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Résumé

Introduction. Le VIH-1 évolue en fonction de la réponse immunitaire spécifique de 1I’hote. La
pression sélective exercée par la réponse immunitaire VIH-spécifique de 1’hote entraine
I’évolution des genes viraux et a terme détermine 1’évolution de la maladie. Cette évolution du
virus a 1’échelle d’un individu faconne également 1’évolution du virus a 1’échelle de la
population et détermine le devenir de I’épidémie. Le VIH utilise les corécepteurs d’entrée
CCRS5 (virus R5) et CXCR4 (virus X4) afin d’infecter la cellule cible, et 1’évolution du
tropisme du virus de RS vers X4, appelé switch du tropisme, est associé a la progression de la
maladie. Les virus RS5 sont rencontrés en début d’infection tandis que les virus X4
apparaissent en fin de maladie chez un certain de nombre de patients et sont considérés
comme plus virulents. La pression sélective immunitaire exercée sur le géne de I’enveloppe
(env) peut donc entrainer I’évolution du tropisme du VIH. La grossesse est un état immunitaire
particulier considéré comme étant principalement caractérisé par un biais Th2 nécessaire a
I’établissement de la tolérance materno-fétale. Le switch de tropisme de R5 vers X4 en
grossesse n’a jamais été documenté, de méme que 1’évolution des déterminants du tropisme a
I’échelle de la population.

Hypothéses. Les changements immunitaires associés a I’initiation et la progression de la
grossesse engendrent des changements dans la pression immunitaire exercée sur I’enveloppe
et peuvent favoriser le switch du tropisme. L’évolution du tropisme du VIH-1 peut étre
observé a I’échelle de la population au méme titre que 1’évolution de I’enveloppe virale.
Objectifs. Analyser 1’évolution du tropisme et décrire la pression sélective sur I’enveloppe des
femmes enceintes infectées par le VIH-1. Analyser 1’évolution des déterminants du tropisme a
I’échelle de la population.

Méthodes. Nous avons dans un premier temps analysé [’évolution des déterminants du
tropisme et déterminé le génotype et phénotype du VIH-1 chez 19 femmes enceintes issues de
la cohorte du centre maternel et infantile sur le SIDA de 1’hopital Sainte-Justine (CMIS). Nous
avons ensuite caractérisé et comparé la pression sélective exercée sur env, par une méthode

bayésienne, chez 31 femmes enceinte et 29 femmes non-enceintes. Enfin, nous avons analysé



et comparé des déterminants du tropisme entre des séquences d’enveloppe contemporaines et
anciennes, issues des bases de données du NCBI.

Résultats. Nos résultats montrent la présence de virus X4 chez la moitié de notre cohorte, et
un switch de tropisme de RS vers X4 chez 5/19 sujets. Les séquences des femmes enceintes
présentaient des taux de substitutions plus élevées que celles des femmes non-enceintes. La
pression sélective dans la région C2 était plus faible chez les femmes enceintes que chez les
femmes non-enceintes, et différait dans 4 positions entre ces 2 groupes. Cette sélection
diminuait au cours de la grossesse chez les patientes traitées. Enfin, une accumulation de
mutations X4 a été observée dans les séquences RS contemporaines par rapport aux séquences

R5 anciennes.

Conclusion. Les changements immunitaires associés a la grossesse semblent induire des
modifications subtiles dans la pression sélective exercée sur env, suffisant a influencer
I’évolution du tropisme de RS vers X4. Un switch du tropisme a 1’échelle de la population
impliquerait une épidémie évoluant vers une plus grande virulence du virus. Nos résultats sont
d’importance en ce qui concerne la prophylaxie antirétrovirale pour la santé¢ de la mére et la
prévention de la transmission mére-enfant du VIH-1. Ils sont aussi importants concernant
I’avenir de la thérapie antirétrovirale dans le contexte d’une épidémie évoluant vers une plus

grande virulence

Mots-clés : VIH-1, tropisme, grossesse, pression sélective
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Abstract

Introduction. HIV-1 evolves as a function of the immune specific response of the host. The
selective pressure exerted by HIV-specific immune responses lead to the evolution of the viral
genes and ultimately determine the evolution of the disease. HIV evolution at the individual
level also shapes the evolution of the virus the population level and determines the future of
the epidemic. HIV enters the target cell via CCRS (RS viruses) or CXCR4 (X4 viruses)
coreceptors, and switch of tropism from R5 to X4, is associated with progression disease.
Indeed, RS virus characterize earlier stages of infection while X4 emerge at later disease
stages in some patients and are considered more virulent. The immune pressures exerted on
the envelope gene (env) can therefore cause HIV coreceptor switch. Pregnancy is considered a
particular immune state mainly characterized by a Th2 bias necessary for the establishment of
materno-fetal tolerance. Tropism switch from RS to X4 during pregnancy has never been
documented, and changes in the determinants of tropism during the HIV epidemic at the
population level have never been reported.

Hypotheses. Immune changes associated with initiation and progression of pregnancy
generate changes in the immune pressure exerted on env and may influence coreceptor tropism
switch. The evolution HIV-1 coreceptor tropism can be observed at the population level as
well as the evolution of the viral envelope.

Objectives. Analyze the evolution of tropism and describe the selective pressure on the
envelope of pregnant women infected with HIV-1. Analyze the evolution of the determinants
of tropism in at the population level.

Methods. We first analyzed the evolution of determinants of tropism and determined the
genotype and phenotype of HIV-1 in 19 pregnant women from centre maternel et infantile sur
le SIDA de I’hdpital Sainte-Justine (CMIS). We then characterized and compared the selective
pressure on env, using a Bayesian method, in 31 pregnant and 29 non-pregnant women.
Finally, we analyzed and compared the determinants of tropism between contemporary and
early envelope sequences retrieved from the NCBI databases.

Results. Our results show the presence of X4 virus in half of our cohort, and R5 to X4 tropism

switch in 5/19 subjects. Higher substitution rates were found in sequences from pregnant
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women as compared to sequences from non-pregnant subjects. Selective pressure in the C2
region was lower in pregnant than in non-pregnant women, and differed in 4 positions
between these 2 groups. This selection decreased during pregnancy in patients who received
antiretroviral therapy. Finally, accumulation of X4 mutations was observed in contemporary

R5 sequences compared to early RS sequences.

Conclusion. Immune changes that are associated with pregnancy appear to induce subtle
changes in selective pressures in env, changes that may influence the evolution of tropism
towards X4. Switch of tropism at the population level would imply an evolving epidemic
towards greater virulence. Our results are of importance regarding antiretroviral prophylaxis
for the health of the mother and for the prevention of mother-to-child transmission of HIV-1.
These results are also important for the future of antiretroviral therapy in the context of

evolving epidemic

Keywords : HIV-1, coreceptor tropism, pregnancy, selective pressure
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1 Epidémiologie et transmission

1.1. Etat de la pandémie

Depuis sa découverte en 1983 (Barre-Sinoussi et al. 2004), le VIH, vecteur du syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA), a infecté plus de 60 millions d’individus et tué plus de
30 millions de personnes (OMS 2011). Apres 30 ans de pandémie, aucun vaccin n’est encore
disponible et on compte a ce jour 35 millions d’adultes et d’enfants vivant avec le VIH de par
le monde (ONUSIDA 2014). Un des aspects primordiaux de cette épidémie est 1’inégalité
régionale. En effet, I’Afrique sub-saharienne, qui ne représente que 12% de la population
mondiale, héberge 70% (24,7 millions) des individus infectés (Figure 1).

Selon les dernier rapport encourageant des organismes mondiaux OMS, ONUSIDA et Unicef,
la progression du virus a ralenti ces derniéres années grace a 1’accessibilité aux traitements
antirétroviraux, mais aussi aux conseils et dépistage (figure 2) (OMS 2011; ONUSIDA 2014).
Cependant, nous sommes encore loin de 1’objectif « zéro nouvelles infections, zéro déces»,
fixé initialement pour 2015 et reporté pour 2030 par ces organismes, avec 2,1 millions de
nouvelles infections et 1,5 millions de déces en 2013 ; 73% de ces déces étant comptabilisés

en Afrique sub-saharienne (ONUSIDA 2014).

mAmérique du Nord et Europe
centrale

mCaraibes

M Amérique Latine

W Afrique sub-saharienne

mAfrique dunord et Moyen orient
mEurope del'est et Asie centrale

Asie et Pacifique

35 millions d’individus vivant avec le VIH-1 en 2013

Figure 1. Prévalence mondiale du VIH-1 en 2013.
Source (ONUSIDA 2014).
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Figure 2. Nombre de personnes nouvellement infectées par le VIH-1 de 1990 a 2010.

Source (OMS 2011).

Au fil des années, I’épidémie qui était au départ a majorité masculine — largement cantonnée a
la communauté homosexuelle et aux utilisateurs de drogues injectables — s’est peu a peu
féminisée pour devenir aujourd’hui une infection majoritairement féminine. Sur 35 millions
d’adultes infectés, 16 millions sont des femmes, représentant 50,3% des adultes vivant avec le
VIH-1. La encore, les inégalités se creusent car c’est en Afrique sub-saharienne et dans les
caraibes que les femmes représentent la grande majorité des individus séropositifs (59% et 53
% respectivement). La plupart des femmes étant en dge de procréer, la transmission mere-
enfant (TME) reste la premiére cause d’infection des enfants de moins de 15 ans.

Avec 3,2 millions de porteurs du VIH-1, les enfants représentent une portion non négligeable
des individus infectés. La encore, 1’ Afrique sub-saharienne bat tous les records avec 92% des
enfants infectés vivant dans cette partie du monde. On dénombre 240 000 nouvelles infections
pédiatriques et 190 000 déces d’enfants en 2013 (ONUSIDA 2014). Les femmes enceintes
restent une des priorités des organisations mondiales. En 2010, 52% des femmes des régions
endémiques n’avaient pas accés aux traitements antirétroviraux a des fins de prévention de la

TME (OMS 2011).

1.1. Mode de transmission

La transmission du VIH se fait principalement par contact homo- ou hétérosexuel, par
injection de sang ou de produits dérivés du sang contaminé, mais également de la mere a

I’enfant au cours de la grossesse, pendant 1’accouchement ou encore au cours de I’allaitement.
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Toutefois, chaque contact n’est pas garant d’une infection, et les risques de transmission
varient selon les voies de transmission. En effet, on estime que le contact homosexuel est 10
fois plus a risque que le contact hétérosexuel, avec des fréquences de transmission de 1,7%
contre 0,04-0,3% respectivement (Boily ef al. 2009). De méme, il n’y a TME (aussi appelée
transmission verticale ou maternofoetale) que dans 25% des cas en absence de traitement
(Connor et al. 1994).

La TME (Lapointe et al. 1985) intervient a tous les stades de la grossesse mais également
postpartum via le lait maternel. Dans les pays ou 1’allaitement artificiel n’est pas disponible,
on estime la TME in utero avant 36 semaines de gestation a 12%, a 29% la TME apres 36
semaines et a 20% la transmission intrapartum. Les 39% restants étant transmis postpartum
via le lait maternel (Kourtis et al. 2006).

La TME sera plus amplement discutée a la section 7 de 1’introduction.

2 Le virus de Pimmunodéficience humaine de type-1

2.1. Découverte

Début 1981, une incidence inhabituelle de pneumonie a Preumocystis carinii (infection
fongique pulmonaire) accompagnée du sarcome de Kaposi (rare cancer de la peau)
habituellement observé chez les personnes immunodéprimées, est rapportée par des médecins
de Californie et de New-York chez des hommes homosexuels (Gottlieb et al. 1981; Siegal et
al. 1981). Ces cas étaient souvent accompagnés d’autres maladies opportunistes rares. Il fut
alors établi que ces personnes souffraient d’une immunodéficience résultant de la diminution
significative de leur nombre de lymphocytes T CD4" (LTCD4") (Gottlieb ef al. 1981; Masur
et al. 1981). La maladie fut alors associée a la communauté homosexuelle, et divers noms lui
¢taient attribués tels que « gay compromise syndrome » (Brennan and Durack 1981). Mais la
méme année, et en 1982, des cas furent découverts chez les utilisateurs de drogues injectables,
incluant des femmes (Masur et al. 1982; Stoneburner et al. 1988), les hémophiles (Stehr-
Green et al. 1988), des personnes transplantées (Atkinson et al. 1987, Dummer et al. 1989), et
des immigrants haitiens (CDC 1982b). Les premiers cas de possible TME furent également
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rapportés (CDC 1982c). Il fut alors évident que la maladie n’était pas cantonnée a la
communauté homosexuelle américaine, d’autant plus que des cas similaires étaient rapportés
en Europe (Rozenbaum et al. 1982; Vilaseca et al. 1982). La mise en évidence de ces
nouveaux cas a permis de conclure a la transmission par voie sanguine et sexuelle d’un virus.
En septembre 1982, I’acronyme SIDA, pour syndrome d’immunodéficience acquise, fut choisi
pour cette maladie aux multiples manifestations (CDC 1982a; Quagliarello 1982).

Le HTLV-I (human T-cell lymphotropic virus I) étant un rétrovirus lymphotropique dont la
pathogenése ressemblait a celle du virus du SIDA, les recherches se dirigérent vers le HTLV-I.
C’est ainsi qu’en 1983, I’équipe du Dr. Montagnier a 1’Institut Pasteur, a partir d’échantillons
de ganglions lymphatiques d’un patient atteint de lymphadénopathie (identifiée comme une
maladie opportuniste du stade pré-SIDA), a pu isoler et décrire un rétrovirus associ¢ au SIDA
du méme type que le HTLV mais totalement distinct, virus qu’ils nommeérent LAV pour
lymphadenopathy-associated virus (Barre-Sinoussi et al. 1983). C’est Robert Gallo qui, un an
plus tard, établit un lien direct, a partir d’échantillons recus de I’Institut Pasteur, entre le LAV,
qu’il appelle alors le HTLV-III (human T-cell lymphotropic virus III), et le SIDA (Popovic et
al. 1984). La méme année, une équipe de San-Francisco, de fagon indépendante, décrit elle
aussi le méme virus qu’elle appelle ARV pour AIDS-associated retroviruses (Levy et al.
1984). Le séquengage complet du LAV en 1985 permet de conclure que les trois virus sont en
fait le méme pathogéne (Wain-Hobson et al. 1985).

En 1986, a partir d’échantillons d’un patient d’Afrique de 1’ouest, 1’équipe du Dr. Montagnier
identifie un 2™ type de LAV qu’il nomme le LAV-2 (Clavel ef al. 1986). La méme année, le
terme de VIH (virus de I’immunodéficience humaine) est adopté donnant lieu au VIH-1 et

VIH-2 (Coffin et al. 1986).

2.2, Origine

Ce n’est que bien plus tard que 1’on su que le VIH-1 trouvait son origine chez le singe,
résultant d’une transmission et d’une adaptation a I’homme du virus de I’immunodéficience
simienne (SIV) (Sharp and Hahn 2010). Toutefois, le VIH-1 ne correspond pas a un seul virus.
I1 en existe 4 grands groupes distincts appelés M (major), O (outlier), N (non-M, non-O) et P
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issus chacun de 4 éveénements indépendants de transmission a ’homme. Le groupe M, a
I’origine de la pandémie, fut le premier a étre découvert en 1981. Le groupe O, découvert en
1990 (De Leys et al. 1990) est beaucoup moins prévalent que le précédent avec quelques
dizaines de milliers de cas répertoriés en Afrique centrale. Le groupe N, identifi¢ en 1998
(Simon et al. 1998) dont seul une dizaine de cas sont connus, sévit au Cameroun. Enfin, le
groupe P, récemment identifié, n’a pour I'instant été isolé que chez 2 individus originaires
¢galement du Cameroun (Plantier et al. 2009).

Les analyses phylogénétiques ont permis de déterminer, pour chacun de ces groupes, 1’origine
animale ainsi que la date approximative du passage a I’homme. Les groupes M et N sont tous
deux issus du SIV du chimpanzé Pan troglodytes troglodytes (SIVcpzPtt) (Gao et al. 1999)
tandis que les groupes O et P sont eux issus du SIV de gorille (SIVgor) (Neel ef al. 2010). Les
événements de transmission pour les trois premiers groupes ont eut lieu au début du XX°
siecle. Concernant le groupe P date reste inconnue, les 2 uniques séquences isolées ne
permettant pas de faire des analyses phylogénétiques poussées aboutissant a la détermination
de I’ancétre commun le plus récent.

Le VIH-2 quant a lui est issu du SIV du mangabey cendré, probablement transmis a I’homme
au début du 20° siécle, sévit en Afrique de ’ouest (Wertheim and Worobey 2009).

Le bassin d’émergence du VIH-1 est la République démocratique du Congo (RDC), ou le plus
vieil échantillon, datant de 1959, a été retrouvé (Zhu et al. 1998). On y trouve également
représentés tous les sous-types existant dans le monde (Figure 9) (Hemelaar 2012). Les
conditions ayant permis la dissémination globale du VIH-1 ne sont pas connues, mais
plusieurs hypothéses ont été avancées concernant le virus du groupe M. L’hypothese
privilégiée place I’origine de la pandémie en RDC (plus précisément a Kinshasa) sous le roi
Léopold II de Belgique au début des années 1920, période noire de la Belgique coloniale
associ¢e a la déstabilisation de la société, a la promiscuité sexuelle, et aux campagnes de
vaccination massives (sans méthodes de stérilisation adéquate). Ces conditions auraient permis
au virus, apres un passage du singe au chasseur, de s’adapter a I’homme (Chitnis et al. 2000;

Pepin 2011; Tebit and Arts 2011).
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2.3. Virologie

Le VIH est un rétrovirus de la famille des Retroviridae et du genre lentivirus. Les lentivirus
causent des infections chroniques a longue période de latence clinique, une réplication virale
persistante, et 1’atteinte du systéme nerveux central. On compte parmi les lentivirus, le visna

du mouton, le virus de I'immunodéficience féline (FIV) ainsi que le SIV.

2.3.1. Architecture de la particule virale

Le VIH-1, comme tous les lentivirus, est un virus enveloppé dont la particule virale mesure
100 nm de diametre. Son génome est constitué de 2 copies d’un ARN simple brin sens de 10
Kb codant pour les 9 génes viraux. Cet ARN est associé¢ a la transcriptase inverse (p51) ainsi
qu’a la protéase (p11) et I’intégrase virale (p31).

L’enveloppe du virion, un complexe lipoprotéique, est composée d’une dizaine de protéines
d’enveloppe virale trimériques (Env) encrées dans une bicouche lipidique issue de la cellule
hoéte, et contient également des protéines membranaires cellulaires (Arthur et al. 1992; Ott
2008; Zhu et al. 2006). Ces protéines cellulaires qui peuvent étre des molécules du complexe
majeur d’histocompatibilit¢é (CMH), des molécules d’actine ou encore d’ubiquitine (Arthur et
al. 1992), mais aussi des intégrines telles que ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) qui
vont potentialiser 1’attachement du virus sur la cellule cible exprimant le ligand LFA-1 (Fortin
et al. 1999; Paquette et al. 1998). Les glycoprotéines d’enveloppe forment des spicules ou
« spikes » (protubérances) a la surface de la particule virale. Il s’agit d’hétérodimeres formés
de la gp120 (sous-unité de surface) et de la gp41 (sous-unité transmembranaire) arrangés en
trimeres. Sous ’enveloppe lipidique, on retrouve la matrice composée de 2000 copies de
protéine de matrice (MA, pl7). Au centre de la particule virale, la capside conique
caractéristique du VIH, composée de 2000 copies de protéine de capside (CA, p24), renferme
le génome du virus. Le génome viral, composé de 2 copies de I’ARN simple brin sens est
complexé a la nucléocapside (NC, p7) formant ainsi un complexe ribonucléoprotéique.
Associ¢ au génome on retrouve également 3 enzymes virales essentielles : la protéase (PR), la

transcriptase inverse (RT, reverse transcriptase) et I’intégrase (IN). Le virion encapside
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¢galement les protéines accessoires, Nef, Vif, et Vpr. Trois autres protéines virales Rev, Tat et

Vpu, n’apparaissent pas dans la particule virale (Turner and Summers 1999) (Figure 3).

s 00120
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Membrane

Nucléocapside
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Intégrase

Transcriptase inverse
Protéase

Figure 3. Structure de la particule virale du VIH-1.

2.3.2. Organisation génomique et fonction des génes

Le génome du VIH-1, ARN de 10kb, contient 9 génes codant pour 15 protéines (Frankel and
Young 1998). C’est par un habile jeu de décalages de cadre de lecture, d’épissages alternatifs
et de production de polyprotéines que le virus atteint cette densité de génes dans un seul ARN.
La structure classique de tout génome rétroviral est la suivante : 5' LTR-gag-pol-env-LTR 3'.
Les régions LTR (long terminal repeat), qui ne codent pour aucune protéine, représentent les 2
extrémités du génome qui seront connectées a I’ADN cellulaire lors de D’intégration et
contiennent le promoteur viral. gag (group specific antigen) code pour les protéines
structurales de la matrice, de la capside et de la nucléocapside. Gag est produit en tant que
précurseur pS5 qui sera clivé par la protéase virale en pl7, p24, p7 et p6. pol (polymérase)
code pour les enzymes virales : la protéase, la transcriptase inverse et I’intégrase. Ces enzymes

sont produites en tant que précurseur polyprotéique Gag-Pol qui sera clivé par la protéase
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virale. env code pour I’enveloppe produite en tant que gp160 qui sera clivée en gp41 et gp120
par des protéases cellulaires.

En plus de ces génes communs a tous les rétrovirus, le VIH-1 produit 6 protéines
additionnelles qui sont Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr et Vpu. Alors que Tat et Rev, protéines
régulatrices, sont requises pour la réplication virale, Nef, Vif, Vpr et Vpu sont habituellement
facultatives dans plusieurs systémes in vitro et sont donc appelés protéines accessoires.
Toutefois, ces protéines sont nécessaires pour la réplication virale et la pathogenése in vivo (Li

et al. 2005) (Figure 4).

La protéine Tat, transactivateur de la transcription, active ’initiation de la transcription et

I’¢longation en se liant a I’¢lément TAR de I’ARN messager viral (Ruben et al. 1989).

Rev, deuxieme protéine régulatrice essentielle, lie le RRE (Rev responsive element) et permet
I’export nucléaire, la stabilisation et 1’utilisation des ARNm viraux partiellement ou non
¢épissés, permettant ainsi la transition entre 1’expression des génes de la phase précoce et celle

des genes de la phase tardive (Kim ef al. 1989; Malim et al. 1989; Zapp and Green 1989).

Nef est une protéine multifonctionnelle trés importante dans la pathogenése du virus. En effet,
son absence ralentit ou abolit complétement la progression de la maladie vers le stade SIDA
(Kestler et al. 1991). Nef régule négativement I’expression a la surface des cellules infectées
du récepteur, CD4, mais aussi des corécepteurs CCRS et CXCR4 afin de prévenir la
surinfection (Aiken et al. 1994; Garcia and Miller 1992; Landi et al. 2011) (voir section 4). De
plus, Nef entraine également la diminution de I’expression des molécules du CMH-I et du
CMH-II, facilitant ainsi I’évasion immunitaire (Chaudhry et al. 2009; Schwartz et al. 1996).
Finalement, Nef interfére avec la transduction provenant du signal des récepteurs T et

augmente I’infectivité du virus (Luria ef al. 1991; Miller et al. 1994).
Vif (viral infectivity factor) est essentielle a la réplication virale dans les lymphocytes et les

macrophages du sang périphérique et certaines lignées cellulaires (Strebel et al. 1987). En

effet, Vif interagit avec et provoque la dégradation par le protéasome d’une cytidine
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désaminase de la cellule hote, APOBEC3G (Yu ef al. 2003). APOBEC3G qui, en absence de
Vif, inhibe efficacement la réplication du VIH-1 (Sheehy et al. 2002).

La protéine Vpr (viral protein R) a elle aussi plusieurs roles. Vpr induit a la fois ’arrét du
cycle cellulaire en phase G2 et I’apoptose via I’interaction avec plusieurs facteurs cellulaires
(Andersen and Planelles 2005; He et al. 1995; Jowett et al. 1995; Re et al. 1995; Rogel et al.
1995). Vpr intervient également dans 1’import nucléaire du complexe de préintégration (PIC)

dans les cellules qui ne sont pas en division (Le Rouzic et al. 2002).

Vpu (viral protein U), protéine membranaire intégrale, permet la dégradation de molécules de
surface telle que CD4 par le protéasome (Willey et al. 1992). 11 a également ét¢ démontré en
2008 que Vpu régule négativement I’expression d’un facteur de restriction du VIH-I,
tetherin/BST2 a la surface cellulaire, permettant ainsi un bourgeonnement plus efficace des

particules virales (Neil et al. 2008).
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Figure 4. Organisation du génome du VIH-1.

Source (hiv.lanl.gov).

2.3.3. Le cycle de réplication

Le cycle de réplication du VIH-1 se fait en 2 étapes : La phase précoce, qui s’étend de la
reconnaissance de la cellule cible a I’intégration du génome viral au génome de la cellule hote,
et la phase tardive, débutant par la régulation de ’expression du génome proviral et se

terminant par le bourgeonnement et la maturation du virion (Figure 5).
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e Phase précoce

La phase précoce débute par la reconnaissance et la liaison de la gp120 virale a la molécule
CD4, récepteur du VIH-1 a la surface de la cellule cible (Dalgleish et al. 1984; Maddon ef al.
1986). L’attachement a CD4 ne suffit pas a I’entrée virale qui nécessite I’interaction de
I’enveloppe avec un corécepteur d’entrée, CCRS ou CXCR4 (Dragic et al. 1996; Feng et al.
1996). 1l s’ensuit alors la fusion membranaire initiée par la gp4l qui s’insére dans la
membrane ce la cellule hote et rapproche les membranes virale et cellulaire jusqu’a la fusion
des couches lipidiques. La capside virale est alors libérée dans le cytoplasme et, par un
processus encore mal connu, il y a décapsidation qui donne lieu a un complexe de pré-
intégration (PIC) au sein duquel a lieu la transcription inverse. Le PIC est constitué, aprés
décapsidation complete, de la nucléocapside, de Vpr, de I’intégrase, de quelques protéines de
matrice et de ’ADNc (Miller et al. 1997; Nermut and Fassati 2003). Le PIC est alors
transporté du cytoplasme vers I’intérieur du noyau a travers des pores nucléaire, Vpr jouerait
un role dans le transport du PIC au noyau (Yao ef al. 1995).

Apres le transport actif au noyau, le progénome viral est intégré de facon covalente au génome
de la cellule hote grace a I’activité catalytique de I’intégrase, et devient un provirus (Zheng et

al. 2005).

e Phase tardive
Cette phase débute par la synthése d’une trentaine de transcrits épissé€s et non épissé€s qui sont
transportés hors du noyau pour traduction (Purcell and Martin 1993). Dans un premier temps,
il y a production des protéines Rev, Tat et Nef a partir de petits ARNm complétement €pissés.
Puis I’accumulation de Rev permet le transport hors du noyau de transcrits non épissés
correspondant au génome viral et aux ARNm codant pour les précurseurs polyprotéiques Gag
(p55) et Gag-Pol. Egalement transportés tardivement grice a Rev sont les ARNm
partiellement épissés codant pour Env, Vif, Vpr et Vpu (Karn and Stoltzfus 2012). Apres
traduction des protéines, I’assemblage de la particule virale est initi€é par p55 qui se
multimérise et est capable de s’associer a la membrane plasmique, a I’ARN génomique et a la

queue cytoplasmique de la gp4l. Ces propriétés de Gag permettent le recrutement des
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composant du virion au site d’assemblage que sont des radeaux lipidiques de la membrane
plasmique (Hogue et al. 2011).

S’ensuivent le bourgeonnement et le relargage des particules virales. La maturation du virion
intervient immédiatement apres ou pendant de bourgeonnement, et consiste en le clivage des
précurseurs pS5 et Gag-Pol pour donner des protéines matures. Cette maturation se traduit par
un réarrangement du cceur du virus, qui passe d’une forme sphérique a cette forme conique

caractéristique du VIH-1 (Briggs and Krausslich 2011; Krausslich 1991).

Maturation
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Figure 5. Cycle réplicatif du VIH-1.
Source (Baudy et al. 2008).
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24. La pathogenése du VIH-1

Le mécanisme central par lequel de VIH-1 induit I'immunodéficience est la déplétion du
nombre de LTCD4" ou T auxiliaires (Th pour T helper), chefs d’orchestre de la réponse
immunitaire. Comme tous les lentivirus, I’infection a VIH est une maladie a évolution lente et

chronique. La pathogenése du VIH-1 se déroule en 3 phases (Figure 6).

