1203 2100 Bl
4200 *-6L00) adkiouaud SHIZIN . PajeATIE0SINGaI, & BuUasaid Siad @ ALBILIS
(@ dNL7 MISIAR O} ISEAU0D U] ‘GNLT JMUSIA U} pUE Swaned asayl U PISERIU]
Agueayubis 2ie (014D ‘wlZQD 210D “WBI 420D -610D) adfousyd pajeaoe
aunjew © Suguasasd 5|90 § jo sebeuaciad anERY (D “Adelay) aydsap puE uCHIRIUI
10 asBYd SINJE U Ul SB UCOS S8 'S1055250.d [BULIOY PUE PIdEl PR3 JUFATH Ul 1B g
JBLAD Al 1210} Jo SalaUsAbal) Ul S5eaKep UEIIUBES (@ "ABSIENS BULES (v UoRdajU]
AIH Jo POI09 0UL Uf S99 § POOIG Jo SefouENbOl Jo. UOREINPOR : § 0Bl

"

LI

famnau)

#

k2
L
L
Dm0 woa R w i

O

IR
1ond ) e e

s}insey

Am_o:_._m 09 10IUSS,) ,1aB0Y [SUSIN PUE ,I9LPNOd SUUELOP ‘SUIBIUOL m._::.

uoissaiboid aseasip AIH JO [053U0D YIIM pajeldosse
S| S1192 g a1I-ZIN 2ul] 3s43 Ag uolssaudxa p] ] paseatoul pue Ayoedes Baig jo asueuajule

UoNEPUNG4 SINbIBN-ALIAES WOl IUSIEIYS B SPIoY IOT 124aNES AnblUILICE 310 | ADE) ALBWOIAD Mol

S0LED N L] PUB UOKDaLUI Al YIS N8asay DSHA J0 SI0BUIPI0eI PUE SIBGWSIN
sjuawabpajmouy

sasucdsal aaneaioud sandepe pue aul 150y Yiog Bunessusb
18 Gunwie seifejess auooea jo ubisep ey ul pulw w pateq aq Aew suonendod yons Buoijes Apusiow3 -

SBIPOGIUE J0JD8YIS BUI| 1SJY JO UONEISUSE 0] A|9X| PUE SISEISOSWOY PUEB UCIEINPOL SUNLILUI O} UCANGLILOS
yBnox Ajqissod ‘uoissaiBoid asessip Jo 01U 8 Ul paajoaul aie Asy) 1ey) BunsaBBins 'sis|jonuod-AlH Ul DL
10 sj@ag| ybly sseudxe osje suonendod |80 g &y|-ZIN 1encsiop AbBeu Beig, snesaid o) ajge sue Asy)
1sa6Bns 5|82 g exy-ziW Funsayainiew, ul punoy Aluiew s| uojssaidxa g1-7| 'SI8|I0JU0I-AIH Ul 1B 108 S| -

“uolssauboid aseasip AlH Y PI1e00SSe 24 0} UMOYS 'Sonel Joaye ] /Bal)
PeoUBlEqWI O] PES| PUE UCHEBAICE (|82 @ OIUCJYS UIRISNS O} 8q ||8m ABW 088 |leJ8A0 84 Ing ‘usping
Alojewiweyul ayy [04u0d 03 150y sy woyy idwane ue 1sebbns Algissod 'onuod aseasip o] paledwod usym
uoissaiboid eseasip AlH JO K8uo2 ay) u gi-7| sseidxe ‘|1 Asow ‘suonended |jg0 g [e18Ass JBY] JoB) BY ] -

‘|oQUD2 BSESSIP Ul JuswaAoAul pue feydued o) Juswyinioas Jisy) jsabbins
siossaiboid Mo|S JIWBIAR PUB JWBIIA U] S|[82 g 8II-ZW Bupsayeiniewl, poolq jo Selouanbal) pasealssg «