2.4.1. La primo-infection ou phase aigiie

Une fois que le virus a pénétré I’organisme, il se multiplie en grand nombre dans les cellules
cibles, majoritairement les cellules T CD4" et se propage a tout I’organisme ot il colonise tous
les organes lymphoides, mis a part le systéme nerveux central. Cette phase aigiie, qui s’étale
sur plusieurs semaines, est caractérisée par une charge virale plasmatique trés élevée, une
expansion des cellules TCD8" et une diminution drastique du taux de LTCD4" (Cummins and
Badley 2010; Fauci et al. 1996) (Figure 7). Les LTCD4 des tissus lymphoide associés au tube
digestif (GALT : Gut associated lymphoid tissue) sont la premiére ligne de déclin des cellules
CD4 car elles représentent le plus grand réservoir de cellules cibles du VIH-1; i.e. les cellules
T CD4"CCR5" (Chun et al. 2008). Ce réservoir ne se reconstituera plus & des niveaux
normaux tout au long de la maladie, une des caractéristiques principales de 1’infection a VIH-
1. La fin de cette phase est marquée par la diminution de la charge virale jusqu’a un niveau
appelé « viral set point », variant d’un individu a 1’autre, qui restera la méme tout au long de la
phase chronique. La réduction de la charge virale est due a 1’établissement des réponses VIH-

spécifiques a médiation cellulaire (Koup et al. 1994; Safrit et al. 1994).

2.4.2. La phase chronique

Cette phase est la plus longue des trois et se déroule sur plusieurs années allant d’une
décennie (dans 70% des cas) a plusieurs décennies selon les individus (Figure 7), les classant
en plusieurs groupes selon la rapidité d’évolution de la maladie : les non-progresseurs a long
terme, les progresseurs lents et les progresseurs rapides (Baker et al. 2009; Hay ef al. 1999;
Zaunders and van Bockel 2013). Durant cette phase, les réponses cellulaires et humorales

arrivent a maintenir la réplication virale a bas bruit. La encore la charge virale de maintien
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distingue les groupes d’individus. Le virus, constamment soumis a la pression immunitaire, va

sans cesse évoluer afin d’échapper a cette réponse immunitaire spécifique (Haas et al. 2011).

2.4.3. Le stade SIDA

Le systéeme immunitaire qui aura été soumis a une constante activation par la réplication virale
va ultimement s’épuiser, ce qui meéne au stade SIDA. En effet, durant la phase chronique les
cellules CD4 sont perdues a un rythme plus rapide que le renouvelement naturel (turn-over).
On arrive finalement a une déplétion critique des LTCD4 pour arriver a des taux inférieurs a
200 cellules par mm® de sang, ce qui correspond au stade SIDA (Alimonti et al. 2003). La
réponse immunitaire est considérablement affaiblie, voir inexistante, le virus peut alors
allegrement se multiplier et prendre le dessus. La charge virale atteint des niveaux tres élevés.
A ce stade, les infections opportunistes apparaissent (Candida albicans, Pneumocystis

viroveci) et entrainent la mort du sujet (Figure 7).
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Figure 6. La pathogenése du VIH-1 : Etapes de I’infection suite a ’exposition au virus.

1) Traversée de la barriére mucosale par les virions libres, les cellules infectées ou les virions attachés aux cellules dendritiques
(CD). 2) Propagation massive du virus dans les LTCD4" activés de la lamina propria du tissu lymphoide associé au tube digestif. 3)
Dissémination aux tissus lymphoides secondaires et établissement de réservoirs tissulaires stables. 4) Activation immunitaire
chronique conduisant & « ’hexaustion » immunitaire (expression de PD1 sur les LTC8"). 5) II en résulte un controle immunitaire
partiel du virus et 6) une production virale soutenue. PD1, programmed death 1; M@, macrophage. Adapté de (Mirza and Rathore
2012).
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Figure 7. Evolution de la maladie.

Source (Fauci et al. 1996).

3 La thérapie antirétrovirale

3.1. Mécanisme d’action des antirétroviraux

Toutes les étapes du cycle de réplication du VIH-1 sont des cibles potentielles des agents
antirétroviraux (ARV) destinés a ralentir la réplication virale. Les ARV disponibles permettent
de bloquer quatre étapes cruciales du cycle du virus qui sont I’entrée virale, la transcription

inverse du génome viral, I’intégration, et la maturation des protéines (Figure 8).

A T’heure actuelle, 27 ARV sont approuvés par 1’Agence fédérale américaine des produits
alimentaires et médicamenteux (FDA : US Food and Drug Administration) pour le traitement
de I’infection @ VIH-1 et plusieurs sont encore en cours de développement. Ces ARV sont
classés en 6 catégories selon leur mécanisme d’action. On retrouve les inhibiteurs
nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase inverse (INTI), les inhibiteurs non-

nucléosidiques/nucléotidiques de la transcriptase inverse (INNTI), les inhibiteurs de protéase
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(IP), les inhibiteurs de fusion (IF), les inhibiteurs d’entrée (IE) et les inhibiteurs d’intégrase
(IT) (Figure 8) (FDA 2013).
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Figure 8. Mode d’action des différents agents ARV dans le cycle du VIH-1.
Adapté de (Baudy et al. 2008).

i
AN _— * \ﬁ

3.2. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse

Les inhibiteurs de la transcriptase inverse comprennent deux classes d’agents, les INTI et les
INNTL

Les INTI furent les premiers ARV approuvés par la FDA pour le traitement de I’infection a
VIH-1. Les INTI agissent en tant que substrats alternatifs, ils entrent en compétition avec les

nucléosides physiologiques et agissent en tant que terminateurs de chaine. Ils différent des
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nucléosides par absence du groupement 3'-hydroxyl, ce qui aboutit a I’arrét de la transcription

inverse suite a leur incorporation a la chaine d’ADN en cours de synthése (Cihlar and Ray

2010).

Contrairement aux analogues nucléosidiques les INNTI se fixent directement et de fagon non

compétitive a proximité du site catalytique de la transcriptase inverse. Ceci résulte en un

changement conformationnel de I’enzyme qui réduit fortement son activité catalytique de

polymérisation (de Bethune 2010).

Tableau 1. Liste des inhibiteurs la transcriptase inverse par ordre d’approbation par la

FDA (FDA 2013).
Classe Agents Abréviation Nom Année d’approbation
commercial par la FDA

INTI Zidovudine AZT (ZDV) Ratrovir 1987
Didanosine ddI Videx 1991
Zalcitabine ddC Hivid 1992
Stavudine d4T Zerit 1994
Lamivudine 3TC Epivir 1995
Abacavir ABC Ziagen 1998
Tenofovir* TDF Viread 2001
Emtricitabine FTC Emtriva 2003

INNTI Nevirapine NVP Viramune 1996
Delavirdine DLV Rescriptor 1997
Efavirenz EFV Sustiva 1998
Etravirine ETR Intelence 2008
Rilpivirine RPV Edurant 2011

*Le Tenofovir est les seul analogue nucléotidique, tous les autres INTI sont des analogues

nucléosidiques.
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3.3. Les inhibiteurs de la protéase

Les IP sont des composés qui se lient de fagon trés spécifique et avec une forte affinité au site
actif de la protéase virale. IIs inhibent 1’activité enzymatique et bloquent la production de virus
infectieux par I’inhibition du clivage du précurseur polyprotéique Gag-Pol. Ceci résulte en la

production de particules virales immatures non-infectieuses (Ammaranond and

Sanguansittianan 2012).

Tableau 2. Les inhibiteurs de protéase par ordre d’approbation par la FDA (FDA 2013)

Classe Agents Abréviation ~ Nom commercial Année d’approbation
par la FDA

IP Indinavir IDV Crixivan 1996
Ritonavir RTV Norvir 1996
Nelfinavir NFV Viracept 1997
Saquinavir* SQV Invirase, Fortovase 1997
Amprenavir APV Agenerase 1999
Lopinavir/ritonavir LPV/r Kaletra 2000
Atazanavir ATV Reyataz 2003
Fosamprenavir FPV Lexiva 2003
Tiprenavir TPV Aptivus 2005
Darunavir DRV Prezista 2006

*le Saquinavir n’est plus en vente.

3.4. Les inhibiteurs d’entrée

Les inhibiteurs d’entrée peuvent cibler les 3 étapes dans 1’entrée virale qui sont (1) la liaison
au récepteur CD4 cellulaire; (2) la liaison au corécepteur; et (3) la fusion des membranes. Pour
I’instant seuls deux d’entre eux sont approuvés par la FDA et d’autres sont en cours d’étude.

(Voir section 5 « La glycoprotéine de I’enveloppe et I’entrée virale »)
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Tableau 3 Les inhibiteurs d’entrée par ordre d’approbation par la FDA (FDA 2013)

Classe Agents Abréviation Nom Année
commercial d’approbation
par la FDA
Inhibiteur de fusion Enfivirtide T20 Fuzeon 2003
Antagoniste de CCR5 ~ Maraviroc MVC Selzentry 2007

3.5. Inhibiteurs de I’intégrase

Les inhibiteurs de I’intégrase (II) sont la classe la plus récente d’antirétroviraux utilisés dans le
traitement du VIH-1. Tous les II interférent avec I’étape de transfert de brin dans 1’intégration
de I’ADN proviral nouvellement synthétisé. Ils se lient au site catalytique et inhibent le

transfert de brin (Karmon and Markowitz 2013).

Tableau 4. Les inhibiteurs de l’intégrase par ordre d’approbation par la FDA (FDA
2013)

Classe Agent Abréviation Nom Année
commercial d’approbation
par la FDA
Inhibiteur du Raltegravir RTV Isentress 2007

transfert de brin

Elvitegravir*® GS-9137 Stribild 2012

*Elvitegravir est utilis¢ uniquement dans le cadre du médicament combiné Stribild
(Elvitegravir/GS-9350/emtricitabine/tenofovir disoproxil fumarate).
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3.6. La thérapie antirétrovirale combinée (cART)

La monothérapie était utilisée dés la découverte des premiers agents, a commencer par I’AZT
en 1987. Malheureusement, la monothérapie aux INTI qui dura jusqu’en 1995, s’avéra peu
efficace, les patients développant des résistances. A partir de 1996, les choses s’accélérent
avec d’abord la découverte que la bithérapie est plus efficace que la monothérapie (Hammer et
al. 1996). La découverte des inhibiteurs de protéase (Cameron et al. 1998) suivie
immédiatement par celle des INNTI, a ensuite propulsée le traitement vers a la thérapie
antirétrovirale combinée (cART pour combination antiretroviral therapy). La cART est en
général compos¢ de deux INTI, et d’'un INNTI ou un PI, et est maintenant le traitement
standard proposé aux patients infectés par le VIH-1 (Thompson et al. 2010).

Grace a I’introduction de la cART, le nombre de cas de SIDA a drastiquement diminu¢, entre
1994 et 1998 le taux de SIDA en Europe a chuté¢ de 30,7% a 2,5% et les maladies
opportunistes devinrent une occurrence rare (Palella et al. 1998; Palella Jr et al. 2002).

La cART a en effet diminué la morbidité et la mortalité reliée au SIDA, allongeant
considérablement la durée de vie des individus infectés, transformant la maladie en une
maladie chronique (Ammassari et al. 2012; Palella et al. 1998).

Toutefois, la prise d’ARV n’¢liminant pas le virus, les traitements sont pour la vie, ce qui peut
réduire I’adhérence des patients. L’adhérence est un facteur crucial dans le succes du
traitement ARV. En effet, la non-adhérence peut engendrer 1’échec du traitement et
I’apparition de résistances (Cadosch et al. 2012). Ce qui diminue la fourchette d’ARV

disponibles aux patients.

4 Diversité génétique du VIH-1

Le VIH-1 est caractérisé par une trés grande diversité génétique intra et inter-hdte. Cette
diversité reste un obstacle majeur a la vaccination.

En effet, a 'intérieur d’'un méme individu, le VIH-1 existe en tant que population de variants
génétiquement proches mais distincts appelée « quasiespece », chaque variante portant des

mutations aléatoires uniques pouvant étre déléteres, neutres ou bénéfiques dépendamment de
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I’environnement dans lequel le virus évolue. La variation nucléotidique ou variation génétique

retrouvée dans une quasiespece peut atteindre 10% (Korber et al. 2001).

Au cours de la progression de I’épidémie, cette grande diversité génétique intra-hote a conduit
a une diversité inter-hote et aussi inter-populations, menant a I’apparition des différents sous-
types (ou clades) du VIH-1. Le groupe M, a I’origine de la pandémie, a été subdivisé en 9
sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, et K) dont certains comprennent méme des sous-clades
(A1 a A4; F1 et F2). En termes de substitutions nucléotidiques, la variation génétique a
I’intérieur d’un méme sous-type est de 15-17% et peut aller jusqu’a 30% selon les clades,
tandis que la variation inter-sous-types est de I’ordre de 17-35% (Hemelaar 2012). La diversité
intra-clade continue d’augmenter avec le temps (Rambaut ef al. 2001). En effet, les grappes de
population au niveau régional ont donné naissance a des sous-types qui sont caractéristique de
certaines régions du globe. Par exemple, le sous-type C, le plus prédominant de par le monde
(48% des infections), est endémique en Afrique subsaharienne. Le sous-type B, deuxieme
sous-type en terme de prévalence (12% des infections) est caractéristique de 1’Amérique du

nord, d’Haiti, et de I’Europe (Hemelaar 2012) (Figure 9).

Les dernieres décennies ont également vu 1’apparition de formes recombinantes circulantes
(CRF ; circulating recombinant form) ou uniques (URF ; unique recombinant form). Elles sont
le résultat de recombinaisons entre 2 sous-types lors de la coinfection d’un individu par 2
souches différentes. Le recombinant est classifi¢ en temps que CRF s’il est retrouvé chez plus
de 2 personnes sans lien épidémiologique direct. Autrement le recombinant est classé comme
unique (Robertson et al. 2000). A ce jour, 68 CRF ont été répertoriés (CRFO1 AE a
CRF72_BF), et on estime qu’ils comptent pour 20% des infections dans le monde (Hemelaar

2012; Lau and Wong 2013; Pessoa et al. 2014; Tebit and Arts 2011).
A Dorigine de cette énorme diversité, la flexibilité génétique intrinséque au VIH-1, qui mute

spontanément, mais également la pression sélective propre a 1’hote qui fagonne 1’évolution

virale.
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Figure 9. Distribution des sous-types et des recombinants du VIH-1 dans le monde. La
surface relative des zones des camemberts représente le nombre relatif de personnes
vivant avec le VIH dans la région.

Tiré de (Hemelaar 2012).

4.1. Origine de la diversité du VIH-1

4.1.1. La composante stochastique : mutations et recombinaison

Une des caractéristiques propre aux rétrovirus et particulierement au VIH-1 est la dynamique
de réplication rapide doublée d’une capacité intrinseéque a muter et a recombiner entrainant
une grande diversité génétique intra et inter-individus (Coffin 1992; Wei et al. 1995). Ainsi,
sans aucune influence extérieure, le VIH-1 est capable d’évoluer génétiquement et d’établir

une quasiespece, comme le montrent certaines études in vitro (Sanchez-Palomino et al. 1993).
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A Torigine de cette diversité, la transcriptase inverse du virus qui n’a pas d’activité de
« proofreading», typiquement retrouvée chez les polymérases a ADN, qui assure que le
nouveau brin d’ADN synthétisé est conforme au brin d’ARN matrice. En résulte un taux de
mutation d’approximativement 3,4x10” mutations par paire de base par cycle de réplication.
Le génome du VIH-1 ayant une longueur de 10 kb et 1x10'® virions pouvant étre produits par
jour chez un individu infecté, on estime que des millions de variantes différentes sont produits
quotidiennement chez un seul patient, menant a la création de la quasiespece (Perelson et al.

1996).

Un second phénoméne ameéne un degré supplémentaire de diversité. Il s’agit de la
recombinaison génétique entre deux variantes différentes au sein de la méme cellule qui
survient quand la transcriptase inverse saute d’un brin d’ARN a un autre durant la réplication
(Blackard et al. 2002; Robertson et al. 1995). Le taux de recombinaison du VIH-1 est I’un des
plus ¢élevé de tous les organismes : on I’estime a 3 recombinaisons par cycle de réplication
(Zhuang et al. 2002). Les CRF et URF sont issus de cette recombinaison entre des virus de
clade différents lorsque I’individu est infecté par 2 ou méme plusieurs sous-types différents
(Artenstein et al. 1995; Cornelissen et al. 2012; Gerhardt et al. 2005; Plantier et al. 2004; Zhu
et al. 1995).

4.1.2. La composante environnementale : la pression sélective

Cette dynamique d’évolution rapide permet au VIH-1 d’échapper aux contraintes
environnementales que sont la réponse immunitaire de I’hdte, les ARV ou encore la
disponibilité de cibles cellulaire (Fauci et al. 2008; Goulder and Watkins 2004; McGovern et
al. 2013). Ces contraintes qui poussent le virus a évoluer sont appelées pressions sélectives.
Alors que la pression exercée par les ARV pousse le virus a accumuler certaines mutations
particulieres, la pression sélective exercée par le systétme immunitaire pousse le virus a

évoluer vers une plus grande diversité génétique en accumulant des mutations variées.

La pression immunitaire : ciblant principalement les épitopes anticorps, LTC et T

auxiliaires.
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Les réponses adaptatives médiées par les anticorps neutralisants (Richman ef al. 2003; Wei et
al. 2003), les cellules T auxiliaires (Ross and Rodrigo 2002b) ou les lymphocytes T
cytotoxiques (Kelleher et al. 2001; Ogg et al. 1998; Phillips et al. 1991; Yusim et al. 2002)
sont impliquées dans les défenses de 1’hdte et contrélent ’infection a VIH-1, exercant de ce

fait une pression immunitaire sur les régions codantes du génome viral.

L’évolution du VIH-1 contrecarre ces activités en accumulant des mutations non-synonymes,
empéchant ainsi la reconnaissance par ces effecteurs immuns grace a une variété de
mécanismes : 'interférence avec I’attachement des épitopes aux molécules du CMH, la
réduction de la reconnaissance par les récepteurs des cellules T, ou encore la génération de
réponse LTC antagonistes (Moore ef al. 2002). L’échappement a la réponse CDS est d’ailleurs
I’une des forces majeures qui favorise I’émergence de la diversité génétique des séquences du
VIH-1 dans les régions codant pour des protéines (Allen et al. 2005a; Brumme et al. 2007,
Carlson et al. 2015; Jones et al. 2004; Soudeyns et al. 1999).

Calcul

Cette pression sélective se manifeste au niveau des codons par un exces de substitutions non-
synonymes par rapport aux substitutions synonymes (Nei and Gojobori 1986). Elle est
¢galement appelée o et se calcule comme le ratio entre le taux de mutations non-synonymes
par sites non-synonymes (dn) sur le taux de mutations synonymes par sites synonymes (ds) (®
= dn/ds). Une valeur de ® > 1 indique une pression sélective diversifiante tandis qu'un o < 1

indique au contraire que le site est sous une contrainte purifiante.

Différences de pression sélective selon la région du génome

Le génome du virus n’est pas soumis de facon uniforme a la pression sélective. En effet, 12%
du génome viral est soumis a une pression sélective liée a la réponse immunitaire adaptative,
les 2/3 du restant sont relativement conservés. Cette conservation du génome est
principalement déterminée par la structure de ’ARN viral (Snoeck ef al. 2011) mais
¢galement par la structure protéique (Woo et al. 2010), les hélices alpha autorisant une moins

grande variabilité.
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L’échappement est restreint par les contraintes fonctionnelles et structurales particulieres aux
épitopes qui sont nécessaire ala survie du virus (Carlson et al. 2015; McMichael and
Klenerman 2002). Des mutations dans ces régions du génome ne se font pas sans perte de
fitness du virus et peuvent étre déléteres pour le virus (Liu ef al. 2007; Liu et al. 2014).

L’enveloppe est le géne le plus sélectionné du génome suivit de loin par gag et pol qui sont les

2 génes les moins soumis a cette pression diversifiante (Liu et al. 2006).

Importance du CMH dans la diversité génétique du virus
La réponse immune va ainsi faconner I’évolution du virus au cours de la maladie. Il s’agit de
la pression sélective qui est fonction de I’immunocompétence relative des patients et tributaire

du type HLA.

Les individus avec des alleles HLA qui sélectionnent préférentiellement des régions
protéiques du VIH-1 qui supportent moins bien les mutations a cause de leurs effets sur le
« fitness » verront leur maladie progresser plus favorablement vu que le potentiel de
développement de mutants d’échappement sera réduit (Heeney et al. 2006). Ceci est fort bien
illustré par cas des alleles de CMH de classe I HLA-B*57 et HLA-B*27 ; ce dernier reconnait
des épitopes conservés de la protéine de la capside p24 et est associé a un taux de survie accru
chez les sujets infectés (controleurs élites). Ces individus sont capables de maintenir des
niveaux élevés de LTCD4" et une virémie faible sans avoir recours a la thérapie antirétrovirale
(Bailey et al. 2006; Carlson et al. 2015). A I’inverse, certains alleles du CMH de classe I, dont
HLA-B*35, sont associés a une progression rapide de la maladie (Willberg et al. 2010).

Variation au cours de la maladie

La réponse immunitaire spécifique au VIH-1 sélectionne des mutants d’échappement durant
les phases aigués (Borrow ef al. 1997; Cao et al. 2003; Jones et al. 2004; Price et al. 1997) et a
un moindre niveau durant la phase chronique de I’infection (Allen et al. 2004; Allen et al.
2005b; Draenert et al. 2004; Geels et al. 2003; Jones et al. 2004; Koibuchi et al. 2005; Price et
al. 1997; Wolinsky et al. 1996). Les ¢études in vitro montrent qu’une suppression incompléte

du VIH-1 par les CTL, résulte en la sélection et I’émergence rapide de mutants d’échappement

(Yang et al. 2003).
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La coévolution virus-hdte est aussi importante en ce qui concerne la progression de la maladie
(Letvin and Walker 2003; Pantaleo and Fauci 1996). L’évolution virale peut étre largement
faconnée par les pressions antivirales exercées par le systéme immunitaire de 1’hote (Moore et

al. 2002; Yang et al. 2003).

Le degré de sélection des séquences du VIH-1 associée au HLA est prédictif de la charge
virale et est un marqueur de progression de la maladie (Brumme et al. 2008; Moore et al.
2002). Ainsi, chez un individu, une grande diversité¢ génétique est souvent associée a une forte
pression sélective et témoigne d’une réponse immunitaire robuste résultant en une évolution
plus lente de la maladie. En effet, de nombreuses études ont montré qu’il existe une
corrélation positive entre la diversité génétique/pression sélective et la vitesse de progression
de la maladie, faisant de la pression sélective un bon prédicteur pronostic ou de 1’état

immunitaire du patient (Ross and Rodrigo 2002a; Strunnikova ef al. 1998).

Une grande diversité génétique intra-hote a été associée a une progression plus lente de la
maladie (Ganeshan et al. 1997; Wolinsky et al. 1996). Cependant, cette diversité génétique est
de fait une diversité liée a la pression sélective. La sélection positive est plus importante chez
les patients présentant une évolution lente de la maladie car leur population virale montre un
plus fort taux d’adaptation due a une réponse immunitaire plus robuste (Ross et Rodrigo 2002,
Vicidi et al. 1999, Williamson et al. 2003, Zanotto et al. 1999). De plus, un ralentissement
évolutif apparait tard dans I’infection a VIH-1, qui est causé par 1’affaiblissement du systeme
immunitaire plutét qu’a une réduction de la réplication virale en raison de la disparition des

cellules susceptibles au virus (Lemey et al. 2007; Williamson 2003).

La compréhension de la complexité de la réponse immunitaire et des mécanismes par lesquels
le VIH-1 échappe a ces réponses est cruciale au développement de vaccins efficaces. La
diversité du virus et I’échappement a la réponse immunitaire, sont des barrieres majeures au
contrdle soutenu du VIH-1 ainsi qu’au développement de vaccins efficaces (Barouch et al.

2002; Carlson et al. 2015).
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5 La glycoprotéine d’enveloppe et I’entrée virale

La glycoprotéine d’enveloppe est la seule protéine virale exposée a la surface du virion. Elle
est de ce fait soumise a une pression sélective intense exercée par la réponse immunitaire de
I’hote, étant une cible privilégiée des anticorps neutralisants mais également la cible des
lymphocytes T CDS8" (Parren et al. 1997b; Soudeyns et al. 1999). L’enveloppe détermine
¢galement le tropisme du virus de par la préférence du corécepteur CCR5 ou CXCR4 ou
encore d’autres corécepteurs alternatifs (Pollakis and Paxton 2012). Par conséquent, des
nombreuses caractéristiques génétiques spécifiques de ’enveloppe telles que la diversité en
acides aminés, le nombre de sites de N-glycosylation et la longueur des boucles variables sont
associées a la neutralisation des anticorps, au tropisme du virus mais également a la
transmission (Rademeyer et al. 2007; Resch et al. 2001; Wei et al. 2003). L’enveloppe
représente une cible évidente pour le développement de vaccin (Burton et al. 2004; Mascola et
al. 1999; Poignard et al. 2001) mais également une cible pour la classe d’antirétroviraux que

sont les inhibiteurs d’entrée (Henrich and Kuritzkes 2013).

5.1. Structure et fonction de I’enveloppe

La protéine d’enveloppe se présente comme des spicules a la surface de la particule virale
(Julien et al. 2013; Liu et al. 2008; Lyumkis et al. 2013). On dénombre en moyenne 14
spicules (de 4 a 35) a la surface des particules virales du VIH-1 (Zhu et al. 2006). Ces spicules
sont des triméres composés de 3 hétérodimeres gpl120-gp41 (Caffrey et al. 1998; Chan et al.
1997; Doms 2000; Weissenhorn et al. 1997) (Figure 10)
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Figure 10. Structure native de I’enveloppe trimérique a la surface des particules virales.

Vue de face (A), vue de haut (B). Le core de la gp120 est représenté en rouge, les boucles
hypervariables VIV2 et V3 sont représentée en jaune et vert respectivement. Tiré de (Liu et
al. 2008)

5.1.1. Syntheése et modifications post-traductionnelles

La protéine d’enveloppe du VIH-1 est d’abord synthétisée en tant que molécule précurseur
fortement glycosylée d’environ 845 a 870 acides aminés, la gp160, protéine transmembranaire
de type I, qui sera plus tard clivée en gp120 et gp41. Dans le réticulum endoplasmique (RE), la
gp160 s’oligomérise et subit les modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation
et I’ajout de ponts disulfures (Earl et al. 1991; Land et al. 2003). Les ponts disulfures sont
principalement ajoutés a la base des régions variables de la gp120 qui forment ainsi des
boucles (Leonard et al. 1990). Ces boucles hypervariables sont au nombre de 5 (V1-V5) et
sont séparées par des régions constantes (C1 a C5). La glycosylation, majoritairement ajoutée
dans les boucles variables, permet entre autre le repliement adéquat de la protéine (Land and
Braakman 2001; Leonard et al. 1990). La partie gp4l comprend le peptide de fusion, une
région transmembranaire, ainsi qu’une queue cytoplasmique (Chan et al. 1997) (Figure 11).

Plus tard, dans I’appareil de golgi, la gp160 est clivée par des protéases cellulaires telles que la
furine en gp120 sous-unité de surface de 120 Kda et gp41 sous unité transmembranaire de 41
Kda (Vollenweider et al. 1996) (Figure 11). Ces deux sous-unités demeurent liées de fagon
non-covalente au sein des trimeres qui seront transportés jusqu’a la membrane cellulaire ou ils

seront incorporés au virion bourgeonnant (Ono 2010).
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Figure 11. Organisation structurale (A) et représentation schématique (B) du précurseur
gp160.

B) Le peptide signal est indiqué en noir (SP). La glycoprotéine de surface gp120 est indiquée
en bleu, les régions conservées en bleu foncé (C1-C5) et les boucles variables en bleu clair
(V1-V5). La glycoprotéine transmembranaire gp41 est représentée en gris et contient une
boucle formée par un pont disulfure. Les sites de N-glycosylation des chaines mannosides (F)
et des chaines glycosidiques complexes (Y) sont indiqués. Les résidus cystéine sont numérotés
et indiqués en rouge, ainsi que les ponts disulfures. Tiré de (Pancera 2005).
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5.1.2. La gp120

a) Structure moléculaire

La structure moléculaire du cceur (ou core) de la gpl20 a été résolue par le groupe de
Hendrickson en 1998 grace a la cristallisation de la protéine liée a la molécule CD4 ainsi
qu’au fragment Fab de I’anticorps 17b dirigé contre le site de fixation des corécepteurs
(Kwong et al. 1998). Le cristal n’était réalisable qu’apres une déglycosylation extensive de la
protéine, la délétion des boucles hypervariables V1 V2 et V3 (considérées comme des
structures trop désorganisées), et fixation avec la molécule CD4 et/ou un anticorps, seule
méthode permettant de rigidifier la structure. Récemment la structure cristalline du trimere
comprenant les boucles hypervariables a été déterminée par le groupe de Ward (Lyumkis ef al.

2013).

Le cristal du core de la gpl120 révele une protéine globulaire divisée en 3 domaines : un
domaine interne et un domaine externe reliés par un feuillet § interdomaine, la lame pontante
(bridging sheet). Le domaine interne est par définition la partie interne du trimére, enfoui dans
le trimére, il se situe a I’interface entre les monomeéres de gpl20 et la gp4l. Il contient
principalement les régions constantes C1 et C5 ainsi qu’une partie de C2, V1 et V2 font
¢galement partie du domaine interne. Le domaine externe, quant a lui est la partie exposée a la
surface du trimére, contient la majorité des sites de N-glycosylation. La lame pontante fait la
lisaison de ces 2 domaines, il est composé¢ de 4 brins B : B2 et B3 provenant du domaine

interne, et f20 et f21 du domaine externe (Kwong et al. 1998) (Figure 12).

Les structures atomiques de V1V2 et V3 ont été résolues grace a la cristallisation de la gp120
avec des anticorps monoclonaux liant ces régions. Toujours dans la forme liée de la gp120, V3
montre une protrusion vers membrane de la cellule cible (Huang et al. 2005). Sa structure en
téte d’épingle B (B hairpin) est similaire a celle des ligands des corécepteurs CCRS (RANTES,
MIP-1a, MIP-1B) et CXCR4 (SDF-1) (Sharon et al. 2003). La structure de V1V2 a été résolue
en 2011, la région correspond un feuillet B a 4 brins antiparalléles stabilisés par des ponts

disulfures. Les brins [ correspondent aux parties les plus conservées de V1 et V2, les parties
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hypervariables, trés propices a 1’addition/délétion d’amino-acides et particulicrement de sites

de glycosylation, sont elles libres et forment des boucles (McLellan et al. 2011).

Ces configurations ont été confirmées par le nouveau cristal de Lyumkis, qui montre V1V2 et
V3 a P’apex du trimére, avec V2 localisé au dessus du site d’attachement a CD4, dans une
position restreignant I’acces a 1’épitope. V3 est située directement sous V1V2 et est masqué
par V2 qui forme un bouclier. Le trimére apparait comme assemblé via des interactions intra

et inter-protomeéres a I’apex impliquant V1V2 et V3 (Lyumkis et al. 2013) (Figure 12).

b) Domaines fonctionnels

Les domaines fonctionnels de la protéine sont constitués de régions discontinues dans la
structure primaire qui deviennent contigués dans la structure tridimensionnelle (Figure 13).

— Le domaine de liaison a CD4: CD4 se lie a la gpl20 au niveau d’une cavité
hydrophobe située a ’interface entre les domaines internes et externes. Ce domaine de
liaison est formé de structure discontinues situées dans les 5 régions constantes (Figure
12) (Kwong et al. 1998)

— Le site de liaison au corécepteur : Communément appelé CD4i épitope (pour CD4
induced) ce site est exposé aux anticorps apres la liaison au CD4. De nombreuses
¢tudes ont aboutit a une cartographie de ce site de liaison qui est lui aussi disséminé
dur plusieurs segments de la gp120 (Cormier ef al. 2001; Rizzuto and Sodroski 2000;
Rizzuto et al. 1998). Principalement, le site de liaison au corecepteur consiste en la
lame pontante, hautement conservée, et la boucle V3 (Cormier and Dragic 2002). On
retrouve également des sites de liaison dans les régions C1, C2, C3 et C4. Dans C3 il y
a chevauchement avec le site de liaison a CD4. (Choe et al. 1996; Cocchi et al. 1996)
(Figure 12).

Le site de liaison a I’intégrine 04f7 : situé dans la région V2, un tripeptide (motif LDV ou
LDI) permet la liaison de la gp120 a une ’intégrine a4B7 sur les lymphocyte T CD4". Cette
intégrine est originellement responsable du ciblage des leucocytes a la lamina propria du tissue

digestif (Arthos et al. 2008).
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5.1.3. La gp41

La structure de la gp41 quand a elle fut résolue en 1997 (Chan et al. 1997). Sa structure est
beaucoup plus simple que celle la gp120, elle posseéde une région extra-cellulaire N-terminale,
une région transmembranaire et une queue cytoplasmique. L extrémité N-terminale contient le
peptide de fusion, région hydrophobe. La région extra-cellulaire comprend deux régions de
répétitions d’heptapeptides contigus, HR1 (HR-N) en N-terminale et HR2 (HR-C) en C
terminale qui forment I’ectodomaine. Ces 2 régions contiennent chacune une hélice a (N36 et
C34) qui sont responsables de la formation d’une structure en faisceau d’hélices torsadées
(coiled-coils) a 6 hélices (6HB : 6 helix bundle) (Figure 12). On a longtemps cru que la
structure 6HB existait déja dans le trimere au repos (non-li¢ a CD4) a la surface du virus
(Chan et al. 1997; Weissenhorn et al. 1997), mais des études récentes réfutent ce modele,
montrant une conformation toute autre de la gp41, laissant présager que la formation du 6HB
n’intervient qu’apres liaison du CD4 lors de la fusion membranaire. (Dimitrov et al. 2005;

Lyumkis et al. 2013; Mao et al. 2012) (Figure 12).
Le domaine transmembranaire ancre 1’enveloppe dans la membrane lipidique et la queue

cytoplasmique joue un role complexe dans I’empaquetage, I’infectivité et la pathogénicité

cellulaire (Yang et al. 2010)
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Figure 12. Structure de la gp120, gp41 et du trimeére a la surface du virus.

A) Structure du core de la gpl120 (Kwong et al. 1998) diagramme représentant les hélices
alpha en rouge, et les feuillets beta en rose. Le domaine interne de la gp120, située sur la face
interne du trimére est aussi la partie entrant en contact avec la gp41, tandis que le domaine
externe correspond a la surface externe de la protéine portant la majeure partie de la
glycosylation. La lame pontante, constituée des feuillets beta 2, 3, 20 et 21 sont situés a la
surface proximale de la protéine, faisant face a la membrane cellulaire, en opposition au
domaine distal (N et C terminal) qui est situ¢ a proximité de la membrane virale. B) Structure
atomique du 6HB de la gp41 (Horne et al. 2009) (Chan et al. 1997). Les 3 hélices centrales
(HR-1) sont en bleu, les 3 hélices HR-2 sont en jaune. Les hélices HR-C sont placées de facon
anti-paralleles par rapport aux hélices HR-N. Panel de gauche : Vue du haut. Panel de droite :
vue du complexe par le c6té. C) Conformation et organisation des sous-unités de 1’enveloppe
a la surface de la particule dans sa forme non-liée (Lyumkis et al. 2013). Vue de coté de
I’hétéro-trimere (panel central). La gp41 est représentée en jaune. La gp120 est présentée en
bleu avec les boucles V1V2 (violet) et V3 (vert).
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Peptide signal
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Figure 13. Séquence de la gp120 du VIH-1 et domaines fonctionnels.

La séquence de I’enveloppe de la souche HXB2, souche de référence, est représentée. Les
boucles hypervariables et le peptide signal sont représentés. Les points bleus indiquent les
résidus contribuant a la liaison au corécepteur (Cormier et al. 2001; Rizzuto and Sodroski
2000; Rizzuto et al. 1998). Les points rouges indiquent les résidus en contact avec CD4
(Kwong et al. 1998). La lame pontante est représentée en jaune. Inspiré de (Decker et al.
2005).

5.1.4. La glycosylation

L’enveloppe du VIH-1 est I’'une des protéines les plus glycosylées dans la nature. En effet, la
gp160 possede environ 30 sites potentiels de N-glycosylation, dont 25 se retrouvent dans la
gp120, ce qui équivaut a 3-4 fois plus de glycosylation que ce qui est retrouvé dans d’autres
protéines d’enveloppe virales (Zhang et al. 2004). Cette glycosylation qui représente

approximativement 50% de la masse de 1’enveloppe est composée quasi-exclusivement de N-
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glycans avec une trés faible proportion de O-glycans. (Bernstein et al. 1994; Doores et al.

2010; Huang et al. 1997).

Ces oligosaccharides sont ajoutés au fur et & mesure que la protéine est synthétisée dans le
réticulum endoplasmique et sont subséquemment modifiés dans 1’appareil de Golgi.
L’addition de ces carbohydrates est nécessaire au bon repliement, & 1’apprétement et au
transport efficace de la gp160 vers la membrane plasmique (Fenouillet and Jones 1995; Li et

al. 1993).

Les O-glycans sont des oligosaccharides ajoutés a plusieurs résidus serine ou thréonine non-
identifiés de la gp120 ; leur role reste trés peu connu comparativement aux N-Glycans. Ces
derniers, par définition, sont des groupements carbohydrates ajoutés a une arginine (N) dans
une séquence consensus N-X-S ou N-X-T dans laquelle X peut étre n’importe quel acide
aminé excepté la proline et S et T représentent la serine ou la thréonine. Parmi les N-glycans,
on distingue les oligosaccharides riches en mannose et les oligosaccharides complexes qui
sont des modifications des premiers par « triming » et addition de monosaccharides autres que
le mannose (Leonard et al. 1990; Zhu et al. 2000) En général, les glycans complexes sont
présents dans les régions variables et les glycans riches en mannose se retrouvent dans les
régions constantes (Leonard ef al. 1990; Zhu et al. 2000). Leur nombre exact varie entre les
sous-types et les souches. Toutefois, de nombreux sites de N-glycosylation restent tres

conservés (Figure 11).

La glycosylation couvre des portions antigéniques de I’enveloppe et 1’augmentation du
nombre de sites de N-glycosylation sur la gp120, notamment dans les boucles hypervariables,
est associée a une résistance accrue a la neutralisation médiée par les anticorps. La flexibilité
de ce manteau de glycans favorise ainsi I’évasion immunitaire (Bunnik et al. 2010a; Bunnik et
al. 2010b; Wei et al. 2003) De nombreuses études ont démontré que la glycosylation sur la
gpl120 facilite I’échappement du virus a la réponse immunitaire en bloquant I’acces a des
épitopes reconnus par des anticorps neutralisants critiques et méme empéchent la
reconnaissance par les CTL (Doe et al. 1994; Duenas-Decamp et al. 2008; Granados-Gonzalez

et al. 2008; Li et al. 2008; Ly and Stamatatos 2000; McCaffrey et al. 2004; Mori et al. 2001)
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En effet, la délétion des sites de N-glycosylation sur les régions C2, V1V2, V3 et de la face
silencieuse de la gpl120 par mutagenése dirigée augmente la susceptibilité des virus aux
anticorps neutralisants (Li et al. 2008; Ly and Stamatatos 2000; McCaffrey et al. 2004; Wolk
and Schreiber 2006). De plus, le traitement par des endoglycosidases de la gp120 dérivée de

cellules de mammiferes accroit sont immunogénicité (Doe ef al. 1994).

Néanmoins, les N-glycans de la gpl20 peuvent également étre la cible de la réponse
immunitaire (Perdomo et al. 2008; Sirois et al. 2007; Wang 2006). L’anticorps largement
neutralisant 2G12 reconnait un noyau relativement bien conservé d’oligomannoses
protubérant a la surface de la gp120 (Calarese et al. 2003; Sanders et al. 2002). Aussi, un N-
glycan particulier est requis pour la reconnaissance efficace de 1’épitope T auxiliaire adjacent
(Li et al. 2008). En conclusion, la présence ou 1’absence de N-glycosylation particuliére sur la
gpl20 peuvent grandement influencer la reconnaissance de ces antigénes par la réponse

humorale et a médiation cellulaire.

Les sucres riches en mannose de la gp120 sont également capables de lier les molécules telles
que les lectines a la surface des cellules. La liaison de tels récepteurs cellulaires sert d’ancrage
mais aussi de point d’entrée du virus dans certaines cellules. Ainsi, sur les cellules
dendritiques, la gp120 s’attache au DC-SIGN et peut ainsi étre transporté vers les ganglions
lymphatiques ou le virus pourra infecter en trans les cellules CD4" permissives (Geijtenbeek

et al. 2000).

Enfin, la présence ou I’absence de sites potentiels de N-glycosylation dans les boucles
variables V1V2, V3 et V4 a été associée a I’utilisation des corécepteurs CCR5 ou CXCR4
(Clevestig et al. 2006; Dash et al. 2008; Pollakis et al. 2001)

5.2. L’entrée virale

L’entrée virale se fait en plusieurs étapes séquentielles comprenant des changements
conformationnels de la gp120 et de la gp41 aboutissant a la fusion entre les membranes virale

et cellulaire. Ces changements sont déclenchés par la liaison de la gp120 a CD4. La gp120

53



s’attache premiérement au récepteur (CD4) puis au corécepteur, et enfin la gp41 entame le
processus de fusion membranaire. Des études récentes ont montré I’extréme flexibilité de la
structure de la gpl20 permettant des changements conformationnels sans déstabiliser

I’interaction gp120-gp41 (Chen et al. 2005; Desormeaux et al. 2012; Pancera et al. 2010).

5.2.1. Les récepteurs du VIH-1

a) Le récepteur d’entrée : 1a molécule CD4

La molécule CD4 est le récepteur principal du VIH-1 (Dalgleish et al. 1984; Maddon et al.
1986; Sattentau et al. 1988). CD4 fait partie de la superfamille des immunoglobulines et
posséde 4 domaines extracellulaires immunogluline-like (D1 a D4), un segment
transmembranaire et une queue cytoplasmique associée & la tyrosine kinase p56'*. CD4 est
exprimée principalement sur les lymphocytes T auxiliaires (LTCD4"), incluant les cellules
TCD4" naives, centrales, et effecteurs mémoires. Sa fonction principale est la reconnaissance
du CMH de classe 2 a la surface des cellules présentatrices d’antigéne (Janeway 1992) et
d’assister le récepteur des cellules T (TCR) a D’activation de la cellule aprés reconnaissance
antigénique. CD4 est également exprimée par des cellules n’exprimant pas le TCR, telles que
les monocytes, macrophages et cellules dendritiques, ce qui fait de ces cellules des cibles

additionnelles du virus (Ravichandran et al. 1996).

L’interaction CD4-gp120 est trés conservée parmi les primates. CD4 se lie a la gp120 par son
domaine N-terminal D1. Plusieurs résidus dans cette région entrent en contact avec les résidus
chargés négativement logés dans la cavité qu’est le site d’attachement au CD4 sur la gp120

(Kwong et al. 1998).

b) Les corécepteurs : CCRS et CXCR4

Le premier corécepteur du VIH-1 a été identifi¢ en 1996 par I’équipe de Berger (Feng et al.
1996). 11 s’agissait de CXCR4 alors appelé¢ fusine. La méme année, plusieurs groupes

décrivent le CCRS, a I’époque CKR-5, en tant que 2™ corécepteur du VIH-1 (Alkhatib ef al.
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1996; Deng et al. 1996; Dragic et al. 1996). Depuis, CCRS5 et CXCR4 sont reconnus en tant
que corécepteurs principaux du VIH-1 et I'utilisation de I'un ou I’autre de ces 2 récepteurs
définit le tropisme du virus. Les virus capables d’utiliser le CCR5 sont appelés virus RS et

ceux capables d’utiliser CXCR4 sont appelés X4.

Une vingtaine de corécepteurs alternatifs ont été décrits et peuvent étre utilisés par le VIH-1
pour infecter les celllules, mais la pertinence physiologique de ces corécepteurs n’a pas encore
¢té mise en évidence (Coetzer et al. 2011; Nedellec et al. 2009; Shimizu et al. 2009; Simmons

et al. 2000).

Les corécepteurs du VIH-1 font partic de la famille des récepteurs de chimiokines a 7
domaines transmembranaires et sont donc des récepteurs couplés aux protéines G. Les
récepteurs des chimiokines forment des tiges dans la membrane cellulaire avec un pore central
entouré des 7 domaines transmembranaires. Les domaines exposés a la surface sont la queue
N-terminales et les 3 boucles extracellulaires appelées E1, E2 et E3 (Lebon and Tate 2012). Ils
peuvent former des homodimeres ou des hétérodimeres comme c’est le cas pour CCRS

(Vazquez-Salat et al. 2007).

Il existe 3 ligands connus a CCRS qui sont CCL3, CCL4 et CCLS5 aussi connus sous les
appellations MIP-1a, MIP-1P, et RANTES, respectivement (Combadiere et al. 1996; Raport et
al. 1996; Zaitseva et al. 1997). L’unique ligand de CXCR4 est CXCL12 ou SDF1 dont

I’invalidation est 1étale chez la souris (Bleul et al. 1996).

Le domaine N-terminal est nécessaire a la fonction corécepteur de CCRS (Doranz et al. 1997)
et de CXCR4 (Brelot et al. 1997). Ce domaine subit des modifications post-traductionnelles
via ’addition d’un manteau sulfaté sur les résidus tyrosines, ce qui faciliterait les interactions
¢lectrostatiques avec les acides aminés chargés positivement de la lame pontante et de la base

de V3 (Farzan et al. 1999).

Il y a de multiples régions du corécepteur impliquées dans la liaison a gp120, les 2 régions les

plus importantes étant E2, pour la fixation de la boucle V3, (Wu ef al. 1997) et la queue N-
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terminale du corécepteur qui se lie a la lame pontante et a V2. Toutefois, d’autres domaines

pourraient étres impliqués dans I’attachement (Decker ef al. 2005; Huang et al. 2005).

5.2.2. Etapes séquentielles de ’entrée virale

a) L’attachement et la liaison a CD4

L’entrée virale commence par I’attachement du virion a la surface cellulaire. Cet attachement
peut étre facilité par la liaison des groupements carbohydrates de la gp120 a des lectines de la
surface cellulaire telles que le DC-SIGN (Baribaud et al. 2001; Geijtenbeek et al. 2000;
Mondor et al. 1998). Cette interaction toutefois non-nécessaire facilite 1’entrée virale, bien que

son importance physiologique soit floue.

Chaque monomeére de gpl120 contient un site de liaison a CD4, et I’engagement d’une seule
gp120 peut induire le changement de conformation du trimére entier (Salzwedel and Berger
2000). La liaison de la gp120 a CD4 induit un changement de conformation qui entraine la
formation du site de liaison au corécepteur. En effet, la structure de cristalline de la gp120 de
SIV non li¢ a CD4 laisse entrevoir la conformation « au repos » de la gp120 dans laquelle la
lame pontante n’est pas formée mais disloqué, et la boucle V3 enfouie dans la protéine
globulaire (Chen et al. 2005). Les réarrangements séquentiels de 1’enveloppe induits par la
liaison a CD4 interviennent comme suit. Premiérement, la boucle V1V2 est déplacée du centre
vers la périphérie du trimere laissant le champ a un réarrangement de V3, premier site de
liaison du corécepteur. On observe en effet, un repositionnement et exposition de V3,
notamment la couronne, pour former une protrusion vers la membrane cellulaire. S’ensuit un
réarrangement des domaines internes et externes entrainant la formation de la lame pontante,
par le rapprochement des brins 2 et B3 du domaine interne aux brins 20 et 21 du domaine
externe (Huang et al. 2005; Rizzuto et al. 1998). On pense que ces changements
conformationnels induisent une rotation de chaque monomére de gpl20 dévoilant
partiellement la gp41. De plus, un repliement de CD4 entre les domaines D2 et D3 permettrait

le rapprochement de 1’enveloppe vers la membrane cellulaire (Liu et al. 2008). (Figure 14)
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b) Liaison au corécepteur

La liaison au corécepteur se fait via ces domaines révélés par le réarrangement de la gp120
c’est-a-dire via le contact de la couronne de V3 avec la boucle extracellulaire E2 et le contact
lame pontante et la queue N-terminale (Rizzuto and Sodroski 2000; Rizzuto et al. 1998). La
région N-terminale du corécepteur se lie a la base de V3 ainsi qu’a la lame pontante (Choe and

Farzan 2009; Cormier ef al. 2000; Huang et al. 2007a) (Figure 4.5)

¢) La fusion

Suite a la liaison du corécepteur, des changements de conformation sont alors amorcés dans la
gp41. Le peptide de fusion de la gp41, domaine hydrophobe est alors exposé et projeté vers la
membrane cellulaire ou il va s’ancrer pour permettre un rapprochement des membranes cibles
et virales (Tamm and Han 2000). Les régions HR1 et HR2 sont alors rapprochées afin de
former une structure en téte d’épingle, ce qui résulte au niveau trimérique en la formation d’un
faisceau torsadé a 6 hélices (6HB). Ce 6HB est une structure trés stable permettant le
rapprochement et la fusion des membranes cellulaires et virales résultant en la formation d’un

pore par lequel le contenu du virion sera relaché (Chan et al. 1997) (Figure 14).
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Figure 14. Etapes de ’entrée virale.

1) Enveloppe trimérique fonctionnelle a la surface du virion et récepteur CD4 et corécepteur a la surface de la cellule cible. 2)
Liaison de CD4 et changements conformationels de la gp120 permettant I’exposition des domaines de liaison au corécepteur. 3)
Liaison au corécepteur et activation du domaine de fusion de la gp41 qui est inséré dans la membrane cible. 4) Fusion membranaire
induite par la formation du 6HB entre les régions HR1 et HR2 de la gp41. Deux triméres d’enveloppe sont représentés dans cette
dernicre étape.
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5.2.3. Les inhibiteurs d’entrée

L’entrée du VIH-1 dans la cellule cible peut étre bloquée a plusieurs niveaux des étapes

séquentielles décrites ci-haut. Puiseurs inhibiteurs d’entrée de différentes natures ont été testés

en essais cliniques, mais pour I’instant, uniquement 2 sont approuvés pour le traitement de

I’infection a VIH. Il s’agit du maraviroc, un antagoniste de CCRS5 (2009) et de I’enfuvirtide ou
T20, un inhibiteur de fusion (Wild et al. 1992).

Parmi les inhibiteurs candidats, on distingue les inhibiteurs de I’attachement et de la liaison a

CD4, les inhibiteurs de corécepteurs et les inhibiteurs de fusion (Wilen et al. 2012) (Tableau

5).

a) Inhibiteurs de I’attachement et de la liaison a CD4

Parmi les inhibiteurs de 1’attachement et de 1a liaison a CD4 on retrouve :

Les polymeéres anioniques non-spécifiques (inhibiteurs de 1’attachement) qui
préviennent les interactions électrostatiques entre I’enveloppe positivement chargée et
la surface négativement chargée de la cellule cible. Etudiés un temps en tant que
composant de microbicides vaginaux, leur efficacité clinique s’est avérée nulle
(Tableau 5).

Les inhibiteurs du site de liaison de CD4 correspondent a de petites molécules qui lient
le site de liaison au CD4 sur la gp120. Ils montrent une efficacité in-vitro, mais le VIH-
1 s’y adapte trés rapidement en développant des résistances (Tableau 5).

Le CD4 soluble, ayant une activité in-vitro non négligeable, montre une totale
inefficacité en clinique possiblement due a la bio-disponibilité¢ de la molécule (Tableau
5).

Les inhibiteurs d’expression de CD4, dérivés du cyclotriazadisulfonamide (CADA),
diminuent I’expression du CD4 a la surface des cellules par un mécanisme inconnu. Ce

produit est encore en cours d’essais cliniques. (Tableau 5)
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b) Inhibiteurs de corécepteurs

Les inhibiteurs de corécepteurs sont de petites molécules qui, en se fixant au corecepteur,
induisent des changements de conformation des boucles extracellulaires (mécanisme

allostérique) dans la protéine prévenant 1’attachement de la gp120 (Tableau 5).

Plusieurs inhibiteurs de CCRS5 ont été¢ testés au fil des années pour aboutir a la
commercialisation du Maraviroc en 2007. Le maraviroc et autres inhibiteurs de CCRS5 se lient
a une poche hydrophobe transmembranaire du récepteur. L’utilisation du maraviroc
fonctionne bien, toutefois des mécanismes de résistance sont connus. Le type de résistance le
plus commun est I’émergence de virus X4 (Westby et al. 2006). Le 2™ mécanisme de
résistance correspond au développement par le VIHde la capacité a utiliser le corécepteur dans

sa forme liée au composé (Westby et al. 2007).

Les inhibiteurs de CXCR4, quant a eux, ont montré une efficacité limitée dans le traitement du

VIH-1 due a une toxicité systémique, CXCR4 étant une molécule ubiquitaire (Tableau 5).

¢) Inhibiteurs de fusion

Les inhibiteurs de fusion ciblent la gp41, plus précisément la formation de la structure 6HB
responsable de la fusion. L’enfuvirtide ou T20 fut le premier inhibiteur d’entrée approuvé, et
est le seul inhibiteur de fusion présentement commercialisé. Cette molécule est un peptide de
36 acides aminés mimant le domaine HR-C de la gp41. Il se lie a la structure coiled-coil
centrale composé des 3 HR-N et, de ce fait, empéche la formation du 6HB. Des mutations
dans les régions HR-N induisant une résistance au T20ont déja été décrites. Le composé reste
trés efficace, mais le fait qu’il soit administré de facon injectable, reste un probléme majeur
d’adhérence au traitement par les patients. Une des solutions est le développement d’autres
molécules ayant le méme mécanisme d’action mais disponible oralement tels que les

inhibiteurs D-peptides qui sont en cours d’essai cliniques (Tableau 5).
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Tableau 5. Les inhibiteurs d’entrée du VIH-1.

Classe d’inhibiteur d’entrée Composé Statut de la recherche clinique Références
Inhibiteurs de I’attachement Pro 2000 Aucune efficacité en phase 111 (Rusconi et al. 1996)
Carragard Aucune efficacité en phase III (Skoler-Karpoff et al. 2008)

Sulfate de cellulose

Aucune efficacité en phase I11

(Halpern et al. 2008; Van Damme et al.
2008)

Inhibiteur du site de liaison au BMS-378806
CD4

Développement préclinique

(Lin et al. 2003)

Molécule mimant le CD4 CD4 soluble Aucune efficacité en phase | (Daar et al. 1990; Schacker et al. 1994)
inhibiteurs d’expression de CD4  Dérivés du CADA Développement préclinique (Vermeire et al. 2008)
Inhibiteurs de CCRS5 Maraviroc Approuvé et commercialisé FDA (2009)
Anticorps anti-CCRS PRO 140 Phase 11 (Jacobson et al. 2008)
Inhibiteurs de CXCR4 Plerixafor Approuvé pour la mobilisation (Flomenberg et al. 2010)

de cellules souches

hématopoiétiques
Inhibiteurs de fusion Enfuvirtide Approuvé et commercialisé (Wild et al. 1992)

D-peptides Développement préclinique (Welch et al. 2007)

Tableau tiré de (Wilen et al. 2012)
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5.2.4. Antigénicité et immunogénicité de la gp120

L’enveloppe est la seule protéine virale exposée a la surface du virion; de ce fait, elle est la
cible préférentielle de la réponse humorale de 1’hdte tout au long de la maladie (Barin et al.
1985; Overbaugh and Morris 2012; Wyatt and Sodroski 1998). Etant la cible idéale des
anticorps neutralisants (AcN), la gpl20 et la gp4l sont la composante principale dans
I’¢laboration de vaccin expérimentaux anti-VIH-1 (Burton et al. 2004; Wyatt and Sodroski
1998). Toutefois, les efforts de vaccination avec 1’enveloppe monomérique ou trimérique
n’ont montré que peu d’efficacité (Koff 2012), bien que le vaccin RV-144 laisse entrevoir un
espoir dans le domaine (Rerks-Ngarm et al. 2009).

La gp120 induit une réponse humorale robuste tout au long de la maladie. Toutefois, toutes les
régions de la glycoprotéine ne sont pas antigéniques au méme titre. C’est pourquoi elle a
historiquement été subdivisée en 3 domaines ou faces, selon le type d’anticorps qu’elle élicite.
On retrouve la face neutralisante, la face non-neutralisante et la face silencieuse (Poignard et

al. 2001; Wyatt et al. 1998).

La face neutralisante, comme son nom 1’indique, regroupe les régions de la gp120 qui sont la
cible des AcN. Ces régions sont en général les domaines conservés de I’enveloppe dont
I’attachement a un anticorps entraine la neutralisation virale. Elle comprend les domaines
fonctionnels tels que les sites de liaison au récepteur (CD4bs) et au corécepteur. Ces régions
étant conservées entre les différentes souches, elles peuvent éliciter une réponse anticorps a

large spectre chez certains individus (discuté plus loin) (Overbaugh and Morris 2012).