‘SUOIIPUOS AJCJBLILLBUI PS|ICJIUOALN JO IX8JUED BU) Ul Sesesloul 1ey) uoneindod sulj 1suy, @ jussaidal Asy]
analjag am ‘ssejaypenan ‘s|ied g eseu) Jo ainjeu joexe ey Ajjuepl o} padinbal S UONEZUSORIEYD JAYUN S -

S}o2y8 |BdiA J08IIPUI PUE J02Jp Ad pejeInpow eq Jojpue ‘eluadoydwi| pue uoneooisues)
[EIQOJ3IW O] ‘UOISSBUAXS-ISA0 JdWE/SATE SSAIOAUI UOIym ‘UONBWILE|UI |[BISAC 8Y] 0] asucdsal 1soy
19321 Aew siossauBoud-AlH W2aA Ul S|I92 8 2MI-ZW PIeAloe/I0sINoaid, poo|g Jo salauanbayy paseasoul «

uoISN|2uUoD

1000°0 > ., 100D > d., '0'0 > d., INIS T UBSW 318 UROYS BJ8(] ‘Kjannaadsal 'sdnolf Apms ay) Usawag pue dnaub ysss
Ul uonoagu Jo seseyd ueleyp jO SuosLRAWoD aspied J0) 159] N ASUYYM-UUBHY S} PUB 58] URL-PAUBIS UOXOOINY | & S

5101000 20051 PUB 531 O O) PAJBALLOD 3K BIE "SBIBRUOS ULl PEcUdEiD PUS 0L BuISh ps{eus pus
559104 SOV 4 OF) NIPWOIS A0l AQ OVA X8 PISSISSE a1am BLTPUE OL-TT pue 55

xes pue afe Joj paysjaw siouop anyebau-ADH PUE -ABH "AIH 8

(510110102 0)[3} 1055015010 MOIS J|WBIIAE § 5105501501 MOJS DWIAIA 1
SIBNPIAPL BATBL-1 Y “AULYSIIA 005< SINGD 193 | .p(D POOIS '$18aA g< IO} pajoaju) | VOIS Nessay GEES Wouod dhL1

10s52.50.d USSR SAU-LAY 0} UORIZJU] BUMOO} SIKZ -
510853.50.d pides 10} TH JO UORRI| Bumolo) SHUOW Z [ «
[ UORI3JUI BUMORO) SUIGU § O] G “JUIGE-135 [E3I50ICIIA
aseyd Aljes L_ UGl15a Ul BUWO)IO) SUIUOW £-0 'B5EGT 1Dy -
- uaBou PN U] USZ04) DA PUE SJUIod SWI URR P 18 USYE) 2/3M SIdWES POoIE

dn-moljo) SIA 7 Jo) AULYSIR3 00S< SIUNOD 183 . p00 peold 'siosseiold assep 71 -
UORRJU| SIK Z UILIA LULYS[9D 052> SIUN03 (193 | b0 POoI] ‘S10558160.d Pide. £, - : IS NEsss s D584 Houoa Uoos i/ euiig
= spalgns
sa|prys Aeuiwisud ul peguosaep spslgns
asedwos pue 01 0L - |

awes ay3 wou suope|ndod 129 @ POOIY OAA X& Ul BLT PUE 0111 40 d

SpoLpaN § S2ARIG0

“S{ENPIAIPUI PEIBIUIFAIH [IE Ul PUNOS 31 0= PUE 91| O S|oAa] POOI] pasealay] |
peseallep aiam sauanbealy |82 g 4I-ZIN ;mr_;wmt.m.:.__mr:.. POCIq ¥age ‘pasayeun
aJam suswpedwon 192 g pue g 2yl ‘siossalbold mojs/(dn 1) s10ssaiBoid uou wisa) Buo| d1waliAe u|
(Sd1 'dg1 ‘F1ODS) UONEIO|SURI] [BIQOIDIW PUB UCHEWWELUI JO SIS}JBW PESEadU| «
‘0QW pooiq Aq pue poojq Ul §A1d JO UoISSaIdXa-13n0 -
51199 @ MIFZIN PoIeAIoE/0sINoaId, PALLIS) ', /20D . 0LODuNEI 1 200,919, SIIeo g 8Mil-ZW Bune|naio pue
(11) aumeuwiw jeuopisuen yiog Aq paleys saimes) Bupuasaid uonendod poolq e jo sapuanbaly paseaau) .
1 £g paiueduwiosoe siem asay |