La face non-neutralisante est orientée vers I’intérieur du trimére, correspond a une partie du
domaine interne et n’est visible que dans le contexte d’une gp120 monomérique libre. C’est un
leurre pour le systéme immunitaire, la gp120 monomérique détournant la réponse immunitaire
a son profit plutdt que vers les triméres fonctionnel. La réponse humorale élicitée contre cette
région de I’enveloppe n’entraine aucune neutralisation. Il s’agit 1a d’une forme d’échappement

a la réponse immunitaire de 1’hote (Parren ef al. 1997a).



La face silencieuse, quant a elle, est formée par le domaine externe fortement glycosylé,
virtuellement invisible car caché par le manteau de glycans. Ce bouclier de glycans qui évolue
rapidement forme une interférence stérique directe entre les anticorps et les déterminants
neutralisants (Wei et al. 2003). En théorie, les glycans étant des molécules fabriquées par la
cellule hote devraient étre considérés comme des molécules du soi et ne pas €tre la cible des
AcN. Néanmoins, les sucres de la gp120 sont en grande partie riches en mannose, structure qui
n’a pas été décrite chez les mammifére et qui est donc reconnue comme du non-soi (Lavine et
al. 2012). On distingue notamment le 2G12, mentionné plus haut, AcN a large spectre qui
reconnait un groupement relativement bien conservé d’oligomannose glycans. (Calarese et al.

2003; Sanders et al. 2002).

5.2.5. La réponse anticorps a I’enveloppe au cours de la maladie

Dés I’apparition d’une virémie détectable, les anticorps anti-Env apparaissent dans le sérum
des patients. Cette réponse évolue au cours de la maladie avec le développement d’anticorps
de différentes spécificités particuliecrement au cours de la premiére année d’infection

(Overbaugh and Morris 2012).

Aussi tot que huit jours apreés la détection du virus plasmatique, on voit apparaitre dans le
plasma des complexes antigénes-anticorps, suivis dans la semaine qui suit par des anticorps
anti-gp41(Tomaras et al. 2008). La réponse anti-gp120 n’apparait que 4 semaines apres la
virémie détectable et est principalement dirigée contre V3, qui est un ¢épitope
immunodominant. Cette réponse n’a toutefois pas d’effet détectable sur la virémie et ces
anticorps sont considérés comme étant des anticorps non-neutralisants (Tomaras et al. 2008).

Des AcN contre la souche infectante (AcN autologues) n’apparaissent que plusieurs mois plus
tard. Ces AcN autologues sont spécifiques de la souche infectante et sont incapable de
neutraliser des virus hétérologues (Gray et al. 2007; Moore et al. 1994). Ils sont
principalement dirigés contre les régions variables de la gp120 qui évoluent rapidement en
réponse a cette pression sélective et échappent a la réponse immunitaire, notamment par des
mécanismes de substitution, délétion et insertion d’acides aminés mais également par le

remodelage du manteau de glycans (Bunnik ef al. 2008). V1V2 est une cible majeure de cette
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réponse d’AcN autologues survenant dans la premicre année d’infection (Bunnik et al. 2008;

Rong et al. 2007).

Apres plusieurs années de constante stimulation antigénique, des AcN a larges spectres
apparaissent chez 30% des individus. Ces AcN sont capables de neutraliser un large éventail
de virus hétérologues et de différents sous-types. Ces AcN a large spectre sont dirigés contres
des régions plus conservées de la gp120. Contre le CD4bs, de nombreux AcN a large spectre
ont ¢té décrits tels que IgGbl2 et VCRO1 (Clapham and Lu 2011; Overbaugh and Morris
2012). Contre des épitope glycosidique conformationnels,le 2G12 mentionné plus haut
(Trkola et al. 1996). Enfin, PG9/16 qui reconnaissent un épitope quaternaire constitué des
parties constantes des régions variables V2 et V3 dans le contexte du trimére uniquement
(Walker et al. 2009). Contre le site d’attachement du corécepteur, certains AcN tels que le
17b et le X5 ont été trouvés mais leur spectre de neutralisation n’est pas aussi large que ceux

dirigés contre le site d’attachement de CD4 (Kwong et al. 1998; Moulard et al. 2002).

La gp4l est capable également d’¢liciter une réponse a large spectre. Les AcN 2F5 et 4E10
interagissent avec une région de la gp41 adjacente au domaine MPER (membrane proximal
external region) empéchant la formation de la structure 6HB responsable de la fusion (Muster

et al. 1994; Stiegler et al. 2001).

6 Le tropisme du VIH-1

6.1. Utilisation des corécepteurs et tropisme cellulaire

6.1.1. Classification du tropisme

Dés le début de 1’épidémie, la propriété du VIH-1 a former des syncitia, cellules géantes
multinucléées résultant de la fusion des lignées cellulaire T exprimant CD4, (Lifson et al.

1986) a été identifiée et associée aux isolats provenant de patients en stade SIDA (Tersmette et
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al. 1988). La grande majorité des souches issues de sujets asymptomatiques étaient incapables
de former des syncitia, en fait incapables de réplication dans ces lignées T (Tersmette et al.
1988). Les termes de souches SI pour syncitium-inducing et NSI pour non-syncitum-inducing
sont alors été¢ adoptés. Cette classification est basée sur la capacité des isolats a se répliquer et
a former des cyncitia dans les lignée cellules T telles que les cellules H9, MT-2 ou encore MT-
4. A ce titre, les cellules MT-2 furent utilisées comme test phénotypique classifiant les isolats
en SI ou NSI (Harada ef al. 1985; Koot et al. 1992). Le développement de méthodes
permettant de différencier les monocytes du sang en macrophages susceptibles au VIH-1
permit la classification des souches NSI, capables de réplication dans ces macrophages, en
souches M-tropiques pour macrophage-tropiques. Toutefois, ces souches NSI/M-tropiques
bien qu’incapables de réplication dans les lignées cellulaires T, sont capables d’infecter les
cellules T primaires. Par opposition, les souches SI ont alors été appelées T-tropiques

(Schwartz et al. 1989).

Ce n’est que plus tard, avec la découverte des corécepteurs du VIH-1 que I’on pu associer les
isolats NSI/M-tropique a I’utilisation de CCRS et les SI/T-tropique a 1’utilisation de CXCR4.
Les virus utilisant CCRS sont appelés virus RS, ceux utilisant CXCR4 sont appelés X4 et les
virus pouvant infecter la cellule cible en utilisant les 2 corécepteurs sont appelés R5X4 ou

dual-mixed (DM) (Berger et al. 1998) (Figure 15).

Les virus X4 sont considérés comme plus virulents car ayant une capacité réplicative in vitro
plus grande que les virus RS et étant associés au rapide déclin des LTCD4 ainsi qu’a la
progression rapide de la maladie vers le stade SIDA (Asjo ef al. 1986; Connor et al. 1997,
Richman and Bozzette 1994; van 't Wout et al. 1998).

6.1.2. Les cibles cellulaires et relevance pathologique

CCRS5 et CXCR4 sont tous deux exprimés, sur les cellules T CD4" mémoires, les macrophages
et les cellules dendritiques. Toutefois, 90% des cellules T CD4", incluant les cellules T naives,
mémoires, les thymocytes et les précurseurs T, expriment CXCR4 tandis que 1’expression de

CCRS est cantonnée a une sous-catégorie plus restreinte des cellules T qui sont les cellules T
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mémoires et activées représentant 15-35% du pool de cellules T (Schuitemaker et al. 2011)
(figure 15). Les cellules T naives étant la cible exclusive des virus X4, les conséquences
pathologiques de I’infection de ces cellules peuvent étre dramatiques, résultant en la déplétion
du plus large pool de cellules CD4 dans le corps notamment a la source qu’est le thymus.
Ainsi, les virus X4 sont considérés comme plus virulents que les virus R5 car associés a une
déplétion rapide et massive des cellules T CD4" (Blaak et al. 2000). Un site important pour la
réplication virale est le thymus, 1’organe majeur de la production des cellules T naives, ou 60-
70% des cellules T expriment CXCR4 tandis que CCRS5 est marginalement exprimé (<5%)
(Zamarchi et al. 2002).

D’un autre coté, CCRS est trés largement exprimé par les cellules mononucléées du tissu
lymphoide associé au tube digestif (GALT gut-associated lymphoid tissue). Le GALT, qui est
le plus grand organe lymphoide du corps humain, contient la moiti¢ des lymphocytes T de
I’organisme. Ces lymphocytes sont plus activés que ceux du sang périphérique car ils
constituent la premiére ligne de défense face aux microorganismes associés a la nourriture. La
majorité des LTCD4" du GALT expriment CCRS5 et ont de faibles niveaux d’expression de
CXCR4 (Poles et al. 2001; Veazey et al. 2000). Ceci contribue a la destruction massive des
cellules CD4 et ce, dés la phase aigiie de I’infection. (Brenchley and Douek 2008; Brenchley
et al. 2004; Kotler et al. 1984) Le pool de cellules perdues lors de la déplétion massive des
LTCD4" du GALT en primo infection n’est jamais reconstitué en totalité durant toute la durée

de la maladie, ce qui est une caractéristique de I’infection a VIH.
La destruction sélective des LTCD4" mémoires durant I’infection primaire est un événement

dynamique continuel for¢ant 1’organisme a renouveler et remplacer ces cellules (Mattapallil et

al. 2005)
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Figure 15. Relation entre utilisation des corécepteurs, phénotype et tropisme du VIH-1.

Tiré de (Schuitemaker et al. 2011) Le tropisme des virus est basé sur I’expression des
corécepteurs a la surface des cellules cibles ainsi que sur les les propriétés biologiques de
I’enveloppe. Le trofile est un test phénotypique in vitro qui sera discuté plus loin.

6.1.3. Corécepteurs alternatifs

CCRS et CXCR4 ne sont pas les seuls récepteurs cellulaires utilisés par le VIH-1 comme
corécepteur d’entrée. De nombreux récepteurs de chimiokines ainsi que des récepteurs
orphelins montrent une activité de corécepteur in vitro bien que leur role physiologique ne soit
pas avéré. Les récepteurs de chimiokines CCR2b (Doranz et al. 1996), CCR3 (He et al. 1997),
CCRS (Lee et al. 2000), CXCR6 (STLR33/Bonzo)(Liao et al. 1997) et CX3CR1 (Combadiere
et al. 1998) ; le recepteur Apj (Choe et al. 1998) (récepteur de 1’apeline), BLTR (récepteur du
Leukotriene B4), US28 (Pleskoff et al. 1997); ainsi que les récepteurs orphelins GPR15/BOB,
GPRI1 (Edinger et al. 1998), ChemR23, RDCI1 ont tous été identifiés comme corécepteurs
d’entrée du VIH-1 in vitro (revue par Heveker (Heveker 2001)). Parmi ceux-ci seuls CCRS8 et

67



CCR3 ont une possible implication in vivo correspondant a 1’infection des thymocytes dans le
premier cas (Lee et al. 2000) et I’infection de la microglie dans le cas de CCR3 (He et al.
1997). L’importance biologique de ces corécepteurs alternatifs reste incertaine in vivo car, les
inhibiteurs d’entrée spécifiques de CCR5 et CXCR4 peuvent totalement inhiber la réplication
de plusieurs souches de VIH-1 qui ont un large spectre d’utilisation des corécepteurs (Zhang

and Moore 1999)

6.2. Le switch du tropisme

Chez une fraction d’individus, variable selon le sous-type du virus infectant, le tropisme du
VIH-1 évolue de I'utilisation de CCRS5 dans les stades précoces de I’infection, vers
I’utilisation de CXCR4 dans les stades plus tardifs (Schuitemaker et al. 1992). Les virus R5
existent généralement tout au long de la maladie tandis que les virus X4 n’apparaissent que
plus tard dans I’infection et prédominent au stade SIDA. Cette évolution de tropisme de R5
vers X4 est appelée « switch ». Ce switch d’utilisation des corécepteurs est associé¢ a un rapide
déclin des LTCD4" et a une accélération de la maladie vers le stade SIDA. (Connor et al.

1997; Richman and Bozzette 1994).

6.2.1. Transmission et primo-infection, I’'importance de CCRS

Le CCRS s’avere étre le corécepteur principal du VIH, quasi-indispensable a 1’établissement
de l’infection. En effet, I’absence d’un CCRS5 fonctionnel chez certains individus les rend
résistants a ’infection. L’allele ccr5432, correspondant a une délétion de 32 paires de base
dans la 2°™ boucle extracellulaire de CCR5, produit une protéine non fonctionnelle et non
exprimée a la surface des cellules (Liu ef al. 1996). Les individus homozygotes pour ccri432
(1% des caucasiens) présentent une résistance a I’infection tandis que les hétérozygotes (10%
des caucasiens) montrent une évolution ralentie de la maladie (Huang et al. 1996; Liu et al.
1996). Une autre mutation, m303, introduisant un codon stop dans le géne de CCRS, a
¢galement été identifiée chez des individus exposés mais non-infectés (Quillent et al. 1998).
Ces évidences laissent penser que seuls les virus RS peuvent étre transmis d’autant plus qu’ils

prédominent trés largement durant la phase aigiie de I’infection (Keele et al. 2008). C’est le
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cas méme si des virus X4 sont détectés chez le donneur (Long et al. 2002; Zhu et al. 1993).
Cependant, les virus X4 peuvent étre transmis dans de tres rares cas, quelques cas ont été
notamment décrits chez des sujets homozygotes ccr5432 (Sheppard et al. 2002). La
transmission verticale de virus X4 et R5X4 a également été décrite chez 5 enfants ougandais

(Huang et al. 2009)

Plusieurs hypothéses tentent d’expliquer cette barriere a la transmission/primo infection des

virus X4.

La barriére mucosale : Les virus X4 ne passeraient pas la barriere mucosale a cause de
plusieurs facteurs. Il a ét¢ montré que la mucine et les protéines antivirales innée présentes
dans le tractus génital sont capables d’emprisonner et d’inactiver spécifiquement les virus X4.
De plus les cellules résidentes de 1’épithélium montrent une amplification préférentielle des

virus RS (Margolis and Shattock 2006).

Le comportement sexuel : Il est aussi a noter que les virus X4 étant présents chez les
individus en stade tres tardifs de la maladie, les comportements sexuels a risques sont
beaucoup moins fréquents chez ce type de patients (Dukers et al. 2001; Schuitemaker et al.

2011).

Les cellules cibles : Une autre contribution potentielle a la prédominance marquée des
variants RS en phase aigue serait un biais d’amplification. Dans le sang périphérique une
grande proportion de LTCD4" CCR5" (mémoires et activées) est recrutée durant I’infection a
VIH, fournissant une large cible de réplication des virus RS qui surpasseront la réplication des
virus X4. D’autre part, la forte proportion de cellules CD4" CCRS" du GALT considéré
comme le site majeur de réplication du VIH-1 en primo-infection, fournirait un environnement
optimal a I’amplification préférentielle des virus R5 (Brenchley and Douek 2008; Brenchley et
al. 2004).
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La réponse immunitaire : Il est également possible que les virus X4 soient généralement
mieux reconnus par le systéme immunitaire et peuvent donc se répliquer uniquement apres la

détérioration de celui-ci (Regoes and Bonhoeffer 2005) (Figure 16).

6.2.2. Phase chronique, émergence graduelle des virus X4

Dans les stades précoces de la phase chronique et durant la phase asymptomatique, on observe
une population R5 homogeéne capable de se répliquer efficacement dans les cellules T et les
macrophages (van't Wout et al. 1994; Zhu et al. 1993). Au fil du temps le virus passe
graduellement d’un tropisme exclusivement RS a un tropisme X4 en passant par un tropisme
mixte R5X4 considéré comme une étape intermédiaire (Bunnik ef al. 2011). L’évolution du
tropisme R5 vers X4 consiste en un élargissement du spectre d’utilisation des corécepteurs, ce
qui est observé également au niveau clonal. En effet, le switch s’accompagne souvent d’une
utilisation de corécepteurs alternatifs dans les étapes intermédiaires (Scarlatti et al. 1997). De
plus, parmi les clones dual-tropiques, on distingue les virus dual-R et dual-X utilisant plus
efficacement CCRS5 ou CXCR4 respectivement, mais ¢€galement des virus dual (R5X4)
utilisant les deux corécepteurs avec une efficacité similaire (Huang et al. 2007b; Irlbeck et al.
2008; Yi et al. 1999). Le cheminement intuitif du switch étant RS — dual-R —dual-X — X4
(Bunnik et al. 2011) (Figure 16). Ces virus capables d’utiliser CXCR4 apparaissent durant la
phase asymptomatique et précédent le stade SIDA (Koot et al. 1999).

Néanmoins, ’accumulation des mutations dans ENV nécessaires au switch a un cout au
niveau de la capacité réplicative ou « fitness » du virus. En effet, il a ét¢ montré que les virus
dual-tropiques ont une capacité réplicative diminuée par rapport aux variants principaux et

majoritaires RS et X4 (Bunnik et al. 2011; Pastore et al. 2004).

6.2.3. Le stade SIDA, la prédominance des virus X4

Une fois établis, les variant utilisant CXCR4 auraient un avantage réplicatif sur les variants RS

de part leur plus grande capacité réplicative in vitro et de leur plus large éventail de cellules

cibles (Asjo et al. 1986; Connor et al. 1993; van 't Wout et al. 1998).
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L’apparition des virus X4 s’accompagne invariablement d’une augmentation de la vitesse de
déplétion des LTCD4 et de I’accélération de la maladie représentée par 1’effondrement du
systéme immunitaire, le stade SIDA, aboutissant a terme de la mort du patient (Koot et al.
1993; Quillent ef al. 1998). Toutefois, il n’est toujours pas clair si ’apparition des virus X4 est

une cause ou une conséquence de I’épuisement du systéme immunitaire.

Bien que les variants X4 soient largement prédominants a ce stade, les variants RS coexistent
chez la vaste majorité des patients jusqu’a la fin de la maladie. (Koot et al 1996;
Schuitemaker et al. 1992). Une population virale purement X4 n’est que trés rarement détectée

chez les sujets infectés (Melby et al. 2006) (Figure 16).
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Figure 16. Evolution du tropisme au cours de la maladie.

Au début de I’infection les virus RS prédominent (bleu). Au fur et & mesure le virus acquiert la
capacité d’utiliser le corécepteur CXCR4, virus R5X4 (bleu/rouge), peu avant 1’établissement
du stade SIDA,
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6.2.4. Le switch chez les différents sous-types

Le switch intervient a différentes fréquences chez les différents sous-types du VIH-1. En effet,
chez le sous-type B, le plus largement étudié, les virus X4 émergent chez approximativement
50% des individus, I’autre moitié restant RS jusqu’a la fin de la maladie (Abebe ef al. 1999;
Bratt et al. 1998; Cilliers et al. 2003; Coetzer et al. 2006; Kaleebu et al. 2007; Yu et al. 1995).
Les sous-types A et D montrent une utilisation de CXCR4 beaucoup plus fréquente que le
sous-type B. Le sous-type C montre une utilisation de CXCR4 beaucoup moins fréquente que

les premiers représentant 30% des souches aujourd’hui (Connell et al. 2008).

Les hypotheses pour cette moins grande fréquence de virus X4 chez le sous-type C sont que
I’enveloppe du sous-type C a des contraintes structurales qui limitent I’évolution des virus de

R5 vers X4.

6.2.5. Les diverses hypothéses pouvant expliquer le switch

L’apparition et la prédominance des virus X4 dans les stades tardifs de I’infection a VIH-1 est
I’objet de débats depuis des années. Néanmoins, I’explication biologique de ce phénomene
reste encore non-¢lucidé. Plusieurs hypotheéses ont été proposées afin d’expliquer le switch au

cours de la maladie (Regoes and Bonhoeffer 2005).

L’hypothese de transmission-mutation suggere que les virus RS sont préférentiellement
transmis et mutent de fagon graduelle en virus X4. L’apparition des virus X4 serait donc le
fruit du hasard, ce qui ne cadre pas avec les fréquences et le « timing » d’apparition des

variants X4 chez les individus (De Jong et al. 1992; Fouchier et al. 1992).

L’hypothése du contrdole immunitaire suggeére que les virus X4 sont préférentiellement
reconnus par le systéme immunitaire et subséquemment supprimés par celui-ci. Les virus X4
émergeraient conséquemment a la dégradation graduelle du systéme immunitaire. En accord
avec cette hypothése, Harouse et al. ont montré en 2003 que les macaques rhésus coinfectés

avec des virus SHIV (virus de I'immunodéficience hybride simien-humien) RS et X4 montrent

72



une augmentation de la population X4 et un déclin de la population RS apres déplétion des LT
CDS8" (Harouse et al. 2003). De nombreuses autres évidences montrent que les virus X4 sont
plus sensibles a la réponse anticorps que les virus RS (Bou-Habib et al. 1994; Bunnik et al.
2007; Zhuang et al. 2011). Toutefois, Le groupe de Cheng-Mayer a montré que la déplétion
des cellules B chez le macaque n’affectait en rien le tropisme du virus et n’entrainait pas
I’émergence de virus X4. Ceci suggererait que le switch de tropisme dépend uniquement de la

réponse a médiation cellulaire et non de la réponse humorale (Tasca et al. 2011).

L’hypothése des cellules cibles met ’emphase sur le shift graduel de la disponibilité des
cellules exprimant CCR5 et CXCR4. En effet 1I’épuisement des cellules T CD4+ au cours de
I’infection induit un « turn-over » accru des cellules T-naives qui sont mises en circulation

pour garder I’homéostasie des cellules T (Hazenberg et al. 2000).

Aucune de ces hypothéses n’explique a elle seule le switch d’une facon entiérement
satisfaisante. Il se peut que le changement d’utilisation de corécepteur résulte d’une

combinaison des ces différents mécanismes.

6.2.6. L’absence de switch

Il reste qu’une fraction non négligeable des patients ne montre pas de switch d’utilisation des
corécepteurs au cours de leur maladie. Chez ces individus, on observe toutefois une évolution
de [l'utilisation de CCRS. Les variants R5 des stades tardifs sont caractérisés par une
réplication rapide, une cytopathycité accrue et une utilisation de CCRS plus efficace (Jansson

et al. 1999; Koning et al. 2003; Repits et al. 2005).

6.3. Les déterminants moléculaires du tropisme

La boucle V3 porte les principaux déterminants du tropisme. Les mutations retrouvées dans
V3 peuvent a elle seules prédire le tropisme du virus. Toutefois des mutations retrouvées dans
d’autres régions de I’enveloppe peuvent également influencer le tropisme en conjonction avec

des changements dans V3 Ce role central de la boucle V3 est universel et se retrouve chez
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toutes les clades du VIH-1 (Coetzer et al. 2006; Raymond et al. 2010b; Singh et al. 2009;
Zhang et al. 2010b) . En particulier, des acides aminés chargés positivement aux positions 11
et/ou 25 de la boucle sont fortement associés a 1’utilisation de CXCR4 (De Jong et al. 1992;
Fouchier ef al. 1992). Plus largement une augmentation de la charge nette de V3 accompagne
le switch d’utilisation des corécepteurs (Fouchier et al. 1992). Ceci est expliqué par la charge
globalement négative des boucles extracellulaires de CXCR4 par rapport a celles de CCRS qui
sont plutdt positivement chargées (Hartley et al. 2005). Finalement, la perte du site de N-
glycosylation en position 6 est associ¢e au tropisme X4 (Pollakis et al. 2001). Néanmoins, il
existe de nombreuses autres mutations dans V3 associées a 1’utilisation CXCR4 ou CCRS,
mutations ayant été intégrées dans les algorithmes de prédiction du tropisme du virus (voir

plus bas).

La deuxiéme région influencant le tropisme est la boucle V2 dans laquelle de nombreuses
mutations ainsi que la longueur de la boucle ont été associées a 1’utilisation de CXCR4, bien
que cette influence soit moins marquée que pour V3 (Fouchier et al. 1995; Groenink et al.

1993; Hoffman et al. 2002; Jansson et al. 2001; Pastore ef al. 2006; Thielen et al. 2010).

V1 (Boyd et al. 1993) mais surtout VIV2 en tant que boucle influencerait le tropisme
notamment part son nombre de sites de N-glycosylations permettant de compenser la perte de
fitness associée au switch (Labrosse et al. 2001; Ogert et al. 2001; Pastore et al. 2006). De
plus, des changements dans C2 (Pastore et al. 2006; Pastore ef al. 2004), V4 (Dunfee et al.
2007), C4 (Carrillo and Ratner 1996) et méme dans la gp41 (Huang et al. 2008; Pastore et al.

2004) influencent également 1’utilisation des corécepteurs.

6.4. Les outils de détermination du tropisme

A Theure des inhibiteurs d’entrée, il devient essentiel de pouvoir tester 1’utilisation des
corécepteurs par le virus des patients étant donné les risques d’émergence de virus X4 lors de

la prise d’inhibiteurs de CCRS.
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La présence ou I’absence de virus utilisant CXCR4 chez les individus infectés peut étre
investiguée par des méthodes de phénotypage tels que le test MT-2 (Japour et al. 1993; Koot
et al. 1992) basé sur les PBMC ou encore le test Trofile (Coakley et al. 2009; Whitcomb et al.
2007) (Monogram) basé¢ sur le plasma. De plus les méthodes de détection basées sur le

génotype de la séquence de V3 ont aussi été développées.

6.4.1. Les tests phénotypiques

Les tests phénotypiques consistent en 1’évaluation de I’infection de cellules indicatrices

exprimant CD4 et un corécepteur par les virus dérivés des patients. (Raymond et al. 2012).

a) Test de virus dérivés des PBMC

La premiere méthode consiste en le test direct des virus produits par les PBMC des patients
soit par co-culture avec les cellules indicatrices, soit par amplification préalable des virus des

PBMC.

Le premier test du genre appelé test MT-2, est le tout premier test phénotypique a avoir été
développé. Les cellules indicatrices, MT-2, lignée cellulaire lymphoblastoide transformée par
HTLV-1 (human T-cell leukaemia virus type 1) exprime CXCR4. Ce test permet de distinguer
les virus SI des virus NSI en observant la formation de syncitia (Karlsson ef al. 1994)

(Tableau 6).

Apres la découverte des corécepteurs, d’autres tests plus précis ont été développés utilisant des
cellules indicatrices U87 (Gonzalez-Serna et al. 2010) ou GHOST (Cecilia et al. 1998)
transfectées avec CCR5, CXCR4 ou d’autres corécepteurs. Ces derniers permettant également

de tester ’utilisation de corécepteurs alternatifs par le virus.
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b) Test de virus recombinants

Une deuxiéme méthode consiste en la production de virus recombinants infectieux exprimant
I’enveloppe au complet ou partielle des virus des patients. Ces tests ont été développés dans le

but d’éviter la sélection des virus dus aux passages successifs in vitro.

Le test le plus utilisé a ce jour, et qui reste une référence notamment dans le domaine du
diagnostique des patients, est le test Trofile commercialis¢é par Monogram Bioscience. Il
consiste en la production d’un virus recombinant exprimant I’enveloppe des virus des patients,
amplifiée par RT-PCR a partir du plasma. Le virus recombinant ainsi produit est alors testé sur
des cellules exprimant CCR5 ou CXCR4. L’activité luciférase permet ensuite de déterminé le

tropisme du virus (Whitcomb et al. 2007) (Tableau 6).

Les ¢études cliniques sur les antagonistes de CCRS ont été réalisées avec la détermination du
tropisme par Trofile. Le seuil de sensibilit¢ du test original (original Trofile assay OTA) a
ensuite ét¢ augmenté dans le nouveau test appelé ESTA (enhanced sensitivity trofile assay).
En effet, le test OTA est capable de détecter des variants minoritaires présents a hauteur de
10% dans la quasiespece ; ce dernier permet ainsi de détecter des variants représentant 0,3%

de la quasiespece (Su et al. 2009).

Deux autres tests utilisant des virus recombinants avec quelques différences techniques ont été
développés également, il s’agit du test de tropisme de Toulouse (TTT) (Université Toulouse
IIT Paul-Sabatier, Toulouse, France) (Raymond et al. 2010a) et du test espagnol (Instituto de
Salud Carlos III, Madrid, Spain) (Gonzalez et al. 2010).

Alors que la sensibilité du test Trofile pour la détection de virus utilisant CXCR4 est similaire

a celle du test MT2 (Coakley et al. 2009), les tests phénotypiques recombinants sont capables
de distinguer les populations pures RS, DM et pures X4.
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Tableau 6. Tests phénotypiques utilisés pour la détermination du tropisme du VIH-1

MT-2 Trofile ESTA
Insert aucun gp160 du sujet
Construction aucune Vecteur d’expression de ENV

Vecteur génomique VIH Gag-Pol-

Luc
Cellules PBMC HEK?293
productrices
Cellules cibles MT-2 U87.CD4.CCRS5S
U87.CD4.CXCR4
Détection Formation de syncitia, Activité luciférase
p24, activité¢ RT
Sensibilité Non-déterminée 0.3%
Temps 2-5 semaines 16 jours

6.4.2. Les tests génotypiques : les algorithmes de prédiction

L’identification d’une corrélation entre des changements d’acides aminés et 1’usage des
différents corécepteurs a mené au développement d’algorithmes de prédiction de 1’utilisation
des corécepteurs. Commencgant par la régle 11/25 (Fouchier et al. 1992), les efforts se sont

d’abord concentrés sur 1’identification de motifs dans V3 associés a la prédiction du tropisme.

) Méthode

Afin de corréler une séquence en acides aminés a un tropisme, ces algorithmes utilisent des
méthodes de calculs statistiques tres variées telle que les machines a vecteur de support ou
SVM (support vector machine), les réseaux de neurones artificiels (Neural Network), les
matrices de score position-spécifique ou PSSM (position-specific scoring matrix), ou encore

les forets d’arbres décisionnels (random forest).
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La plupart de ces prédicteurs génotypiques incorporent des informations de la région V3
(Boisvert et al. 2008; Jensen et al. 2003; Resch et al. 2001; Xu et al. 2007). Cependant dans
certains cas, ces algorithmes intégrent aussi des corrélats génotypiques des autres régions de
I’enveloppe (Hoffman et al. 2002; Thielen et al. 2010). Certaines méthodes utilisent
¢galement des données cliniques (Sing et al. 2007), ainsi que des informations structurales
(Sander et al. 2007), afin d’améliorer les prédictions et de mieux discriminer les séquences

X4 des R5X4 (Lamers et al. 2008).

d) Les algorithmes phares

Pour I’instant, les algorithmes les plus largement utilisés sont WebPSSM (Jensen et al. 2003)
et Geno2phenoycoreceptor] (Lengauer et al. 2007) qui sont tous deux basés sur la séquence de V3.
WebPSSM ou PSSM, comme son nom I’indique, utilise la méthode PSSM qui analyse les
séquences en acides-aminés de la boucle V3. Il calcule pour chaque position d’acide aminés,
la probabilité que la séquence soit dérivée d’un virus X4. PSSM fournit donc un score pour
une séquence donnée; un score ¢levé dénote une forte probabilité d’appartenir a un virus X4.
Deux algorithmes PSSM ont ét¢ développés, le premier PSSMxurs (Jensen et al. 2003),
entrainé sur des séquences de sous-type B prédit un tropisme X4 ou RS, et PSSMgs:
spécifique des séquences de sous-type C (Jensen et al. 2006), prédit la probabilité qu’une

séquence soit SI ou NSI.

Geno2phenojcoreceptor] basé sur la méthode de calcule SVM, fournit un résultat sous forme de
taux de faux positif ou FPR (false positive rate) indiquant la probabilité qu’une séquence RS
soit faussement classifié¢e en X4. Différents seuils de FPR peuvent étre utilisés pour la
prédiction modifiant la sensibilité et spécificité de la prédiction. La flexibilit¢é de SVM permet
d’incorporer des données supplémentaires telles que le nadir CD4, la charge virale et le

compte CD8 (Lengauer et al. 2007).

e) Performance

La spécificité et sensibilité des algorithmes dépendent des méthodes de production des

séquences et aussi des sous-types du virus. Sur les virus clonés du sous-type B, la spécificité et
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sensibilité de la plupart des algorithmes excédent 90% et 80% respectivement. Toutefois, la
sensibilité tombe a 50% pour des virus non-B et en utilisant un séquengage « bulk », c’est a

dire un séquencage directement sur les produits de PCR (Garrido et al. 2008).

f) Utilisation en clinique

Geno2phenojcoreceptor] €6 PSSM ont tous deux montré une bonne valeur prédictive quant a la
réponse au traitement avec le maraviroc chez les patients. Toutefois de nombreuses évidences
supportent la préférence de geno2phenocorecepior] pour la clinique (Harrigan and Geretti 2011)

Le test phénotypique Trofile approuvé pour la clinique est extrémement couteux. Les tests
génotypiques seraient ainsi une alternative envisageable pour les praticiens, bien que des

efforts restent a faire afin d’en améliorer les performances.

7 La transmission mere-enfant du VIH

7.1. Historique

Au début des années 80, quelques équipes suggerent une possible transmission d’un agent
vecteur du syndrome d’immunodéficience humaine de la mere a I’enfant (Cowan et al. 1984),
mais c’est en 1985, a I’hopital Sainte-Justine que le Dr Normand Lapointe et son équipe
confirment pour la premiere fois la transmission in utero du virus alors appelé HTLVIII

(Lapointe et al. 1985).

7.2. Modes de transmission

On sait désormais que le VIH peut étre transmis antepartum, par passage transplacentaire
(Lapointe et al. 1985; Sprecher et al. 1986) , intrapartum durant le travail et ’accouchement
(Mundy et al. 1987), ainsi que postpartum via le lait maternel (Thiry et al. 1985). En Europe
et en Amérique du Nord, une femme séropositive non traitée a 15 a 25% de risques de
transmettre I’infection a son enfant, tandis que dans les pays endémiques (Afrique et Asie) ce
taux de transmission passe a 25-40% (1995; De Cock et al. 2000). Ces disparités s’expliquent

essentiellement par les différences de fréquence et de durée d’allaitement au sein observées
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entre les femmes des pays développés et celles des pays aux ressources limitées mais
pourraient ¢également s’expliquer par une plus forte prévalence dans les pays en

développement de tous types de coinfections favorisant la TME.

La barricre foeto-placentaire est une barriere efficace contre le passage du virus. La
transmission in utero a lieu principalement a la fin de la grossesse lorsque les bréches qui
apparaissent au niveau du placenta permettent le passage de cellules maternelles infectées
(Ransy et al. 2007). La transmission via le lait maternel représente la moiti¢ de la TME du

VIH-1 et est fonction de la durée de 1’allaitement (Koulinska et al. 2006).

7.3. Facteurs de risque de la transmission périnatale

De nombreux facteurs sont positivement corrélés a la transmission périnatale du VIH-1 et sont
souvent considérés comme des facteurs prédictifs des risques de transmission. Ces facteurs
peuvent étre d’origine maternelle, virale ou feetale et permettent d’adapter la prophylaxie

antirétrovirale de facon individuelle.

Le controle de I’infection est globalement un facteur prédictif de la TME. En effet, une charge
virale élevée de la mére et un faible décompte de cellules CD4", deux facteurs associés a un
¢tat avancé de la maladie, sont les 2 premiers facteurs associé¢s a la TME du VIH-1 (Delicio et
al. 2011; Newell et al. 1996; Ransy et al. 2007; Thomas et al. 1994). De plus, les meres
présentant une réponse T cytotoxique ainsi qu’une réponse humorale robuste ont un risque
diminué de transmission du virus a I’enfant (Barin et al. 2006; Jin et al. 1998). Enfin, des
facteurs génétiques associés a la réponse immunitaire, notamment la présence de 1’allele HLA-
DR13, ainsi que la discordance entre les HLA de classe I de la mére et du foetus protégeraient

ce dernier contre la TME du VIH-1 (MacDonald ef al. 1998; Matt and Roger 2001).
En outre, toute condition pro-inflammatoire comme les infections - en particulier la

coinfection avec le virus de I’hépatite C (VHC) trés fréquente chez les individus VIH' - toute

procédures obstétrique invasive, I’accouchement vaginal ou prématuré, le comportement a
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risque de la mere (abus de drogues), ainsi que 1’allaitement sont autant de facteurs de risque
qui viennent s’ajouter aux premiers (Delicio ef al. 2011; Goldenberg et al. 1998; Hershow et

al. 1997; Ransy et al. 2007; Willumsen et al. 2000).

7.4. Prévention de la TME (PTME)

Au début des années 90, les taux de transmission du VIH-1 étaient d’environ 15 a 25% dans
les pays développés, ces chiffres ont considérablement diminué pour atteindre moins de 2%
aujourd’hui grace a I'utilisation de la prophylaxie antirétrovirale (antepartum, intrapartum et
postpartum), a la pratique de la césarienne programmée avant le début du travail et a

I’allaitement artificiel (Ransy et al. 2007) (tableau 7).

Tableau 7. Evolution de la prophylaxie antirétrovirale a des fins de PTME

Année (étude)* Meére Enfant Transmission
1990 AZT antepartum - 25%
1994 (PACTG 076) AZT AZT 8,3%
Pays
antepartum/intrapartum
developpés
Actuellement HAART HAART <2%
antepartum/intrapartum
1999 (HIVNET 012) NVP dose unique NVP dose unique 8,2%
intrapartum
Pays aux
2004 (PHPT?2) AZT NVP dose unique 1,9%
ressources
antepartum/intrapartum
limitées )
NVP dose unique
intrapartum

*Etudes : PACTG 076 (Connor ef al. 1994), HIVNET 012 (Guay et al. 1999), PHPT2
(Lallemant et al. 2004)
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Le traitement des nouveaux nés des les premieres heures de vie s’avere efficace avec le
maintient de la charge a des taux indétectables correspondant dans certains cas a une guérison

fonctionnelle.

8 La grossesse et 'immunité maternelle

8.1. La gestation

8.1.1. Déroulement de la grossesse

La gestation ou grossesse se déroule en moyenne sur 40 semaines - de I’initiation (fécondation
et nidation) a 1’accouchement - divisées en 3 trimestres correspondant aux différentes étapes
de développement foetal. Le premier trimestre (semaines 1 a 13) correspond a la fécondation,
I’implantation et au développement embryonnaire aboutissant a la formation de tous les
organes vitaux. Au cours du deuxiéme trimestre (semaines 14 a 27) ’embryon, devenu fcetus,
est mature et grandit avec formation et allongement d’autres organes tels que la peaux et les
os. A Dissue de ce 2™ trimestre le feetus est viable. Le troisiéme trimestre (semaines 28 a 40)

consiste principalement a la prise de poids finale (Nguyen and Wilcox 2005).

8.1.2. Les hormones stéroidiennes

De nombreux changements physiologiques maternels sont nécessaires a I’établissement et au
maintient de la grossesse. Ces changements sont principalement orchestrés par la progestérone
et les estrogénes, hormones sexuelles stéroidiennes synthétisées a partir du cholestérol. Les
niveaux de ces 2 hormones fluctuent tout au long de la vie de la femme avec les cycles
menstruels, mais c’est avec la grossesse que s’operent les changements les plus drastiques. En
effet, les taux sériques de progestérone et d’estrogenes augmentent progressivement tout au
long de la grossesse pour culminer au troisiéme trimestre et revenir a des taux normaux apres
I’accouchement. Ces changements hormonaux qui régissent les cycles menstruels ainsi que la
grossesse sont plus prononcés dans le tractus génital mais ces changements sont également

visibles au niveau systémique. Les modifications hormonales ayant cours au cours de la
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grossesse sont régulées par 1’unité foeto-placentaire et dépendent des interactions entre la mere

et le foetus (Doria et al. 2006D).

La progestérone est ’hormone gestationnelle par excellence, elle est en effet essentielle a
I’établissement et au maintient de la gestation. En deca d’une concentration sérique 10 ng/ml
de progestérone il y a avortement spontané et en dessous de 5 ng/ml aucune grossesse n’est
possible (Nygren et al. 1973; Pepe and Albrecht 2008). Cette hormone permet la
décidualisation (préparation de la paroi utérine a I’implantation) et le maintient de la grossesse
en favorisant notamment la production de nombreuses autres hormones et protéines (Pepe and
Albrecht 2008). La production de progestérone augmente de fagon linéaire avec la progression
de la grossesse, atteignant des niveaux 10 fois supérieurs a la concentration physiologique hors
grossesse (figure 17). La progestérone maintient la grossesse en exercant également des

propriétés anti-abortives (Piccinni et al. 2000a; Piccinni et al. 2000b).

Les estrogénes ou cestrogénes produites par la femme enceinte sont au nombre de 3; on
dénote I’cestrone (E1), I’cestradiol (E2) et I’cestriol (E3). L’cestradiol est la plus importante des
3, ayant le plus d’influence sur le cycle menstruel et la grossesse. Elles permettent entre autre
le maintient de la production de progestérone (Pepe and Albrecht 2008). Les estrogenes sont
essentielles au bon déroulement de la grossesse, mais contrairement a la progestérone,
certaines ¢tudes ont montré que la grossesse peut €tre maintenue a de faibles niveaux
d’estrogenes (Pepe and Albrecht 2008; Shozu et al. 1991). Tout comme pour la progestérone,
les niveaux d’estrogeénes sont eux aussi augmentés de fagon linéaire au cours de la grossesse

(Figure 17).
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Figure 17. Concentrations plasmatiques moyennes de la progestérone (P) et des
estrogenes [estrone (E1), cestradiol (E2) et eestriol (E3)] au cours de la grossesse.

Selon les données de (Johansson 1969; Levitz and Young 1977).

8.2. L’immunité maternelle

8.2.1. Effets immunomodulateurs de la progestérone et des estrogénes

La plupart des cellules du sang périphérique, cellules immunitaires, expriment des récepteurs
aux estrogenes et a la progestérone et sont donc régulées par ces hormones (Dosiou et al.
2008; Phiel et al. 2005; Pierdominici et al. 2010). Les effets généralement observés des
estrogeénes et de la progestérone sont une inhibition des réponses pro-inflammatoires et une

stimulation des réponses anti-inflammatoires.
La progestérone a des effets anti-inflammatoires; elle inhibe la sécrétion d’IL-1p, IL-2, IL-6

et [FN-y par les lymphocytes humains. Elle inhibe également ’activité des cellules NK ainsi

que la réponse T et la cytotoxicité des lymphocytes T en inhibant I’expression de la perforine.
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D’un autre coté, la progestérone stimule les réponses Th2 via la stimulation de 1’expression
d’IL-4, IL-5 et IL-10 par les lymphocytes (Hel et al. 2010; Straub 2007) diminuant ainsi la
réponse des lymphocytes T (Canellada et al. 2002) (Figure 18).

Les estrogénes ont un rdle trés complexe qui dépend de leur concentration, du type de cellules
cibles et du microenvironnement entre autres. En effets les estrogénes a des concentrations
élevées (e.g grossesse) versus faibles (e.g ménopause) ont des effets opposés (Straub 2007). A
des concentrations gestationnelles, les estrogénes inhibent des voies pro-inflammatoires
importantes, telles que le TNF, IL-1p, IL-6, MCP-1, I’expression de iNOS (Nitric oxide
synthase inductible), la production des MMP (metalloproteases de la matrice extracellulaire) ,
et I’activité des cellules NK (Natural Killer). D’un autre coté, a ces mémes concentrations, les
estrogenes stimulent les voies anti-inflammatoires telles que 1I'lL-4, IL-10, TGFp, TIMP
(inhibiteur de metalloprotéases tissulaires) entre autres. Les estrogenes stimulent également la
production des anticorps. Les effets les plus importants des estrogénes a fortes concentrations

telles que celles retrouvées en grossesse, sont résumés dans la figure 18.

En somme, les effets de la progestérone et des estrogénes favorisent une réponse Th2 tout en
inhibant les réponses Thl dans les cellules immunitaires (Zen et al. 2010). Une des
modifications immunologiques les plus importantes au cours de la grossesse est
I’augmentation de la réponse des lymphocytes B, due a 1’augmentation progressive de la

progestérone et des estrogeénes au cours de la grossesse (Doria ef al. 2006a; Straub 2007).
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Figure 18. Effet immunomodulateurs de la progestérone (a) et des estrogeénes (b).

Les effets stimulants (1) ou inhibants (|) des hormones sur la réponse des Lymphocytes T (T),
des lymphocytes B (B), des macrophages et cellules dendritiques (M®) et des cellules NK
(NK) est représentée. A partir des données (Hel et al. 2010; Straub 2007; Zen et al. 2010).
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8.2.2. Le biais Th2

Ces effets immunomodulateurs des hormones stéroidiennes laissent présager d’une réponse

immunitaire fortement biaisée vers la réponse Th2 chez la femme enceinte.

En effet, dés 1953 la grossesse fut associée a un état de relative immunosuppression nécessaire
a I’établissement et la maintenance de la tolérance materno-fetale face aux antigénes paternels
présentés par les cellules feetales (Billingham et al. 1953). Depuis, la grossesse a été associée a
un “phénomeéne Th2”, caractérisée par une diminution des réponses Thl et augmentation des

réponses Th2.

Le biais Th2 est observable aussi bien a I’interface materno-feetale qu’au niveau systémique.
Toutefois, ce biais est bien plus prononcé dans le milieu intra-utérin et le biais systémique

reste encore 1’objet de débats (Chaouat 2007; Munoz-Valle et al. 2003).

Les lymphocytes du sang périphérique des femmes enceintes expriment en trés grande
quantité de I’IL-4 et I’IL-6 et ont une expression diminuée d’IL-1 et [FN-a (Tranchot-Diallo
et al. 1997). De plus on observe une répression de la réponse a médiation cellulaire avec
notamment une diminution du nombre de lymphocytes T CD4" et CD8" en circulation (Pazos
et al. 2012; Watanabe et al. 1997). Le nombre de cellules T régulatrices, cruciales dans la
maintenance de la tolérance materno-feetale, est dramatiquement augmenté au cours de la
grossesse (Somerset et al. 2004). On observe également une diminution de la taille du thymus

au cours de la grossesse.

Les lymphocytes B jouent un role complexe au cours de la grossesse et toutes les études
s’accordent a dire que leurs fonctions sont grandement modifiées au cours de la gestation
(Medina et al. 1993; Muzzio et al. 2013; Narita et al. 2000). Il en résulte principalement une
augmentation de la production d’immunoglobuline de classe 1, 2 et 3 au cours de la grossesse
(Wilson et al. 2001). Cette augmentation est également observée chez les femmes prenant des
contraceptifs hormonaux et méme au cours du cycle menstruel durant la phase pré-ovulatoire

(Franklin and Kutteh 1999; Straub 2007).
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Malgré le fait que les données et observations sur la réponse immunitaire de la femme
enceinte soient éparses et souvent contradictoires, de nombreuses évidences vont dans le sens

de ce biais Th2 au cours de la grossesse.

En effet, les avortements récurrents spontanés et les fausses couches précoces ont tous été
associés a un biais Thl au cours de la grossesse (Kwak-Kim et al. 2005) ; caractérisé par un
exces de production d’IFN-y, d’IL-2 de TNF (Hill 1995; Jenkins et al. 2000; Raghupathy et al.
1999), et par une activité¢ augmentée des cellules NK (Ntrivalas et al. 2001).

Aussi, beaucoup de maladies auto-immunes/inflammatoires a médiation cellulaire telles que la
sclérose en plaques (Confavreux et al. 1998), la polyarthrite rhumatoide (Spector and Da Silva
1992), et le psoriasis (Tauscher et al. 2002) voient souvent une rémission chez la femme
enceinte. De plus, les maladies auto-immunes associées a la réponse humorale, telles que le

lupus érythémateux (Garsenstein ef al. 1962), semblent s’aggraver au cours de la grossesse.

8.2.3. Les maladies infectieuses en grossesse

Les réponses Thl étant diminuées au cours de la grossesse, qu’en est-il des maladies

infectieuses chez les femmes enceintes ?

Les femmes enceintes ont tendance a étre plus susceptibles a certaines maladies infectieuses.
En effet, les femmes enceintes montrent plus de susceptibilit¢ a la listériose (Gellin et al.
1991; Schuchat et al. 1992), a la toxoplasmose aigiie (Avelino ef al. 2003), et également plus
enclines a développer la Iépre, phase systémique de I’infection & mycobacterium leprae (Lyde
1997). Enfin, la malaria entraine la complication bien connue de la grossesse qu’est le

paludisme placentaire (Rogerson et al. 2007).

Les infections virales ne sont pas en reste, en effet, les infections par Influenza (Freeman and
Barno 1959), les virus de la rougeole (Atmar et al. 1992), du SRAS (Wong et al. 2003), et de
la varicelle (Daley et al. 2008; Harris and Rhoades 1965) sont plus séveres chez la femme

enceinte. L’hépatite E est particulierement sévere chez ces dernieres, conduisant a la mort

88



dans 15-20% des cas (Navaneethan ef al. 2008). Durant 1’infection par le virus de 1’hépatite C,
les femmes enceintes voient leur charge virale plasmatique augmenter au cours du 3™

trimestre de grossesse (Gervais et al. 2000).

8.2.4. Une réponse immunitaire robuste

Etant donné toutes ces évidences, il est facile d’associer la grossesse a un état de

prédominance Th2 de réponse Th1 inhibée.

Néanmoins, les changements immunitaires durant la grossesse sont plus complexes que le
simple paradigme Th1/Th2, et sont encore mal compris. En fait, les réponses Th1 et Th2 sont
toutes les 2 importantes et nécessaires et cooperent a différents stades de la gestation

(Wilczynski 2005).

Les cytokines Thl sont essentielles a la période de péri-implantation favorisant I’angiogenese
(via les cellules NK utérines), promouvant I’établissement des réponses Th2 et régulant le
processus de placentation (remodelage endothélial). De plus, la réponse pro-inflammatoire est
essentielle a I’initiation de 1’accouchement (Romero et al. 2006) et aux défenses contres les

infections tout au long de la grossesse (Mor and Cardenas 2010).

L’immunité maternelle n’est pas incapacité¢ et ne laisse pas la mére sans défenses face aux
pathogénes. En fait, la réponse a médiation cellulaire maternelle est efficace contre de
nombreuses maladies infectieuses telles que I’infection au VIH, et la tolérance immunitaire
n’est pas due a une perte des fonctions (Constantin et al. 2007) et du nombre (Tallon et al.
1984) des cellules T CD8". Les femmes enceintes sont également capables de monter une
réponse robuste a la humorale et cellulaire contre HCV (Troesch et al. 2005) ainsi qu’une

réponse cellulaire robuste contre le VIH-1 (Jolette ef al. 2015).
Il est supposé que des augmentations du nombre des monocytes, cellules dendritiques, les

neutrophiles et les défensines sériques pourraient compenser des diminutions de cellules T,

NK et B (Pazos et al. 2012).
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9 Le VIH-1 en grossesse

9.1. Effet des hormones sexuelles sur le VIH-1

9.1.1. Différences sexuelles

Le role des hormones sexuelles dans I’infection a VIH-1 est encore mal compris. Toutefois,
les différences observées entre hommes et femme quant a la progression de la maladie laissent

penser que les hormones sexuelles influenceraient la pathogenése du virus.

En effet, tandis que les femmes infectées présentent de plus faibles charges virales et de plus
forts taux de LT CD4" en début d’infection, & des charges virales et taux de CD4 similaires a
ceux des hommes, les femmes montrent un risque accru de développer un SIDA (Evans et al.
1997; Farzadegan et al. 1998; Gandhi et al. 2002; Katzenstein et al. 1996; Lyles et al. 1999;
Sterling et al. 1999). Selon Meier et al., cette différence est attribuable a une plus grande
production d’IFN-a en réponse a une stimulation par le VIH-1 via le TLR7 par les cellules
dendritiques plasmacitoides des femmes par rapport a celles des hommes. Ceci résultant en
une plus grande activation immunitaire via les LTCDS". Cette production d’IFN-a est fonction

des concentrations en progestérone (Meier et al. 2009).

D’autre part, au cours du cycle menstruel, les femmes montrent une diminution de la charge
virale dans le tractus génital en phase préovulatoire, moment ou les nivaux d’estrogenes

atteignent leur pic (Money et al. 2003).

9.1.2. Contraceptifs hormonaux

Les changements induits par les hormones sexuelles féminines pourraient altérer I’infectiosité
du virus et/ou la susceptibilité¢ de I’hdte a I’infection (Baeten and Overbaugh 2003; Lavreys et
al. 2004; Martin et al. 1998). En accord avec cette notion, 1’utilisation de contraceptifs
hormonaux est fortement associée au relargage du VIH-1 dans les secrétions cervico-vaginales

(Mostad et al. 1997) et une tendance a 1’association entre de fortes doses de contraceptifs et
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I’acquisition du VIH-1 ont été rapportées (Lavreys et al. 2004). Ce qui est probablement du a
’augmentation de I’expression de CCRS sur les cellules T CD4" cervicales (Prakash et al.

2002; Sheftield et al. 2009).

Concernant les effets de ces contraceptifs sur I’évolution de la maladie, les études sont
fortement contradictoires entre elles et les résultats non-concluants. Alors que certaines études
montrent une accélération de la maladie chez les femmes sous contraceptifs, d’autres ne voient

aucun effet (Hel et al. 2010).

9.1.3. Etudes in vitro et chez le singe

Quoi qu’il en soit, des évidences in vitro et chez le singe montrent que les hormones sexuelles
influencent la réplication du VIH. Certains ont montré que la progestérone et les estrogenes
inhibent la réplication du VIH-1 dans les PBMC (Asin ef al. 2008) et les cellules placentaires
(Munoz et al. 2007) notamment en inhibant 1’activation de la transcription des génes viraux

(Asin et al. 2008; Lee et al. 1997).

De plus, le traitement des singes avec du Depo-Provera (contraceptif hormonal dérivé de la
progestérone) entraine une augmentation de la charge virale et de la diversité du virus,
probablement la conséquence des effets immunosuppressifs de la progestérone (Trunova et al.

2006).

En conclusion, il se pourrait que les effets des hormones sexuelles sur la réplication du VIH-1
soient le résultat d’un équilibre entre 1’activation/inhibition de la transcription du VIH-1 et la

régulation des cytokines pro-inflammatoires.

9.2. Evolution de la maladie chez la femme enceinte

Qu’en est-il concretement de la réponse immunitaire anti-VIH-1 et de la progression de la

maladie au cours de la grossesse?
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Alors qu’il est admis que les femmes enceintes sont plus susceptibles a 1’acquisition de
I’infection a VIH-1 (Gray et al. 2005), I’influence potentielle de la grossesse sur la réponse
immunitaire anti-VIH-1 et la progression de la maladie reste encore mal comprise et 1’objet de

débats.

Les études avant I’introduction de la HAART ont montré que la grossesse accélérait la
progression de la maladie définie comme des événements reliés au SIDA ou la mort, ou
n’avaient pas d’effets (French and Brocklehurst 1998; Hocke ef al. 1995). Les études réalisées
aprés l’introduction de la HAART ont démontré au contraire des effets protecteurs de la
grossesse sur la progression de la maladie (Le Moing ef al. 2008; Minkoff et al. 2003; Tai et
al. 2007). De plus, il semblait y avoir un avantage de survie chez les femmes ayant 2
grossesses comparé a une grossesse (Tai et al. 2007). Ce qui pourrait treés bien étre expliqué
par le fait que les femmes ayant une meilleure santé sont plus 4 méme de tomber enceintes, ou
cela peut étre un effet plus bénéfique de la HAART. Il en va de méme pour les décomptes
CD4 et la charge virale qui n’ont pas 1’air d’etre affectés par la grossesse pas d’effet notable

de la grossesse a I’ére de la HAART (Le Moing et al. 2008; Minkoft et al. 2003).

Toutefois en ce qui concerne I’immunité anti-VIH-1, méme a ’¢re de la HAART les données
sont toujours controversées. Alors que certaines études stipulent que les facteurs
immunologique anti-VIH-1 ne sont en aucun cas différents entre les femmes enceintes et les
femmes non-enceintes (Kolte et al. 2011; Rich et al. 1999); d’autres montrent des modulations
de I’'immunité anti-VIH-1 associés a la grossesse (Hygino et al. 2012; Mikyas et al. 1997). De
plus, des travaux réalisés dans notre laboratoire montrent que la réponse CTL anti-VIH-1 n’est

pas modifiée par ’initiation de la grossesse (Jolette et al. en préparation).

Néanmoins, dans ces études sur la grossesse, il est important de prendre en considération le
stade de la gestation ainsi que la présence ou 1’absence de traitement qui peuvent grandement
influencer les résultats. En effet, les changements dans la réponse anti-VIH-1 sont
préférentiellement cantonnés au 3™ trimestre de grossesse (Mikyas ef al. 1997; Richardson
and Weinberg 2011). L’activation immunitaire vue en fin de grossesse, proche de

I’accouchement pourrait potentialiser la réplication du virus et serait a ['origine de
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I’augmentation de la charge virale observée chez les femmes enceinte a ce stade de la

gestation (Dickover et al. 1996).

9.3. Le tropisme en grossesse

On sait que les virus X4 et R5X4 peuvent étre transmis de la meére a ’enfant, faisant de la
TME la principale source de virus X4 chez I’enfant infecté (Duri et al. 2011; Huang et al.

2009).

Le seul cas d’évolution du tropisme en grossesse a été rapporté par Tscherning-Casper et al.
en 2000. IIs montraient un élargissement du spectre d’utilisation des corécepteurs au cours de
la grossesse d’un tropisme CCRS simple a un bi-tropisme CCR5/CXCR6 (Tscherning-Casper
et al. 2000). Depuis, aucune autre ¢étude n’a analysé 1’évolution de 1’utilisation des

corécepteurs €n grossesse.