(1402 pooig e s yenboyo-uouters 't suemo) “AdelBL) |nyssanons aydsep pue uonoajul jo aseyd
anoe ay) ui se Ajuee se 'siossaiboud sissejojjeunou pue pides ul paunooo suogenBaisAp (122 @ 1Y) umoys
|@ney uolssaiboud 8SESSIp JO SBjEl JUBISHIP UM S[ENPIAIPUI Pajaajui-AlH Ul Saipms [eulpnyBuo) Jusoss Ing |

salpnys Aleulwi@id

040z Aaman osisurs el “SjuaNied S U] UOISSaUdXS (120 g 04 -1) O P17 Pasealou] - |

2 uoneInwns
oA ui Buimo)joy Apagoe aalssaiddns paxoe| pue Q-] s52] paonped sjj@0 asay | sjuaijed S pue wo ‘318 0
poo|g 8y} Ul PEsEaloUl 8g 0] UMmoys useq aaey sainguie Beug yimw suoneindod Jo seiouanbal) 8yl ‘SUBWNY U] «

e e Sl UDRRRUSISYIP PUB UOREAIDE (139 § ZW PaIoWwo.d Jayles SUONBRUSdUDD SATg PaleAs|a Seasaym
.m__mu g fioeinBes, Zw aualds euunw Ag uononpoid Qf-T] @onpul 0} UMOYS sem SATE ‘SUOHEAUBIUOS MO] Iy -

(2002 ToumwLY A sy Aq pawairal) “SLUB)SAS UBLUNY
pue suunw u yog ‘uonouny (Baig) Aloleinbal g pue uononpoid gl=T1 Yim PR1RI00SSE aUe $1120 g MIFZIM -

sl aa o s @YoIU SnoaueBoi@lay e einisues K@i pue ‘suewny Ul ajenonoal jed g exil-ZN -
(5007 DO 18 18 JSSSER 0107 A8bs OUTLLI 08 38 AEREN)
9418 ssaudXa-19A0 DO Y2IM Ul ‘Ba1W T -l pue B1-gA1g Joj papodal jeyy o) Jejws adAlouayd (|20 g
wnias ul 44va/sAia paseasoul -
@ouela|o] jo abexealq pue uoleanse ||ao-g [euoafjod -
(Zw) sauoz |jeulBiew duajds pabiejua -
(DQw) sieo onupuap pioj@Aw passje - | yiw pajeroosse sucinenbsusip jgo-g
< iz jown 1 ooz A i 18 50p0s) DUNOY SABY SM
e e suns) @sEASIP 8Y11-SAIY Juepuadap-geN e doj@asp yoiym ‘e (61) swebsuen -\IH U| -

aleuoijey pue punoibyoeg

‘saoueuBiew Ucm w:o;ﬁm&.:mE mc:EE_oSm 9 Umm_ usuo ued
pue Adesauyl Ag peuoisad A|Ing jou aue Jey] suonenBausip jjao-g Jussaid sienpiapul pejoat

AH
1sulebe ajpeq ayl ul w._w.am_.u Jofew aq o} Ajay) aue Agus jo :B._on [ediA 313 Je sasuodsal [jpo-g aandepe pue aul|
1511 ‘ssifi2jens suiogen [esoonw Buisiwoid uo pue AlH Jsulebe Ajunwwijonuoa [einjeu jo Apnis suyj uo paseg - |

uoaNpoU|

Aoty 18 8 jesurog auipn Ay panas:)

1enboyD-UoubBeyD SUBISOr

apsIaAlun

Ivi