9.3.1. Rational du switch en grossesse

Une hypothese du switch suggére que les cytokines produites durant la réponse immunitaire
peuvent contribuer a la pression sélective nécessaire a un changement de [’utilisation des
corécepteurs. En effet, dérivée de I’hypothése de la disponibilité¢ cellulaire, 1’expression
différentielle des corécepteurs du VIH-1 en fonction de la polarisation de la réponse

immunitaire (Th1 ou Th2) favoriserait le développement des virus R5 ou X4.

D¢s la fin des années 90, une polarisation Thl a été associée a 1’expression de CCRS5 tandis
que la polarisation Th2 était associée a une expression de CXCR4 (Sallusto er al. 1998a)

(Figure 19).

Ainsi, I’expression de CCRS5 est augmentée a la surface des cellules Thl par les cytokines pro-
inflammatoires IL-12 et IFN-y (Loetscher et al. 1998; Sallusto ef al. 1998b), tandis que 1I’'IL-4,
cytokine associée a la réponse Th2, réprime 1’expression de CCRS5 tout en favorisant

I’expression de CXCR4 (Galli et al. 1998; Jourdan et al. 1998).
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De méme, la réplication du virus dans les 2 types de cellules refléte I’expression différentielle
des corécepteurs. En effet, des études in vitro ont montré que les virus X4 se répliquaient plus
efficacement dans les cellules polarisées Th2 et inversement, les virus RS dans les cellules

Th1(Annunziato et al. 2000; Maggi et al. 1994; Tanaka et al. 1997).

De fagon intéressante, certaines études suggerent 1’association d’un biais Th2 avec le switch
de tropisme du VIH-1 de NSI a SI (Tanaka et al. 1997; Torres et al. 1998; Valentin et al.
1998). De méme le polymorphisme du promoteur de I'IL-4 (IL4 -589T) induisant une
surexpression de la cytokine a été associée a une accélération du switch de tropisme et de la
progression de la maladie chez les individus infectés (Nakayama et al. 2000) tandis que
d’autres ¢tudes ont observé un effet protecteur ou pas d’effet (Kwa et al. 2003; Wichukchinda

et al. 20006).
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Figure 19. Profile d’expression des corécepteurs du VIH-1 en fonction de la polarisation

des lymphocytes TCD4+.

Les cellules TCD4" naives et Th2 expriment CXCR4 & de forts niveaux. Les cellules
mémoires et les cellules Thl montrent par contre une forte expression de CCRS5. Adapté de
(Mariani et al. 2011).

Finalement, le groupe de Cheng-Mayer a montré en 2006 que le traitement de macaques au
Depo-provera (contraceptif hormonal) favorisait la réplication des virus X4 par rapport aux
virus R5 chez des singes infectés avec des virus R5 et X4 (Trunova et al. 2006). Ce résultat
reflétant les effets de la progestérone (biais Th2), pourrait bien étre la conséquence d’une plus
grande disponibilité de cellules exprimant CXCR4, mais pourrait étre aussi la conséquence de
la répression des réponses CTL. Ceci est en accord avec leur premicre €tude dans le méme

systéme démontrant le controle immunitaire des virus X4 par les LTCDS8" (Harouse et al.

2003).
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10 Problématiques, hypothéses et objectifs

10.1. Le gene de ’enveloppe en grossesse

Tel que présenté ci-haut, la grossesse s’accompagne de nombreux changements hormonaux
pouvant grandement affecter la réponse immunitaire et la disponibilité de cellules cibles en
terme d’expression de corécepteurs. L’évolution du VIH-1, du géne de I’enveloppe et du
tropisme sont intimement liés au terrain immunitaire sur lequel le virus se développe.
Cependant le moment et la manicre dont le géne env et le tropisme du virus évoluent durant la
grossesse restent trés mal connus, malgré le fait que le phénoméne soit particulierement
pertinent en ce qui concerne la progression de la maladie et/ou la transmission du VIH-1 de la
mere a l’enfant. En D’état actuel des connaissances, nous ne savons pas comment Se
comportent les génes du virus en grossesse et le switch n’a ét¢ décrit qu’une fois mais

montrant une évolution de R5 vers R5X6 au cours de la grossesse.

Nous émettons alors les hypothéses que le switch de tropisme de R5 vers X4 est possible et
observable en grossesse et que la pression sélective exercée sur I’enveloppe virale différe entre

les femmes enceintes et non-enceintes.

Nos objectifs pour cette partie qui sera présentée dans les 2 premiers chapitres sont :
- Analyser I’évolution des déterminants du tropisme ainsi que le génotype et le
phénotype des virus chez les femmes au cours de la grossesse.
- Décrire et comparer la pression selective exercée sur le gene de 1’envelope du VIH-1

chez des femmes enceintes et non enceintes.

10.2. Le geéne de ’enveloppe a I’échelle de la population

Le VIH-1 évolue a I’échelle de la population, cette évolution est a 1’origine de la diversité du
virus. L’évolution du VIH-1 chez un individu est ce qui entraine 1I’évolution du virus a

I’échelle d’un groupe d’individus faisant partie du méme réseau de transmission, et au final
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cette évolution se traduit a I’échelle de I’épidémie, a 1’échelle de la population. Il convient de

se poser la question de I’évolution du tropisme a 1’échelle de la population.

Nous émettons 1’hypothése que le tropisme du VIH-1 évolue a I’échelle de la population

amenant a un switch progressif du tropisme a I’échelle d’un sous-type entier.

Notre objectif pour cette partie de 1’étude sera d’analyser I’évolution des déterminants du

tropisme dans les séquences d’enveloppe VIH-1 au cours de I’épidémie.
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CHAPITRE I : EVOLUTION DE I’UTILISATION DES
CORECEPTEURS DU VIH-1 ET SWITCH DU
TROPISME AU COURS DE LA GROSSESSE



Résumé

Le switch de I'utilisation des corécepteurs de CCRS vers CXCR4 par le VIH-1 est associé a la
progression de la maladie. Afin de documenter I’évolution du tropisme du virus au cours de la
grossesse, nous avons entrepris une étude longitudinale du géne de enveloppe chez un groupe
de femmes enceintes infectées avec le VIH-1 de clade B (n=10) ou non-B (n=9).

Pour ce faire, des amplifications par PCR des régions V1 a V3 ont été réalisées sur I’ARN
viral plasmatique, suivies de clonage puis séquengage du gene.

La présence de variants X4 a été¢ prédite par les algorithmes de prédiction du tropisme
Geno2pheno et PSSMx4rs chez 9 sur 19 sujets (appelées sujets X4) de fagon indépendante du
clade du virus. 6 des 9 sujets X4 montraient des décomptes de lymphocytes T CD4" < 200
cellules/mm’. La présence de séquences X4 a été confirmée chez 5 sujets X4 par le test
phénotypique de Trofile. Chez 5 des 9 sujets X4, un déclin significatif du taux de fausse
positivit¢ de Geno2pheno au cours de la grossesse était invariablement accompagné d’une
augmentation significative du score PSSMxugs, de la charge nette de V3 et de la relative
représentation des séquences X4. De plus, I’évolution du tropisme vers ’utilisation de CXCR4
¢tait également observable dans la structure primaire de V2 des sujets X4, ou une
accumulation de substitutions associées au tropisme X4 s’opérait avec la progression de la
grossesse.

Les résultats des ces expériences clairement une évolution de 1’utilisation de CCRS vers
CXCR4 au cours de la grossesse chez une fraction significative de femmes infectées par le
VIH-1. Ces résultats nous informent sur les changements dans les interactions hdte-pathogéne
menant au modelage de la population virale et du tropisme du virus au cours de la grossesse.
De méme, ces résultats apportent des éléments supplémentaires vers la compréhension de la

biologie de la TME du VIH-1.
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Running title: HIV-1 tropism evolution during pregnancy.

ABSTRACT

Coreceptor switch from CCRS to CXCR4 is associated with HIV disease progression. To
document the evolution of coreceptor tropism during pregnancy, a longitudinal study of
envelope gene sequences was performed in a group of pregnant women infected with HIV-1
of clade B (n=10) or non-B (n=9). PCR amplification of the V1-V3 region was performed on
plasma viral RNA, followed by cloning and sequencing. Using Geno2pheno and PSSMxugs,
the presence of X4 variants was predicted in 9 of 19 subjects (X4 subjects) independent of
HIV-1 clade. Six of 9 X4 subjects exhibited CD4" T cell counts < 200 cells/mm”, and presence
of X4-capable virus was confirmed using recombinant phenotypic assay in 4 of 7 cases where
testing was successful. In 5 of 9 X4 subjects, a statistically significant decline in the
Geno2pheno false positive rate was observed during the course of pregnancy, invariably

accompanied by progressive increases in the PSSMx4rs score, the net charge of V3, and the
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relative representation of X4 sequences. Evolution toward X4 tropism was also echoed in the
primary structure of V2, as accumulation of substitutions associated with CXCR4 tropism was
seen in X4 subjects. Results from these experiments provide first evidence of ongoing
evolution of coreceptor utilization from CCRS5 to CXCR4 during pregnancy in a significant
fraction of HIV-infected women. These results inform changes in host-pathogen interactions
that lead to a directional shaping of viral populations and viral tropism during pregnancy, and

provide insights into the biology of HIV transmission from mother to child.

INTRODUCTION

HIV-1 enters target cells via interactions of its envelope glycoprotein with CD4 and a
coreceptor, usually either CCR5 or CXCR4. The main genetic determinants of coreceptor
tropism lie within the V3 loop of gp120, and include the sequence of the crown of V3, amino
acid identity at positions 11 and 25, net charge of V3, and N-linked glycosylation. This central
role of the V3 loop is a universal feature of every HIV-1 clade.'? In combination with changes
in V3, changes in other regions of the envelope protein, including V1, v2,%° v4, and C4}
can influence coreceptor requirement. The majority of newly acquired HIV infections are
thought to originate from viruses that use CCRS5 (RS viruses), presumably because their
tropism allows these variants to infect cellular types that reside within or beneath mucosal
surfaces.” However, recent reports suggest that viruses using CXCR4 (X4 viruses) are also
present in recently-infected subjects and are in fact more commonly transmitted than
previously thought.'™'" This is also true for mother-to-child transmission (MTCT) of HIV-1,
where infection of the infant by RS variants was generally thought to be the rule, even when
the mother carried mostly X4 viruses.'>"> However, recent studies have shown that X4 and
R5X4 HIV-1 variants can be transmitted to the infant before and during delivery, establishing
MTCT as an important source of X4 viruses in children."*'® Long term HIV-1 infection and
accelerated clinical progression towards AIDS are associated with a shift in coreceptor usage
from mainly R5 to R5X4 and X4 viruses.'”'® Approximately 50% of subjects infected with
HIV-1 subtype B show evidence of coreceptor switching, a varying incidence of which was
observed in infections involving other HIV-1 clades."'*?° Studies in SHIV-infected rhesus
macaques have shown that host HIV-specific immune responses exert an important influence

on viral tropism and coreceptor usage, and that the loss of HIV-specific CD8" T cells leads to
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the emergence of X4 viral variants.”’ During pregnancy, the establishment and maintenance of
foetomaternal tolerance is associated with significant modulations of maternal immunity,
including increased synthesis of immunoglobulins and inhibition of cell-mediated immune
responses.”>?* Tscherning-Casper e al. reported broadening of coreceptor usage during
pregnancy from CCRS5 to dual CCRS5 and CXCR6, an alternate coreceptor that can mediate
HIV-1 entry into target cells, at least in vitro.”> Yet the timing and manner in which the env
gene and CXCR4 coreceptor tropism evolve during pregnancy remain poorly understood, in
spite of the fact that these phenomena might be particularly relevant with regards to HIV
disease progression and/or transmission of HIV-1 from mother to child.”*?’ In the present
study, we examined evolution of the sequence of the HIV-1 env gene and of determinants
associated with coreceptor tropism in a group of pregnant women infected with clade B or
non-B HIV-1, and provide first evidence of coreceptor switching from CCRS5 to CXCR4
during pregnancy. These results inform the interplay between evolution of env sequences and

coreceptor tropism in the context of pregnancy.

MATERIALS AND METHODS

Study subjects.

Study subjects were participants to the Centre maternel et infantile sur le SIDA mother-child
cohort (CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada). Nineteen pregnant HIV-infected women were
enrolled in the study, of whom 5 were followed during 2 consecutive pregnancies (24
pregnancies total). Inclusion criteria were based on (i) availability of at least 1 serum sample
per trimester of pregnancy; and (i1) HIV-1 viral load above the lower limit of detection. First,
2" and 3" trimesters of pregnancy were defined as 1-13, 14-28, and 29-41 weeks of
gestation, respectively. Gestational age and estimated date of fertilization were estimated
based on the first day of the last menstrual period (LMP) or from fetal biometry. HIV-1 viral
load was measured using the Versant HIV-1 RNA 3.0 assay (Bayer, Pittsburgh, PA, USA),
with a lower limit of detection of 1.70 log;o HIV-1 RNA copies/ml plasma. CD4" and CD8" T
cell counts were measured by flow cytometry. HIV genotyping was based on sequencing of
the HIV-1 pol and env genes.”® Informed consent was obtained from all study participants.
This research protocol was conducted according to the guidelines of the Ethics Review Board

of CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada.
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Amplification and sequencing of the env gene.

HIV-1 viral RNA was extracted from frozen plasma samples using the QIAamp viral
extraction mini kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) and a 945 nucleotides DNA
fragment spanning the Env V1-V3 region (positions 6430-7374) was amplified as previously
described.”” Reverse transcription-PCR (RT-PCR) was performed using primers E00 and
ES8B, followed by nested PCR with primers E20 and E115.*° PCR products were cloned into
TOPO TA (Invitrogen, Mississauga, Ontario, Canada). A mean of 18 plasmid clones per time
point were randomly selected for unidirectional DNA sequencing (ABI 3730xl, Applied

Biosystems, Concord, Ontario, Canada).

Sequence analysis.

Sequence alignment was carried out using the ClustalW tool embedded in MEGA version 4.*°
Sequences were manually edited and codon-aligned with HMMER v2.32.*' Viral tropism was
predicted for each individual clone based on the amino acid sequence of the V3 loop using a)
the Geno2pheno algorithm with a false positive rate (FPR) of 5.75% (G2Ps7s);>> and b)
PSSMxurs where sequences with scores < -6.96 were considered RS, sequences with scores 2 -
2.88 were considered X4, and the tropism of sequences with scores in between these values
was assigned based on whether they possessed basic amino acid residues at either position 11
or position 25.* Numbers of potential N-linked glycosylation sites (PNGS) were calculated
using N-GlycoSite® and corrected manually. Subjects in whom X4 sequences were detected
using either G2Ps 75 or PSSMx4rs were termed « X4 subjects », and subjects in whom only RS
sequences were detected were termed « RS subjects ». The net charges of V2 and V3 were
calculated as the number of positively charged amino acid residues (R, K, H) minus the
number of negatively charged (D, E) amino acid residues. In order to provide an indicator of
the proportion of X4 related mutations in a V2 sequence, a position-specific scoring matrix
was assembled based on data published by Hoffman ef al.* and Thielen et al.® These 2 studies
have identified substitutions in V2 that occurred at different frequencies in X4 and RS
sequences. Based on these frequencies, a likelihood index for V2 was computed which is an
indicator of the relative abundance of X4-associated substitutions within a given V2 sequence.

Briefly, log likelihood ratios (In [fX4/fR5]) were calculated for each of the 13 most relevant
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amino acid positions in V2 (i.e. 161, 164-166, 169, 173, 177, 182, 184, 190-192, and 195).
Substitution frequencies are listed in Supplemental Table 1. The likelihood index of a given
V2 sequence was defined as the sum of log likelihood ratios derived from this sequence. The

higher the index, the closer the V2 sequence was to an actual X4 sequence.

Recombinant phenotypic assay.

When HIV-1 viral load was > 1000 RNA copies per ml plasma, the tropism of HIV-1 isolates
was determined using an enhanced version of the Trofile® co-receptor tropism assay
(Monogram Biosciences, South San Francisco, CA).35’36 The enhanced Trofile® assay, which
is now used exclusively for patient tropism testing, has 100% sensitivity to detect X4 variants
constituting as little as 0.3% of the total population. The Trofile® DNA co-receptor tropism
assay (Monogram) was used when HIV-1 viral load was < 1000 RNA copies per ml plasma.’’
Recombinant phenotypic assay was only performed when X4-capable sequences were initially

predicted using G2Ps 75 or PSSMxugs.

Statistical analysis.

Data were expressed as median and interquartile range (IQR). Normality of data distribution
was tested using the Kolmogorov-Smirnov test. Where data was normally distributed,
Student’s ¢ test and one-way ANOVA with post test for linear trend were used to test the
significance of between-groups comparisons. Where data distribution deviated from normal,
the Mann-Whitney U test and the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test
were used. Relationships between variables were tested using Spearman’s rank correlation
test. P values < 0.05 were considered statistically significant. Analyses were performed using

GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTS

Clinical characteristics of study subjects.

One plasma sample per trimester was analyzed except in the case of subjects TV1021a and
TV1263, where only sequences from the 1% trimester could be amplified, and subjects
TV479b and TV481a, where the first sample was taken before pregnancy (not included in the

longitudinal analyses of sequence evolution). Median age at initiation of pregnancy was 27
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years (IQR = 25-32). Ten of 19 subjects (52.6%) were infected with HIV-1 of clade B, 6
(31.6%) with clade C, 1 (5.26%) with clade D, 1 with clade A1l and 1 with CRF13_cpx (Table
1 and Table 2). Median CD4 and CDS8 counts at the time point closest to initiation of
pregnancy were 260 (IQR = 120-360) and 730 (IQR = 480-855) cells/mm’, respectively.
Median viral load at the time point closest to initiation of pregnancy was 4.27 log;o RNA
copies/ml (IQR = 3.81-4.58). Five subjects were followed during 2 consecutive pregnancies,
for a total of 24 pregnancies examined. In the case of consecutive pregnancies, median
interpregnancy interval was 1.5 years (IQR = 0.88-4.21). In 7 of 24 pregnancies, antiretroviral
(ARV) treatment was introduced at a mean of 6.1 years before initiation of pregnancy (range =
1.1-13.0 years). In 15 of 24 pregnancies (62.5%), ARV treatment was initiated between week
8 and week 20. Women were treated with protease inhibitor-based therapy in 16 of 24 (66.6%)
pregnancies. None of the subjects were treated with HIV-1 entry inhibitors and subject
TV1267 refused treatment. HIV-1 viral load values were normally distributed (p > 0.0706;
Kolmogorov-Smirnov test) and decreased significantly during the course of pregnancy (p <
0.0001; one-way ANOVA with post test for linear trend), consistent with introduction or
intensification of ARV treatment. CD4 and CDS8 counts were also normally distributed (p >
0.0915; Kolmogorov-Smirnov test), but no significant changes were observed over the course
of pregnancy (p = 0.3851 and p = 0.7839, respectively; one-way ANOVA with post test for
linear trend) (data not shown). No cases of MTCT were reported in any of the study

participants.

Determination of coreceptor tropism.

A total of 1240 env gene sequences were obtained and were subjected to the G2Ps;s and
PSSMx4rs. Variable proportions of X4 sequences, defined as sequences with a G2P FPR <
5.75%, were observed in samples obtained from 9 of 19 study subjects (47.4%), for a total of
11 pregnancies independent of HIV-1 clade (Table 1). These 9 women were termed « X4
subjects », whereas the 10 others were termed « RS subjects » (Table 2). The presence of X4
sequences was supported by PSSMxurs in 6 of these 9 X4 subjects, though this algorithm did
not predict X4 sequences in 3 others (i.e. TV669, TV1217, and TV479). All 3 discordant
subjects were infected with HIV-1 of clade B. In the case of patient TV669, V3 sequences that

were obtained were 34 amino-acid residues in length instead of 35, which is known to be
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associated with a higher likelihood of discordant tropism prediction as a result of incorrect
alignment.”® X4 sequences in subject TV1217 had a PSSMx4gs score of -7.97 (lower than the
PSSMxu4rs cut-off)33, but exhibited G/R amino acid residues at positions 11/25 (data not
shown), strongly suggestive that they were in fact X4 sequences. In contrast, PSSMx4rs scores
of X4 sequences from TV479 were lower than the cut-off and exhibited S/E or G/E residues at
positions 11/25. Finally, the presence of X4-capable virus was confirmed using recombinant
phenotypic assay in 4 of 9 X4 subjects (4 of 7 subjects for whom recombinant phenotypic
assay was successfully performed) (TV643, TV995, TV1151, and TV1217) (Table 1).

In the case of subject TV1261, no particular feature of V3 would seem to explain the
discordant results between G2P5.75, PSSMx4rs and the Trofile® assay. Such discordant

3940 though no clear-cut explanation was

instances were previously reported in the literature,
provided for these observations. In the present study, at least three separate amplification
reactions were performed for each serum sample/time point. Such replicate amplification and
population sequencing were shown in previous reports to enhance the sensitivity of the

40,41

genotyping tropism tests, thus providing a possible reason for the discordant results

obtained for TV1261 when using algorithms versus Trofile®.

Overall, X4 subjects exhibited significantly lower median CD4" T cell counts than R5 subjects
during the course of pregnancy (p = 0.0243; Student’s ¢ test) (Figure 1A), with 6 of 9 X4
subjects exhibiting median CD4 counts < 200 cells/mm’ (Table 1), consistent with functional
immunodeficiency. In addition, R5 subjects showed significantly greater CD4 " T cell recovery
following initiation of therapy than X4 subjects (p = 0.05; Student’s ¢ test) (Figure 1B).
Furthermore, higher median HIV-1 viral load was seen in X4 subjects as compared to RS
subjects (p = 0.0185; Mann-Whitney U test) (Figure 1C). Both groups responded equally well
to ARV therapy, as the decrease in HIV-1 viral load was not significantly different between
the 2 groups (p = 0.2817; Student’s ¢ test) (data not shown). CD8 counts, maternal age, and the
composition of ARV regimens were not significantly associated with the presence of X4
sequences (data not shown). Finally, no statistically significant difference was found in the

time from diagnosis between the 2 groups (p = 0.396; Mann-Whitney U test) (data not shown).
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Evolution of V3 sequences during pregnancy.

To examine the evolution of V3 sequences during pregnancy, the longitudinal changes in
terms of G2P FPR, PSSMxurs scores, the net charge of V3, and the relative proportion of
predicted X4-capable sequences were analyzed based on sets of viral sequences obtained using
PCR, cloning and sequencing at different time points during the course of pregnancy. In this
analysis, statistically significant decreases in G2P FPR, statistically significant increases in
PSSMxurs scores, and statistically significant increases in the net charge of V3 between the 1%
and 3" trimesters were considered as evidence of evolution towards CXCR4 tropism.
Progressive evolution of these three parameters was readily observed in X4 subjects, but not in
RS subjects (Figure 2). Of 11 pregnancies analyzed among the 9 X4 subjects, statistically
significant decreases in G2P FPR were observed in 5 cases over the course of pregnancy
(Figure 2A), along with statistically significant increases in PSSMxars scores (4 of 5 cases)
(Figure 2B) and statistically significant increases in the net charge of V3 (5 of 5 cases) (p <
0.05; Mann-Whitney U test) (Figure 2C). Of these 5 subjects, 4 also showed progressive
increase in the relative proportion of predicted X4-capable sequences through time (i.e.
TV643, TV715,TV995, and TV1261; Table 1), In subject TV1151, the frequency of predicted
X4-capable sequences remained above 90% throughout pregnancy. Subjects in whom
evolution of V3 sequences was not observed showed either 100% of predicted X4-capable
sequences throughout pregnancy (i.e. TV669 and TV715b) or very low frequencies of X4-
capable sequences over time (i.e. TV479, TV1203 and TV1217) (Table 1). In subject TV715,
the frequency of X4-capable sequences rose from 45.0% to 100% during her first pregnancy
(TV715a), and then remained at 100% throughout her 2nd pregnancy (TV715b) (Table 1). The
frequencies of X4-capable sequences were confirmed using PSSMx4rs and other G2P false-
positive rates (2% and 10%), although slightly different frequencies were obtained (data not
shown). Tropism determinations were also confirmed using recombinant phenotypic assays in
3 of 5 subjects (3 of 4 subjects for whom recombinant phenotypic assay was successfully
performed). Interestingly, in the case of subject TV1217, results of the recombinant
phenotypic assay indicated a shift from dual-mixed in the 1* trimester to RS in the 2" and 3"
trimesters that was paralleled by a progressive decline in the frequencies of predicted X4-
capable sequences (Table 1). Changes in V3 amino acid sequences that were associated with

evolution of coreceptor tropism were not different from those that were reported in non-
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pregnant subjects. In X4 subjects, mutations involved substitutions at positions 11 or 25 for
positively charged residues and/or clade-specific evolution of the V3 crown and loss of PNGS
at position 6 (data not shown). No such time-dependent evolution was seen in R5 subjects,
except in subject TV823 (clade B), in whom a GPGK to (G/A)PGR change in the V3 crown

was observed (data not shown).

In sharp contrast, of 11 pregnancies analyzed among 9 of the 10 RS subjects, a statistically
significant decrease in G2P FPR was only observed in 1 case (TV1005; p < 0.001; Mann-
Whitney U test) (Figure 2A), and it was not accompanied by statistically significant increases
in either PSSMx4rs scores (Figure 2B) or the net charge of V3 (Figure 2C). Similarly, subject
TV1267 manifested a statistically significant increase in PSSMxars scores during her second
pregnancy (TV1267b; p < 0.01; Mann-Whitney U test) (Figure 2B), but not in G2P FPR
(Figure 2A) or in the net charge of V3 (Figure 2C). Finally, subject TV1011 exhibited a
statistically significant decline in the net charge of V3 (Figure 2C), but not in G2P FPR
(Figure 2A) or PSSMxurs scores (Figure 2B). Statistically significant evolution of G2P FPR,
PSSMxurs score, or the net charge of V3 during pregnancy was not observed amongst the 10

remaining subjects.

On the whole, determinants of viral tropism defined using prediction algorithms evolved
during the course of pregnancy in 5 subjects in whom X4 sequences were identified using
G2Ps 75, including TV643 (clade B), TV715 (clade C), TV995 (clade D), TV1151 (clade A1),
and TV1261 (Clade C). Taken together, these results reflect the strong association between the

presence of X4 variants and the subsequent evolution of V3 sequences in pregnant women.

Evolution of tropism determinants in V2.

We sought to verify whether changes in coreceptor tropism predicted based on the amino-acid
sequence of V3 were also reflected in V2. Overall, consistent with previous reports,’ the net
charge of V2 was higher in X4 subjects than in RS subjects, with mean values of +1.72 £0.34
and +0.70 +0.47, respectively. However, this difference did not attain statistical significance
(p = 0.0524; Student’s ¢ test) (data not shown). In addition, no significant evolution of the net

charge of V2 was observed during the course of pregnancy. The V2 likelihood index was
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computed based on differential frequencies of occurrence of certain mutations in X4-capable
and RS viruses. This index reflects the abundance of X4-related mutations relative to R5-
related mutations in a given V2 sequence (i.e. an X4 V2 sequence is expected to have a greater
V2 likelihood index than a RS V2 sequence). V2 likelihood indexes were computed for each
of the 1240 HIV-1 env sequences obtained from our study group, and, as a validation, for a
reference dataset comprised of 52 X4 and 185 R5 V2 sequences of clade A, B, C and D
retrieved from the Los Alamos National Laboratory HIV Sequence Database.” As expected,
when applied to the reference dataset, the V2 likelihood index was significantly higher in X4
isolates as compared to RS isolates, with median values of -0.3463 (IQR = [-1.040] - [+1.463])
and -1.489 (IQR = [-2.569] - [-0.6064]), respectively (p < 0.0001; Mann-Whitney U test)
(Figure 3A). When applied to the global dataset from our study group, significantly higher V2
likelihood indexes were observed in X4 subjects than in R5 subjects, with median values of -
0.2735 (IQR =[-0.8147] - [+1.434]) and -1.6730 (IQR = [-2.8240] - [-0.9983]), respectively (p
= 0.0028; Mann-Whitney U test) (Figure 3B). In addition, the V2 likelihood index was
inversely correlated with the G2P FPR (r = -0.5122; p = 0.0053; Spearman’s rank correlation

test) (data not shown).

To examine the evolution of V2 sequences during pregnancy, longitudinal changes in the V2
likelihood index were analyzed, and statistically significant increases in the V2 likelihood
index were taken as evidence of evolution towards CXCR4 tropism. Statistically significant
increases in the V2 likelihood index between the 1% and 3™ trimesters were considered as
evidence of evolution towards X4 tropism. Indeed, progressive evolution of the V2 likelihood
index was readily observed in 5 of 9 X4 subjects (55.6%), with statistically significant
differences noted in subjects TV479b, TV643, TV715a, TV995, and TV1151 (p < 0.01;
Mann-Whitney U test). In contrast, these variations were not seen in R5 subjects, except in the
case of subject TV1021b, who exhibited a significant increase in the V2 likelihood index
between the 1 and 3™ trimesters (p < 0.001; Mann-Whitney U test), and subject TV1267a,
who exhibited a significant reduction in the V2 likelihood index (p < 0.001; Mann-Whitney U
test) (Figure 3C). On the whole, these results are concordant with those obtained upon

examination of V3 sequences (see above).
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Length of V1V2 and numbers of PNGS in subjects infected with subtype C.

Because changes in tropism towards CXCR4 usage have been associated with genetic
divergence in the V1V2 loop in HIV-1 subtype C isolates, particular attention was drawn to
the 2 subtype C-infected subjects in whom X4 sequences were predicted (TV715 and
TV1261). In these 2 subjects, X4 clones had significantly longer V1V2 regions (p < 0.0001;
Mann-Whitney U test) and greater numbers of PNGS (p < 0.0015; Mann-Whitney U test) than
what was observed in R5 clones, a difference that was not seen in other study subjects (data
not shown). A statistically significant increase in the median length of the V1V2 loop was
observed during the course of the first pregnancy in subject TV715 (TV715a) (p < 0.0001;
Kruskal-Wallis test), and this increase was mainly accounted for by differences between the 1%
and 2" trimester and between the 1% and 3" trimesters (p < 0.001; Dunn’s multiple
comparison test) (Figure 4A). Similarly, a statistically significant increase in the median
number of PNGS in V1V2 was observed in the course of the first pregnancy in subject TV715
(TV715a) (p < 0.0001; Kruskal-Wallis test), this increase being again accounted for by
differences between the 1% and 2™ trimester and between the 1% and 3™ trimesters (p < 0.01;
Dunn’s multiple comparison test) (Figure 4B). During the o pregnancy of subject TV715
(TV715b), there was a statistically significant decline in the length of the VIV2 loop (p =
0.0028; Kruskal-Wallis test), which was explained by the difference between 1% and 2™
trimesters and between 1* and 3™ trimesters (»p < 0.05; Dunn’s multiple comparison test).
However, in contrast with TV715a, there was no statistically significant change in the number
of PNGS throughout this subject’s 2™ pregnancy (p = 0.6480; Kruskal-Wallis test). Overall,
both median V1V2 length and median numbers of PNGS were higher in the 1* pregnancy than
in the 2™ one, with differences involving values observed in the 3™ trimester of the first
pregnancy being the most salient (p < 0.001, Kruskal-Wallis test; p < 0.01, Dunn’s multiple
comparison test) (Figure 4A and 4B). Such differences were not observed in subject TV1261

(data not shown).

DISCUSSION
In this study, the evolution of coreceptor tropism determinants in the V1-V3 segment of the
HIV-1 env gene was examined during the course of pregnancy in 19 women. Prediction of

coreceptor tropism using G2Ps ;s signalled the presence of X4-capable variants in 9 of 19
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study subjects independent of HIV-1 subtype. This prediction was confirmed using PSSMxu4rs
in 6 of 9 subjects, and using recombinant phenotypic assay in 4 of 9 subjects. Thus, a
concordance of 84.2% was found between G2Ps7;s and PSSMxars, similar to what was
reported by Seclen et al., although that particular study was performed using bulk sequences
and a G2P false positive rate of 10%.”® CD4" T cell counts were lower in X4 than in R5
subjects and 6/9 X4 subjects exhibited CD4 counts < 200, consistent with the fact that X4
variants are predominantly found in advanced HIV disease.” As the time from seroconversion
was unknown for all study participants, the possibility that X4 subjects were infected for a

longer duration of time than RS subjects cannot be ruled out.

Moreover, progressive and significant evolution of coreceptor tropism determinants in V1, V2,
and V3 regions (G2P FPR; PSSM score; net charge of V3; V2 likelihood index; length of
V1V2; number of PNGS in V1V2), as well as the increased frequency of X4-capable
sequences observed over time were compatible with ongoing evolution of viral coreceptor
usage towards CXCR4 in 5 of 19 study subjects. The net charge of V3 is one of the main

44,45

determinants of HIV-1 tropism™" and R5 to X4 tropism switch is associated with an increase

in the positive charge of V3,

which is necessary for electrostatic interaction between V3
and CXCR4.” In terms of evolution, the charge of V3 increased significantly during
pregnancy in subjects TV643, TV715a, TV995, TV1151, and TV1261, and this by itself can
attest of the ongoing evolution of coreceptor usage towards CXCR4. These results are in

agreement with Mild ez al.,*

who showed an increase in the net charge of V3 over time in
switch versus non-switch viral populations. This increase was accompanied by a decrease in
G2P FPR and an increase in PSSMxugs scores in these subjects, consistent with accumulation
of X4-related mutations in V3 over time. Furthermore, increasing proportions of X4-capable
sequences with time were predicted by G2Ps 75 and PSSMxugrs in 4 of these subjects. In 3 cases
(TV643, TV715a, and TV1261), predicted X4 sequences were present as early as the 1%
trimester. In two of them (TV643 and TV715), frequencies of X4-capable sequences increased
progressively through pregnancy to reach 100% in the 3™ trimester. In one subject infected
with subtype D (TV995), X4 sequences appeared in the 3™ trimester but G2P FPR had already
started to decrease in the 2™ trimester. In one subject infected with subtype Al (TV1151), the

frequency of X4-capable sequences was close to 100% throughout pregnancy while G2P FPR,
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PSSM scores, and the net charge of V3 showed statistically significant evolution towards X4
tropism. In addition, recombinant phenotypic assay testing revealed that subject TV1151 was a
carrier of dual-mixed virus throughout pregnancy. Taken together, these observations indicate
that even when all sequences analyzed are predicted to be X4-capable, evolution of viral
tropism determinants can continue, perhaps reflective of increased affinity/avidity for
CXCR4."® Finally, shifting from dual-mixed to R5 tropism was observed during the course of
this study, but only once in the 24 pregnancies that were analyzed (TV1217). All X4 subjects
were treated with combination antiretroviral therapy, consistent with the lack of
interdependence between antiretroviral treatment, evolution of viral tropism determinants, and

coreceptor switching.49

Mounting evidence supports the involvement of V2 in determining coreceptor tropism.*®
Similar to V3, the net charge of V2 was higher in X4 subjects, but no evolution of net charge
over time was observed. V2 likelihood indexes were computed to monitor the evolution of
amino acid substitutions in V2 sequences. Calculations based on a reference dataset showed
that the V2 index is higher in X4 variants than in RS variants. Similar to a PSSM score, the V2
likelihood index reflects the relative frequency of X4-related substitutions in a given V2
sequence. However, as the association between V2 amino acid sequences and tropism is
weaker than for V3, thus establishing a threshold value for tropism prediction is impractical.’
Nonetheless, V2 indexes increased with the progression of pregnancy in the same subjects (i.e.
TV643, TV715a, TV995, TV1151) who showed significant evolution of V3 features
associated with CXCR4 usage (G2P FPR, PSSM scores, net charge of V3). On the whole,
these results indicate that the presence of amino acid substitutions consistent with evolution of
coreceptor tropism towards CXCR4 can be observed in V2. However, whether these mutations
are directly responsible for a switch in phenotype is still unclear. They could also represent
gain-of-fitness mutations that compensate for fitness losses induced by other amino acid
substitutions that are directly responsible for coreceptor switching, as previously discussed by

Pastore et al.’

It is well-established that the length of V1V2 and the number and pattern of PNGS within

45,50,51

gp120 impact HIV-1 tropism, phenotype, and disease progression. In addition, previous
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studies have suggested that lengthening of V2 may be transiently required for R5 to X4
switch.”>> One explanation for the lower incidence of X4 variants within clade C is that
conformational constraints in V3 limit adaptation to CXCR4.>* It was also proposed that
extensive env mutations, particularly in V1V2, must take place for clade C viruses to use
CXCR4, and that additional compensatory mutations outside of V3 are required to maintain
viral fitness.” Lengthening of V1V2, which was observed in two X4 subjects infected with
clade C but not in RS subjects, is characteristic of coreceptor switch in clade C and correlates
with the number of PNGS.*>”° It is thought that Env sequences, hence coreceptor tropism, can

21,57

evolve in response to immune pressure. Heavy glycosylation contributes to the efficacy of

5960 15 addition to

viral infection,”® but it is also helpful to evade immune surveillance.
conformational constraints, it is possible that the V3 region of X4 variants from clade C is
more susceptible to antibody neutralization than the V3 of R5 variants.’’ Therefore,
lengthening of V1V2 and addition of PNGS could serve to shield V3 and increase viral

fitness.5%

While an earlier study reported the evolution of HIV-1 coreceptor usage from CCRS to
CXCR6 during pregnancy,” ours is the first to document evidence by G2P and PSSM of
tropism switching from R5 to R5/X4 and R5/X4 to X4, and to provide evidence of evolution
towards CXCR4 usage among women infected with viral isolates belonging to a wide variety
of HIV-1 clades. Particular attention was paid to a subtype C-infected subject (TV715), in
whom evolution of coreceptor tropism over the course of two successive pregnancies was
accompanied by a dramatic increase in the length of V1V2 and in the number of PNGS
peaking in the 3™ trimester of the first pregnancy, followed by a significant decline during the
course of the second pregnancy. Overall, these results provide substantiation for the known

transmission of X4 variants from mother to child during the course of pregnancy.'*'*%

Why should pregnancy induce changes in viral tropism? Are these changes specifically driven
by immune or environmental conditions unique to pregnancy, or does this simply reflect a
general trend towards X4 evolution in the context of disease progression? Pregnancy is
associated with significant modulations in maternal immune responses that are thought to play

an essential role in the maintenance of tolerance to paternal alloantigens expressed by the
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foetus.” Normal pregnancy is associated with increased total Ig synthesis, particularly of
1gG.°**" These levels decline with progression of pregnancy, due in part to maternofoetal IgG
transfer that takes place at an accelerating rate towards the end of gestation via receptor-
mediated transplacental transport.®*® These complex changes, that take place at the level of
immunoregulation, continue to be incompletely understood.” Dramatic increase in the length
of variable loops in HIV-1 Env was associated with vigorous humoral immune response
during primary infection.”” Thus, it is possible that observed changes reflect modulations of
HIV-specific antibody responses that are associated with initiation and/or progression of

22246717 Indeed, many antibody-

pregnancy, including up-regulation of Th2 responses.
mediated autoimmune diseases, such as systemic lupus erythematosus, flare up during
pregnancy.”* One could thus speculate that emergence of X4 variants was linked to active,

pregnancy-associated remodelling of HIV-specific antibody response.

Alternatively, coreceptor switching could result from the general inhibition of cell-mediated
immune responses which is associated with establishment and maintenance of foetomaternal
tolerance.”**® Case in point, depletion of CD8" T cells in rhesus macaques infected with R5
and X4 SHIV recombinants leads to rapid re-emergence of the X4 variant, suggesting that
CD8" T cells are responsible for keeping replication of X4 variants under control, and,
conversely, that impairment of this response directs coreceptor switching.”' While depletion of
CD20" B cells did not lead to coreceptor switching in this system,”” treatment with progestin-
based contraceptives did result in the preferential replication of X4 variants.”® On the whole,
results from the present study are compatible with a model in which evolution of tropism
determinants would be actively driven, or accelerated, by immune selective pressures exerted
by differential HIV-specific immune responses associated with initiation and/or progression of

pregnancy.

However, some features of the present study should temper these interpretations. First and
foremost, limitations in sample size prevented longitudinal characterization of humoral and
cell-mediated HIV-specific immune responses in study participants. In addition, although

multiple time points were analyzed during pregnancy, no samples could be obtained before
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and after pregnancy. Thus, it was not possible to analyze the potential influence that initiation

and termination of pregnancy per se could have on coreceptor tropism.

To our knowledge, this is the first study to provide evidence of evolution of tropism towards
the utilisation of CXCR4 during the course of pregnancy. Taken together, these results inform
viral population dynamics and provide insights into maternal immunity that could lead to a
better understanding of HIV pathogenesis and MTCT. Concordance between tropism
prediction algorithms, various structural and physiochemical properties of gpl120 variable
loops, and recombinant phenotypic assays strongly supports the validity of these observations.
It is possible that these observations reflect changes in selective pressures on HIV-1 envelope
resulting from modulation of immune response associated with the initiation and/or
progression of pregnancy, although we cannot exclude that tropism determinants evolved in a
manner similar to or indistinguishable from that seen in non-pregnant subjects. Although
safety and pharmacokinetics data are currently insufficient to recommend the use of maraviroc
in pregnancy,”’ coreceptor tropism testing should be performed in case such usage is ever

considered.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Clinical parameters in X4 and RS subjects.

CD4" T cell counts (A), ACD4 (B), and HIV-1 viral load (C) were measured in X4 and R5
subjects as described under Materials and Methods. Horizontal lines, boxes and whiskers
represent the median, interquartile range and range of values, respectively. Statistical

significance of differences between groups was tested using the Mann-Whitney U test.

Figure 2. Evolution of V3 loop sequences during pregnancy in X4 and RS subjects.

G2P FPR (A), PSSMx4rs scores (B) and the net charge of V3 (C) were calculated on every
sequence in X4 (left panel) and RS (right panel) subjects, and distributions were plotted for 1%
(black boxes), 2™ (gray boxes), and 31 (white boxes) trimesters of pregnancy. Dots represent
outlier values. Tropism prediction cut-offs for each parameter are represented as dashed lines,
as described under Materials and Methods. Statistical significance of differences between

trimesters was tested using the Mann-Whitney U test. p < 0.05: *; p <0.01: **; p <0.001: ***,

Figure 3. V2 likelihood index in R5 and X4 isolates and evolution during pregnancy.

V2 likelihood index was calculated for 52 X4 and 185 R5 V2 sequences of clade A, B, C and
D retrieved from the Los Alamos National Laboratory HIV Sequence Database* (A) and for
each of the 1240 HIV-1 env sequences obtained from our study group (B), as described under
Materials and Methods. Distribution of the V2 likelihood index was plotted for the 1% (black
boxes), 2™ (gray boxes), and 3™ (white boxes) trimesters of pregnancy for X4 (left panel) and
RS (right panel) subjects (C). Statistical significance of differences between trimesters was

tested using the Mann-Whitney U test. p < 0.05: *; p <0.01: **; p <0.001: ***,
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Figure 4. Evolution of the length of the VIV2 loop and number of potential N-linked
glycosylation sites (PNGS) during 2 consecutive pregnancies in HIV-1 subtype C-infected
subject TV715.

The length in amino acids (A) and the number of PNGS (B) were calculated for each sequence
and are shown for each time point. Statistical significance of differences between time points
was tested using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparison test. p < 0.05: *; p
<0.01: **; p<0.001: ***,
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Fraction of X4-capable sequences

Viral load Numbe (%)
HIV-1 Country Gestational CD4 count CDS8 count (log;o RNA rof

Subjects subtype of origin age (weeks) ARY therapy (cellsy'mm3) (cellsy'mm3) copies/ml) clones G2Pss PSSMy4rs  Tropism
TV479a B Canada 13 — 125 240 4.50 22 13.6 0.00 RS
20 AZT-3TC 192 234 2.70% 20 5.00 0.00 RS

31 AZT-3TC 279 378 2.70% 29 13.8 0.00 RS

TV479 —26 — 110 180 4.70 24 0.00 0.00 RS
8.5 d4T-3TC 270 470 3.69 24 4.17 0.00 RS

25 d4T-3TC 338 663 3.73 12 0.00 0.00 nt

TvVe43 B Haiti 13 — 350 480 4.27 19 47.4 42.1 DM
24 AZT-3TC 408 636 4.03 18 77.8 77.8 DM

38 AZT-3TC-NVP 260 550 4.68 26 100 100 DM

TV669 B Canada 13 None 510 765 4.78 23 100 0.00 RS
22 AZT-3TC-NFV 555 675 2.81 23 100 0.00 RS

35 AZT-3TC-NFV 578 815 2.70% 23 100 0.00 RS

TV715a C Congo 11 — 10 730 533 20 45.0 45.0 nd
16 AZT-3TC-NFV 51 1,224 2.18 21 85.7 85.7 nd

39 AZT-3TC 120 1,752 2.88 36 100 97.2 nd

TV715b 11 AZT-3TC 208 1,872 423 20 100 100 nd
26 d4T-3TC-NVP 190 1,292 4.21 21 100 95.2 nd

32 d4T-3TC-NVP 200 1,8 4.77 19 100 100 nd

TV99S D Congo 15 AZT-3TC-NVP 540 1,04 2.50 12 0.00 0.00 nt
23 AZT-3TC-NVP 496 768 241 30 0.00 0.00 nt

37 AZT-3TC-NVP 260 715 1.70%* 10 70.0 70.0 DM




TVI1151 Al Rwanda 14 — 154 627 4.84 24 91.7 100 DM
26 NFV-AZT-3TC 165 671 3.20 19 100 100 nd
34 NFV-AZT-3TC 156 744 2.70 15 93.3 100 DM
TV1203 CRF-13 Congo 10 LPV/r-ddI-3TC 70 720 3.96 30 0.33 3.33 nd
19 LPV/r-ddI-3TC 90 1,125 4.14 21 4.76 9.52 nd
32 LPV/r-ddI-3TC 91 858 1.95 11 0.00 9.09 nd
ABC-3TC-NFV-
TV1217 B Haiti 16 RTV 184 456 5.07 18 16.7 0.00 DM
ABC-3TC-NFV-
21 RTV 225 495 4.81 21 9.52 0.00 RS
ABC-3TC-NFV-
32 RTV 190 570 4.59 16 0.00 0.00 RS
Zimbabw
TV1261 C e 12 AZT 120 852 4.58 23 17.4 39.1 RS
25 AZT-3TC-NFV 90 700 1.71 24 4.17 12.5 nd
AZT-3TC-NFV-
35 NVP 153 1,19 3.84 11 63.6 63.6 RS

Table 1. Clinical data and tropism prediction in X4 subjects.

HIV-1 subtype, gestational age, absolute CD4" and CD8" T cell counts, HIV-1 viral load, fraction of CXCR4-capable sequences,
and tropism were determined as described under Materials and Methods. a and b denote 1** and 2™ consecutive pregnancies in
a given subject. AZT: zidovudine; 3TC: lamivudine; d4T: stavudine; ddI: didanosine; ABC: abacavir; NVP: nevirapine;
NFV: nelfinavir; RTV: ritonavir; LPV/r: ritonavir-boosted lopinavir; RS: CCRS tropism; DM: dual-mixed tropism; -: not treated;

nd: not determined; nt: not tested. Asterisks denote the lower limit of detection of the viral load detection method.
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Viral load

HIV-1  Country Gestational CD4 counts  CDS8 counts
Subjects . ARY therapy 5 5 (log;p RNA Number of clones
subtype of origin age (weeks) (cellsy'mm’)  (cells/mm)
copies/ml)

Tv48la B Haiti -17 — 980 1,176 4.19 7
4.8 — 648 810 4.16 7
29 AZT-3TC 805 1,035 3.70 5

TV481b 19 AZT-3TC 572 1,21 4.97 5
24 AZT-3TC-NFV 544 765 3.30 3
34 AZT-3TC-NFV 754 1,188 3.67 1

TV805 B Haiti 13 — 66 117 4.29 19
20 AZT-3TC-NFV 270 306 2.07 12
37 AZT-3TC-NFV 320 208 3.05 9

TV823 B Canada 7.2 AZT-3TC-NFV 286 676 3.17 16
24 AZT-IDV-ABC 210 460 1.87 13
28 AZT-IDV-ABC 234 360 1.70" 9

TV895 B Canada 14 — 360 900 4.48 10
23 AZT-3TC-NFV 528 990 1.87 9
33 AZT-3TC-NFV 810 1,269 1.70" 1

TV1005 B Canada 11 — 198 468 4.18 24
21 AZT-ddI-LPV/r 216 344 2.52 19
37 AZT-ddI-LPV/r 180 441 2.41 28

TV10ll B Haiti 14 — 36 486 4.49 24
28 AZT-3TC-NFV 99 616 nd 19
38 AZT-3TC-NFV 90 560 3.91 21

TV1021a C Congo 11 EFV-AZT-3TC 300 810 3.75 17
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AZT-3TC-ABV-

26 NEV-RTV 476 867 2.08 nd
33 EFV-AZT-3TC 480 720 1.70° nd
TV1021b 9.2 — 200 1,3 4.02 12
28 AZT-3TC-NFV 242 1,628 2.03 25
39 AZT-3TC-NFV 255 1,122 1.70° 19
TV1l6l C Zambia 8 — 285 855 4.10 21
23 AZT-3TC-NFV 418 1,159 1.88 22
37 AZT-3TC-NFV 400 1,28 1.70° 24
TVI263 C Burundi 10 — 260 1,34 3.60 15
21 AZT-3TC-NFV 330 1,518 1.70" nd
35 AZT-3TC-NFV 384 1,608 1.70" nd
TV1267a C Congo 6 — 500 1,06 3.81 23
23 — 650 1,456 3.90 24
33 — 468 936 3.99 24
TV1267b 11 — 594 1,21 4.00 23
19 — 494 1,026 3.94 22
34 — 513 1,083 4.05 23

Table 2. Clinical data in RS subjects.

HIV-1 subtype, gestational age, absolute CD4+ and CD8+ T cell counts, and HIV-1 viral load were determined as described under
Materials and Methods. a and b denote 1st and 2nd consecutive pregnancies in a given subject. AZT: zidovudine; 3TC: lamivudine;
d4T: stavudine; ddl: didanosine; ABC: abacavir; IDV: indinavir; NVP: nevirapine; NFV: nelfinavir; RTV: ritonavir; LPV/r:

ritonavir-
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boosted lopinavir; R5: CCRS tropism; DM: dual-mixed tropism; -: not treated; nd: not determined; nt: not tested. Asterisks denote

the lower limit of detection of the viral load detection method
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Amino acid Frequency in RS Frequency in X4 Log likelihood ratio
substitution viruses (%) viruses (%)

I161A 8.05 1.10 -1.99
S164V 4.24 10.9 +0.95
S164E 55.1 30.8 -0.58
1165L 40.3 253 -0.47
R166I1 1.27 7.70 +1.81
R166K 12.0 2.00 -1.79
V169T 0.42 13.2 +3.45
V169K 453 253 -0.58
Y173Y 72.5 54.9 -0.28
Y173H 14.4 27.5 +0.65
Y177Y 96.6 89.0 -0.08
1182E 1.27 7.69 +1.80
1184L 242 13.2 -0.60
S/T190X 13.0 39.0 +1.09
S/T190R/K 4.00 23.0 +1.75
Y191X 3.00 15.0 +1.61
K192R 87.3 68.1 -0.25
K1921 5.93 15.4 +0.95
S195N 69.1 45.1 -0.43
S195H 2.54 15.4 +1.80

Supplemental Table 1. Table of differential frequencies of amino acid substitutions found in V2 as a function of

viral tropism.

Log likehood ratios were computed as described under Materials and Methods based on data from Hoffman et al.’

and Thielen et al® Amino acid positions are numbered according to

sequence of HXB2.**
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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TRANSITION 1

Au cours chapitre précédent, nous avons démontré que le tropisme du VIH-1 évoluait en
grossesse de 1'utilisation de CCRS vers I'utilisation de CXCR4 et avons émis 1’hypothese que
les changements immunitaires associés a la grossesse favorisent ce switch du tropisme.

Les changements immunitaires au cours de la progression de la maladie mais également les
différences dans la vitesse de progression de la maladie entre individus, peuvent étre
observables dans la pression sélective exercée sur le géne de 1’enveloppe du VIH-1 (Lemey et
al. 2007; Ross and Rodrigo 2002a; Strunnikova et al. 1998; Williamson 2003).

Nous émettons donc I’hypotheése que les changements immunitaires associés a la grossesse
peuvent également étre observables en analysant la pression sélective exercée sur le géne de

I’enveloppe, et pourraient a terme expliquer une évolution vers un tropisme X4 en grossesse.

Au cours du chapitre suivant, nos objectifs seront donc les suivants :
- Décrire la pression sélective sur le géne de I’enveloppe chez les femmes enceintes.
- Comparer la pression sélective exercée sur le géne de I’enveloppe, entre femmes
enceintes et non-enceintes.

- Décrire I’évolution de la pression sélective au cours de la grossesse.
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CHAPITRE 11 : DIFFERENCES SUBTILES DANS LA
PRESSION SELECTIVE EXERCEE SUR LE GENE DE
L’ENVELOPPE CHEZ LES FEMMES ENCEINTES ET

NON-ENCEINTES
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Résumé

La grossesse est associée a des modulation de I'immunité maternelle contribuant a
I’établissement et au maintient de la tolérance materno-foetale. Afin de comprendre si et
comment ces altérations impactent 'immunité antivirale, une analyse crosse-sectionnelle
détaillée de la pression sélective exercée sur les séquences de I’enveloppe du VIH-1 a été
réalisée chez un groupe de femmes enceinte (n=31) ou non-enceintes (n=29) en absence de
traitement antirétroviral.

Notre analyse a dévoilé 39 sites positivement sélectionnés (PS) a de fortes fréquences chez les
femmes enceintes et non-enceintes qui étaient invariablement localisés a la surface du trimere
d’enveloppe. La grande majorité de ces sites se retrouvaient dans les épitopes reconnus par les
anticorps Env-spécifiques ou dans des sires associés au développement d’anticorps a réactivité
croisée. La fréquence de sélection positive par site était plus faible chez les femmes enceintes
que chez les femmes non-enceintes. De plus, I’examen de la distribution des sites positivement
sélectionnés a révélé 4 positions (L134, D137, R308, and S347) qui différaient de fagon
significative entre les 2 groupes. Dans une étude longitudinale d’un groupe de femmes
enceintes traitées, un déclin de 1,61 sites PS par trimestre de grossesse a été observé.

En somme, ces résultats indiquent que la grossesse est associé¢e a des changements subtiles
mais significatifs de la pression sélective exercée sur le VIH-1, changements qui sont

compatibles avec des modulations de I’immunité maternelle.
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SUBTLE DIFFERENCES IN SELECTIVE PRESSURES APPLIED ON
THE ENVELOPE GENE OF HIV-1 IN PREGNANT VERSUS NON-
PREGNANT WOMEN.

Doris G. Ransy,*® Etienne Lord," Martine Caty,™® Normand Lapointe,** Marc Boucher,*'

Abdoulaye Baniré Diallo,” Hugo Soudeyns,**#

Unité d’immunopathologie virale, Centre de recherche du Centre hospitalier universitaire
(CHU) Sainte-Justine, Montreal, Quebec, Canada®; Department of Microbiology, Infectiology
& Immunology, Faculty of Medicine, Universit¢ de Montréal, Montreal, Quebec, Canadab;
Department of Computer Science, Universit¢ du Québec a Montréal, Montreal, Quebec,
Canada®; Centre maternel et infantile sur le SIDA, Centre de recherche du CHU Sainte-Justine,
Montreal, Quebec, Canada’; Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Université de
Montréal, Montreal, Quebec, Canada®; Department of Obstetrics & Gynecology, Faculty of

Medicine, Université de Montréal, Montreal, Quebec, Canada’.

Running head: Selective Pressures on HIV-1 During Pregnancy.

ABSTRACT

Pregnancy is associated with modulations of maternal immunity that contribute to
foetomaternal tolerance. To understand whether and how these alterations impact antiviral
immunity, a detailed cross-sectional analysis of selective pressures exerted on HIV-1 envelope
amino-acid sequences was performed in a group of pregnant (n=31) or non-pregnant (n=29)
HIV-infected women in absence of treatment with antiretroviral therapy (ART). To draw a
general picture of the selection applied on the envelope and compensate for inter-individual
variations, a binomial test was performed on selection frequency data pooled from pregnant

and non-pregnant subjects. This analysis uncovered 39 positions exhibiting statistically
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significant frequency of selection that invariably mapped to the surface of the Env protein,
with the great majority located within epitopes recognized by Env-specific antibodies or sites
associated with the development of cross-reactive neutralizing activity. The median frequency
of occurrence of positive selection per site was significantly lower in pregnant versus non-
pregnant subjects, accounted in large part by a reduced median frequency of positive selection
per site in the C2 subregion. Furthermore, examination of the distribution of positively
selected sites using a hypergeometric test revealed that only 4 positions (L134, D137, R308,
and S347) significantly differed between the 2 groups. In a separate longitudinal analysis of a
group of pregnant ART-treated women, a decline of 1.61 positively selected sites per trimester
of gestation was observed. Taken together, these result indicate that pregnancy is associated
with subtle yet significant changes in selective pressures exerted on HIV-1 that are compatible

with transient modulations of maternal immunity.

IMPORTANCE

Pregnancy has traditionally been associated with a state of relative immunosuppression, which
would account for the more serious clinical course and/or severity of several particular
infectious diseases in pregnant women, including malaria, listeriosis, and infection with
influenza virus, varicella-zoster virus, or hepatitis E virus. This alleged immunosuppression,
which is thought to contribute to foetomaternal tolerance, is also thought to underlie the
transient exacerbation or remission of autoimmune disorders that are observed during
pregnancy. The present study asks the question whether HIV-specific antiviral immune
responses are similarly affected by pregnancy by comparing the diversity and evolution of the
HIV-1 envelope gene in pregnant versus non-pregnant HIV-infected women. Results indicate
that the selective regimen applied on the primary amino acid sequence on Env during
pregnancy is qualitatively different from that observed in non-pregnant women, but that these
differences are subtle and generally incompatible with broad pregnancy-associated

suppression of HIV-specific antiviral immunity.
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INTRODUCTION

Women of childbearing age represent more than 50% of individuals infected with human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) worldwide (1). A significant proportion of these HIV-
infected women will experience pregnancy at some point during their lifetime. Pregnancy is
associated with changes in maternal immune responses that are thought to be associated with
the establishment of materno-foetal tolerance (2). Indeed, cell-mediated immunity (Thl) is
down-regulated during pregnancy while humoral immune responses (Th2) are up-regulated,
leading to aggravated outcomes of viral infections (3) and flaring-up of antibody-mediated
autoimmune diseases (4). However, whether initiation and progression of pregnancy influence
the course of HIV disease is still debated. While some have suggested that pregnancy
accelerated disease progression towards acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) and
reduced survival time (5-7), others have found no effect or even beneficial effects of
pregnancy on HIV-associated outcomes (8-12). In addition, although a lot of attention has
been focused on the biological and immunological characteristics of viruses transmitted from
mother to child and on paediatric HIV infection, little is known regarding the evolution of

HIV-1 itself during pregnancy.

The broad intra-patient genetic variability of HIV-1 results from the high error rate of the viral
reverse transcriptase and rapid turnover of viral particles during infection (13-16). It has been
hypothesized that the adaptive evolution of HIV-1 to the host cellular environment is mainly
attributable to immune-mediated positive (or diversifying) selection exerted on the amino acid
sequence of viral proteins (17,18). Positive selection can be estimated based on an excess of
non-synonymous substitutions (amino acid replacement) over synonymous (silent)
substitutions within a given gene or gene segment (19). Positive selection has been detected in
many HIV-1 genes (20). This is particularly apparent in the case of gpl120 and gp4l Env
proteins, which are subjected to selective pressures exerted by both cell mediated and humoral
immune responses in the host (17,18,21,22). It has been shown that selective pressures exerted
on the env gene correlate with the severity of HIV disease, compatible with the level of
selection applied on the HIV-1 genome being reflective of the immunologic status of the

subject (17,18). Indeed, subjects in late stage HIV infection and rapid progressors exert lower
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levels of selective pressure on HIV-1 genes than what is observed in the earlier stages of the
disease, as well as in long-term non-progressors (LTNP) and in elite controllers (23,24). In
addition, there is evidence that selective pressure on C2 through V5 regions correlates with the
progression to AIDS in pediatric HIV infection (25). As pregnancy is associated with
particular modulations of maternal immune responses, we hypothesized that selective
pressures applied on viral gene products during pregnancy might be different from what has
been described in non-pregnant states. To test this hypothesis, a detailed cross-sectional
analysis of selective pressures exerted on HIV-1 envelope amino-acid sequences was
performed in a group of pregnant women in absence of treatment with antiretroviral therapy
(ART) and in a group of non-pregnant ART-naive women. In a separate analysis, the
evolution of selective pressures during the course of gestation was examined prospectively in
a group of ART-treated women. This detailed study revealed that pregnancy was associated
with higher genetic diversity and lower selective pressure in env and that a decline in the
number of positively selected sites was observable with progression of gestation in ART-

treated subjects.

MATERIALS AND METHODS

Study subjects. Seventeen pregnant women infected with HIV-1 were selected among
participant to the « Centre maternel et infantile sur le SIDA » (CMIS) mother-child cohort
(CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada). Three of these subjects were followed during 2
consecutive pregnancies (20 pregnancies total). Detailed clinical and socio-demographic
information on these study subjects were reported elsewhere (26). Plasma was isolated by
centrifugation from whole blood samples obtained by venipuncture in the 1%, 2™ and 3™
trimesters of pregnancy, which were defined as 1-13, 14-28, and 29-41 weeks of gestation,
respectively. In 2 of 20 pregnancies, the patient (TV1267) refused treatment, while in 11 of 20
pregnancies; ART was initiated after the first time point (i.e. the patient was ART-naive at the
1** time point). HIV-1 RNA was extracted from plasma samples using the QIAamp viral
extraction mini kit (Qiagen) and a 945 base pair DNA fragment spanning the Env V1-V3
region (positions 6430-7374 of HXB2) was amplified as previously described (26,27). This

fragment also included the C-terminal region of C1 and the N-terminal region of C3 (21 and
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17 amino acid residues, respectively). PCR products were visualized on agarose gels, purified
and cloned into TOPO TA (Invitrogen). A mean of 20 independently-obtained plasmid clones
per time point (1180 sequences total) were randomly selected for automated (Sanger) DNA
sequencing (ABI 3730x1, Applied Biosystems; Plateforme de séquencage et de génotypage des
genomes, CRCHUL, Quebec, Quebec, Canada). A total of 1180 env gene sequences were
obtained (GenBank accession numbers KF038436-KF038566; KF038595-KF039148;
KF039166-KF039521; KF039537-KF039675). Full informed consent was obtained from all
study participants. Standardized clinical follow-up, including ART, was offered to all women
and their children. This research protocol was conducted according to the guidelines of the
Ethics Review Board of CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada, where participants were

enrolled and the study was completed.

In addition, intra-patient sets of sequences from pregnant and non-pregnant female subjects
were retrieved from the Los Alamos HIV Sequence Database (28). Inclusion criteria were (i)
sequences included the same env regions as above; (ii) sequences were derived from plasma;
(i11) the subject was in the chronic or asymptomatic stage of HIV disease; (iv) the datasets
were comprised of a minimum of 9 sequences, corresponding to the minimal size of the
datasets obtained in subjects from the CMIS cohort; and (v) the subject was antiretroviral
naive. Datasets from 19 pregnant subjects (278 sequences total) and from 29 non-pregnant
subjects (678 sequences total) that matched these inclusion criteria were retrieved from the
database and were included in the analysis. Clinical data, references and accession numbers

for all subjects are presented in Supplemental Table 1.

Multiple sequence analyses. HIV-1 env sequences were grouped according to patient and
trimester. Nucleotide sequence alignment was carried out using the ClustalW accessory
embedded in MEGAS (29). Sequences were manually edited and realigned with the Hmmer
version 2.32 tool implemented in Gene Cutter to improve subsequent amino acid translation
(28). Duplicate sequences and those containing frame stop codons were removed. Numbers
and locations of potential N-linked glycosylation sites (PNGS) were determined using N-
GlycoSite (30). Sequence diversity was analyzed based on pairwise nucleotide distances (p-

distance) computed using MEGAS.
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Selective pressure assessment. To compute overall selective pressure across regions of the
envelope, the number of nonsynonymous substitutions per nonsynonymous site (dN) and the
number of synonymous substitutions per synonymous site (dS) averaged over all sequence
pairs were computed for each patient and time point in MEGAS, using the Nei-Gojobori
method with Jukes-Cantor correction (29,31). The dN/dS ratios (w) were subsequently
calculated. A ® > 1 was indicative of positive or diversifying selection, while ® < 1 denoted
negative or purifying selection. However, since a single estimate of selection across the
sequence span may mask individual sites under strong negative or positive selection, site by
site selection was also examined. To do so, maximum likelihood trees for each sequence sets
were inferred using PhyML version 3.0 (32) with the HKY substitution matrix and 100
bootstrap replicates. Phylogenetic trees and sequences where submitted to PAML CODEML
version 4.4 to identify codons under positive selection (33). This program employs several
models of codon substitution that allow variable @ values among sites in order to test the
hypothesis of diversifying selection (34). Among those models, null models M0, M1, and M7
do not allow for the existence of positively selected sites because values of o are either fixed
or bounded between 0 and 1, whereas alternative models M2, M3, and M8 account for positive
selection by using parameters that estimate ®w > 1. Likelihood ratio tests (LRT) were
performed to compare nested models (MO versus M2, M1 versus M3, and M7 versus M8) in
order to test the significance of the alternative models (with a degree of freedom equivalent to
the difference in the numbers of parameters between models). A significant LRT (p < 0.05)
and a ® > 1 were taken as evidence of diversifying selection. Codons with @ > 1 with a
posterior probability > 95% were considered as sites experiencing diversifying selection. Sites
identified by models M2 and M8 were similar, whereas M3 tended to overestimate the number
of positively selected sites, as previously shown (34-36). In this study, we focused on the
results from the M8 model for clarity purposes. Sites experiencing selection were reported
based on nucleotide positions corresponding to the HXB2 reference sequence, whereas
selected sites located in length polymorphic regions that were longer than that of HXB2 were
collapsed to the adjacent HXB2 position. Positively selected sites were mapped onto the 3D
structure of gpl120 (ID: PDB3J5M [37]) using The PyMOL Molecular Graphics System,
Version 1.7 (Schrodinger, LLC).
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Human leucocyte antigen typing and prediction of epitopes targeted by cytotoxic T
lymphocytes. Human leucocyte antigen (HLA) typing was performed using the line-probe
assay (Innogenetics). For each subject, the presence and location of potential cognate
cytotoxic T lymphocyte (CTL) epitopes were inferred based on the Los Alamos Immunology
Database (38).

Statistical analysis. Normality of data distribution was tested using the Kolmogorov-Smirnov
test when the sample size was n > 7. In the case of normal distribution, data were expressed as
mean and range, and Student’s #-test and one-way ANOVA with the Bonferroni multiple
comparisons test were used to test the significance of between-groups comparisons. Paired z-
test and repeated-measures ANOVA were used for paired data. Where distribution deviated
from normal and for samples size < 7, data were expressed as median and interquartile range
(IQR), and significance of between-group comparisons was assessed using the Mann-Whitney
U test and the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons test. The Wilcoxon
signed-rank test and the Friedman test were used for paired data. Relationships between
variables were tested using Spearman’s rank correlation test. p values < 0.05 were considered
statistically significant. Statistical analysis was performed using Excel (Microsoft
Corporation), GraphPad Prism 4 (GraphPad Software), SPSS version 20 (IBM SPSS

Statistics) and custom programs.

Identification of significantly selected sites. After identifying for each patient the sites that
were positively selected, we combined the sites for all the patients in a binary two dimensional
matrix M (N X L) where N corresponds to the number of patients and L the length of analyzed
env regions. In this matrix, 1 corresponds to a positively selected site and 0 corresponds to a
non-selected site for a given patient and site position. Let p be the probability that a given
patient in a given column is a positively selected site. We computed a p-value for a column of
M with K selected patients to be significantly selected as the cumulative binomial probability

of observing at least K selected patients given p. The p-value was computed as follows:
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N

p — value = Z (1:]) pt(1 —p)Nt

i=K

Identification of significantly selected sites for a defined subset of patients. To identify if
in a given site (containing K selected patients), a patient subset (e.g. pregnant patients) of size
n (n < N) with k (k < K) selected patients contains a statistically significant over-
representation of positively selected sites for this subset, we computed a p-value as a
cumulative hypergeometric probability of observing at least k (k < K) positively selected sites
in a given subset of size n from the overall patients N. Note that this p-value is identical to
computing one-tailed Fisher’s exact test. The p-value was computed as follows:

K (k\(N-K
p —value = Z(i)(n_i

=)

The sites with p-value < 0.05 were retained as sites exhibiting statistically significant
selection. It is important to note that the under-representation of selected sites among a given
group could be computed by replacing the bound of the summation in the binomial and

hypergeometric formulas with one from 0 to k.

RESULTS

Clinical characteristics of study subjects. The present study comprises 2 analyses: a) a
comparative cross-sectional analysis between pregnant and non-pregnant ART-naive subjects;
and b) a longitudinal analysis of subjects from the CMIS cohort who were treated with ART
during pregnancy. Subjects were stratified in 3 groups (Table 1). Group 1 (untreated pregnant
subjects; n = 31) includes pregnant women for whom HIV sequences were retrieved from the
Los Alamos HIV database and pregnant women from the CMIS cohort in whom samples were
obtained before the initiation of ART (untreated time points in the 1 trimester of gestation; n
= 13). Group 2 (untreated non-pregnant subjects; n = 29) includes non-pregnant women for
whom HIV sequences were retrieved from the Los Alamos HIV database (28). Sequences and

data from subjects belonging to Group 1 and Group 2 were used in the cross-sectional
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analyses (see below). Group 3 (treated pregnant subjects; n = 16) includes pregnant subjects
from the CMIS cohort who were followed prospectively for the entire duration of their
pregnancy (all treated and untreated time points in the 1%, 2 and 3™ trimesters of gestation)
(Table 1; Supplemental Table 1). Subject TV1267, who refused treatment during both her
pregnancies, was not included in Group 3. In the majority of cases, no clinical data were
available relative to subjects whose sequences were retrieved from the Los Alamos HIV
Sequence Database (28). Thus, absolute CD4" T cells counts were available in 21 of 31
(67.7%) subjects from Group 1 and in 15 of 29 (51.7%) subjects from Group 2, and viral loads
were available in 61.2% (19/31) and 93.1% (27/29) of subjects from Groups 1 and 2,
respectively. Median absolute CD4 " T cell counts were lower in subjects from Group 1 than in
subjects from Group 2 (236.5 cells per mm® [IQR = 94.00-397.5] versus 337.0 cells per mm’
[IQR = 262.0-438.0]; p = 0.0495). Median HIV-1 viral load was lower in subjects from Group
1 but that difference was not statistically significant (4.530 log;o RNA copies per ml plasma
[IQR = 4.203-5.140] versus 4.720 log;o RNA copies per ml plasma [IQR = 4.130-4.960]; p =
0.7387) (Table 1). In subjects from Group 3, median HIV-1 viral load decreased significantly
during the course of pregnancy (p = 0.0005; Wilcoxon signed rank test), consistent with
introduction or intensification of ART (Table 1). Absolute CD4" and CD8" T cell counts both
increased with the progression of pregnancy, and these increases were statistically significant

(p =0.0207 and p = 0.0428, respectively) (Table 1).

Sequence diversity and rates of nucleotide substitutions in untreated pregnant and non-
pregnant subjects. To compare HIV-1 genetic diversity between pregnant and non-pregnant
subjects, we first assessed intra-host nucleotide diversity in subjects from Group 1 and Group
2. Parameters that were examined include nucleotide p-distance, dS and dN. All 3 parameters
were strongly correlated with one another (> 0.851, p < 0.0001) (data not shown) and were
significantly higher in pregnant than in non-pregnant subjects (p < 0.0078) (Figure 1). p-
distance, dN and dS were all independent of HIV-1 subtype (» < 0.227, p > 0.074) (data not

shown).

Overall selective pressure in untreated pregnant and non-pregnant subjects. To

investigate overall selective pressure, ® was averaged across the env gene segment spanning

148



regions C1 to C3 (nucleotide positions 6552-7268 of HXB2) as well as in individual gene
segments encoding discrete Env protein subregions. Lower @ values were observed in subjects
from Group 1 (pregnant) as opposed to Group 2 (non-pregnant), with median values of 0.74
(IQR = 0.56-0.95) and 0.91 (IQR = 0.60-1.31), respectively, although this did not reach
statistical significance (p = 0.1892) (Figure 2A). Median ® values were < 1, compatible with
general conservation of the env gene in absence of strong purifying selection. Differential
levels of selective pressure applied on different Env subregions displayed similar yet non-
identical patterns in subjects from Group 1 as compared to Group 2 (Figure 2B). In both
groups, [ 1] values were significantly lower in constant regions C1 and C2 than in V1, V2, V3
and C3, compatible with comparatively lower levels of selective pressure in C1 and C2.
Hierarchy of selection was as follows: C3>V1>V3>V2>C2>Cland V2>V1>V3>(C3
> C2 > CI in Groups 1 and Group 2, respectively. These hierarchies were not significantly

different from one another (» = 0.657; p = 0.175) (data not shown).

Selective pressure exerted on each individual subregion of Env was then compared in a
pairwise manner between the 2 groups. We found that selective pressure applied on C2 was
significantly lower in pregnant subjects (median @ = 0.3224 [IQR = 0.1480-0.4208]) as
compared to non-pregnant subjects (median ® = 0.5029 [IQR = 0.2850-0.9042]; p = 0.0072)
(Figure 2C). The other regions of Env displayed similar levels of selection between the 2
groups (Figure 2C). The above results were independent of HIV-1 subtype, as a) o values
were not correlated to the subtype (7 < 0.045; p > 0.139); and b) © values were similar in
subjects infected with subtypes B, C or D regardless of pregnancy status (p = 0.6541) (data not

shown).

Mapping of positively selected codons on untreated pregnant and non-pregnant subjects.
Since a single estimate of selection computed over a broad sequence may mask individual
sites under strong negative or positive selection, the location and frequency of occurrence of
positively selected codons (@ > 1 with a posterior probability > 95%) in the HIV-1 env gene
were mapped in subjects from Groups 1 and 2 using a maximum likelihood method. Evidence
of sites undergoing positive selection was found in 26 of 31 (83.8%) subjects from Group 1

corresponding to 27 pregnancies) and in 27 of 29 (93.1%) subjects from Group 2. Median
( p g preg ) ( ) subj p
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numbers of 5 (IQR = 2.50-10.0) and 7 (IQR = 2.00-13.3) PS sites per subject were found in
subjects from Group 1 (pregnant) and Group 2 (non-pregnant), respectively, however this
difference was not statistically significant (p = 0.310) (data not shown). The value of ® at all
PS sites was similar in both groups, with median ® = 7.09 (IQR = 5.49-8.39) in women from
Group 1 and ® = 6.91 (IQR = 4.17-10.1) in women from Group 2 (p = 0.405) (data not

shown).

We first proceeded to draw a general picture of the selection applied on the envelope
regardless of pregnancy status by removing the background noise due to inter-individual
variations. To do so, a binomial test was performed on selection frequency data pooled from
Group 1 and Group 2, and statistically significant positions (i.e. undergoing high frequency of
selection) were retained (Figure 3A). This analysis uncovered 39 positively selected sites that
were mapped to the gp120 3D structure (ID: PDB3J5M [37]) (Figure 3B). Selected codons
invariably mapped to the surface of the protein, with the great majority located within epitopes
known to be recognized by Env-specific antibodies or within sites that have been associated
with the development of cross-reactive neutralizing activity (CrNA) (39). Selection was
largely associated with PNGS and the outer domain of the envelope. Indeed, PNGS represent
20.1% of the Env fragment examined in the present study (48/239 amino acid residues) but
35.8% (14/39) of PS sites. Similarly, the outer domain represents 53.9% of the Env fragment
studied (129/239 residues) but 89.7% (35/39 residues) of PS sites mapped to this domain
(Figure 3). The remaining 4 sites located in the inner domain are K130 at the stem of VI1V2,
which was previously found to be associated to the development of CrNA (39), and T232,
T236 and T240, which are located in a triple glycan tower (N230, N234, and N241) that
protrudes from the inner domain and facilitates immune escape from CD4-mediated immune

responses (40).

Secondly, the frequency and position of selection between the 2 groups were analyzed and
compared. We found that the median frequency of occurrence of positive selection per site
was significantly lower in subjects from Group 1 as opposed to Group 2 (median = 0.00%
[IQR = 0.00-3.13; range = 0.00-21.88] and median = 0.00% [IQR = 0.00-3.45; range = 0.00-
27.59], respectively; p = 0.0424) (Figure 3). Of the 239 codon positions analyzed, the
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proportion of Env undergoing positive selection was analogous in both groups, with 85 of 239
(35.6%) and 84 of 239 (35.1%) sites in subjects from Group 1 and Group 2, respectively.
Furthermore, distribution of these positively selected sites was similar in both groups (Figure
3). Indeed, a hypergeometric test revealed that only 4 positions significantly differed between
the 2 groups. Selection at 3 positions was associated with Group 2 (non-pregnant), i.e. L134 (p
=0.009) and D137 (p = 0.018) in the length polymorphic region of V1, and R308 (p = 0.045)
in the V3 loop (V3 position 13). On the other hand, selection at position S347 (p = 0.033),
located in C3, was associated with Group 1 (pregnant) (Figure 4). Amino acid residues L134,
D137, and S347 were also identified in the binomial test previously performed but R308 was
not (Figure 4). While the hypergeometric test showed that positions L134 and R308 were also
significantly associated with subtype B (p = 0.0456 and p = 0.0286, respectively), which
represents 65.5% of infecting subtypes in Group 2 but only 22.6% in Group 1, position D137
and S347 were not (p = 0.201 and p = 0.945 respectively). Intriguingly, amino acid positions
located in C2 were not put in evidence in this analysis, in contrast to results obtained when
assessing overall selective pressure. However, when the frequency of selection per site was
taken into account, we found that median frequency in C2 was significantly lower in subjects
from Group 1 as compared to Group 2 (median = 0.00% [IQR = 0.00-3.13; range = 0.00-
15.63] and median = 0.00% [IQR = 0.00-0.00; range = 0.00-20.69], respectively; p = 0.0253).
Frequencies of selection in other Env subregions were otherwise similar between the 2 groups
(data not shown). To control for the influence of HIV-1 subtype, frequencies of selection were
compared between subjects infected with B and C HIV-1 subtypes regardless of pregnancy
status and were found not to be significantly different (p = 0.2301) (data not shown).

Finally, the association between positively selected sites and sites encoding potential
autologous CTL epitopes were investigated in subjects in whom HLA typing was performed
(Group 1; n = 13). This analysis revealed that a mean of 9.1% of positively selected sites were

located within known (A-list) CTL epitopes (Figure 4) (38).
Evolution of env gene genetic diversity in pregnant subjects following introduction or

intensification of ART. Subjects from Group 3 (treated pregnant subjects) were followed

prospectively for the entire duration of their pregnancy (Table 1). Evolution of env genetic
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diversity in these subjects, in terms of nucleotide p-distance, dN and dS based on a
comparison between the 1% and 3™ trimesters of pregnancy, revealed a decreased of all three
parameters during the course of pregnancy. But this decrease was not statistically significant

(p > 0.1105) (Figure 5A).

Evolution of selective pressure in pregnant subjects following ART introduction or
intensification. First, the evolution of overall selective pressure (w) on env (nucleotide
positions 6552-7268 of HXB2) as well as in individual gene segments encoding discrete Env
protein subregions was examined during each trimester of pregnancy. Here again, evolution
was based on a comparison between the 1% and 3™ trimesters of pregnancy. We found that
remained stable throughout pregnancy when a) the entire env fragment was considered; and b)
all subregions were considered separately, with the exception of V1 in which a slight but
statistically significant decline was observed (p = 0.0140) (Figure 5B). Evolution of selective
pressure was further investigated by performing a site-by-site analysis for each trimester of
pregnancy. The overall number of positively selected sites decreased significantly with the
progression of pregnancy in subjects from Group 3, with a mean loss of 1.61 sites per
trimester. Positively selected sites were lost all along the envelope sequence with no particular
preference noted in terms of specific subregion (Figure 6). The number of positively selected
sites per subject and in the frequency of selection per site highlight a statistically significant
decline between the 1% and 3™ trimesters of pregnancy (p = 0.0071 and p < 0.0001,

respectively) (Figure 6 and data not shown).

DISCUSSION

Adaptive dynamics of HIV-1 involve constant evolution of viral genes under the selective
pressure exerted by host humoral and cell-mediated immune responses. As pregnancy is
associated with changes in qualitative and quantitative aspects of maternal immunity (2-4), it
is of prime importance to better understand the effects of pregnancy on evolution of HIV-1

and on HIV disease progression.
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Several genetic features of the env gene, including genetic diversity, dS and ®, have been
associated with the progression of HIV disease (25,41-46). For this reason, we compared intra-
host nucleotide p-distances, dS and dN in pregnant (Group 1) and non-pregnant (Group 2)
ART-naive women. In cross-sectional analysis, these 3 parameters were found to be strongly
correlated with one another and were significantly higher in pregnant than in non-pregnant
subjects. dS was the main contributor to genetic diversity of the env gene, as the difference
between Group 1 and Group 2 was of greater magnitude and statistical significance in the case
of dS as compared to p-distances or dN. High rates of synonymous substitutions, indicative of
a higher replication rate and a shorter viral generation time, have been associated with faster
disease progression and immune activation (44). Heightened replication dynamics could also
stem from inefficient control of viral replication brought about by progressive
immunodeficiency in HIV-infected subjects, as higher levels of genetic diversity of HIV-1

were associated with late-stage disease and the onset of AIDS (47).

Elevated levels of markers of immune activation (i.e. frequencies of CD4 CD38 HLA-DR"
and CD8'CD38 " HLA-DR" T cells) were reported in non-pregnant women as compared to men
after adjusting for HIV-1 viral load (48). Similar observations were also made in HIV-infected
and uninfected women during the course of pregnancy (49,50). Meier et al. proposed that
these phenomena could provide an explanation for the fact that HIV disease progresses more
rapidly in women compared to men, and that the underlying mechanism might be related to a
positive association between progesterone levels and production of IFN-a by plasmacytoid
dendritic cells following stimulation via TLR7/8 (48). It is possible that pregnancy, which is
characterized by elevated levels of progesterone, could potentiate this phenomenon, resulting
in higher replication dynamics in pregnant women. However, no differences were observed in
HIV-1 viral load between Group 1 and Group 2 in the present report, and previous studies

have shown that HIV-1 genetic diversity was not generally correlated with viral load (51,52).

While synonymous changes reflect mutation rate and generation time, nonsynonymous
substitutions are mainly the result of selective pressure. To estimate selective pressure, ® was
computed in subjects from Group 1 and Group 2 based on the entire sequence of the C1-C3

Env segment. Results highlighted overall conservation of the env gene (o < 1) in both groups

153



of subjects, compatible with a certain degree of purifying selection, which was in agreement

with previous reports in non-pregnant adults and children (35,53-56).

The pattern of selection in both groups was examined in detail and exhibited that pattern of
selection was equivalent in pregnant and non-pregnant women and was consistent with an
antibody response applying primarily in the fragment of Env studied herein. First, the study of
overall selection in Env subregions revealed similar yet non-identical hierarchies of selection.
Indeed, in both groups, variable regions V1, V2 and V3, and constant region C3 showed high
overall ® as compared to constant regions C1 and C2, which displayed levels of selection that
were comparable with that which is commonly seen in other HIV-1 genes, including gag and
pol (35). Site-by-site analysis confirmed these results, with positively selected sites more
common and frequency of selection higher in V1, V2, V3 and C3 as compared to C1 and C2
in both groups. These results indicate that distribution of selection along the Env fragment was
comparable in pregnant and non-pregnant subjects. Thus, a binomial test, which eliminates
inter-individual variations, was performed and revealed 39 sites that were invariably subjected
to selection in both groups. Thirty-five of the 39 positively selected sites (89.7%) were located
in the outer domain of Env, which is comprised of V1, V2, V3 and the regions flanking V3 in
C2, as well as the [12 helical region of C3. The remaining 4 sites located to the stem of V1V2
in C1 (K130) and to 3 PNGS in C2 (N276, N289, N295) that are known to protrude from the
envelope spike (40). Thus, all 39 positively selected sites mapped to amino acids that are
exposed at the surface of the Env trimer. Furthermore, PNGS represented 35.8% of positively
selected sites. This underlines the disproportionate involvement of gp120-specific antibody
responses in the selective pressure applied on the HIV-1 envelope and the association between
diversifying selection in Env and the presence of PNGS (35). Indeed, N-glycans play a role in
hindering antibodies from accessing critical epitopes on gp120 (35,57). In the earliest stages of
HIV-1 infection, antibody responses drive the evolution of envelope sequences and promote
immune escape, primarily through remodelling of the glycan shield (57-60). Lengthening and
addition of N-glycans in the length polymorphic regions of V1V2 are the major contributors to
the evolution of the glycan shield (58,59,61). This contribution of V1V2 was observable in our
data, as V1V2 exhibited the highest concentrations and frequencies of positively selected sites,

principally located in the length polymorphic regions. Although the vast majority of studies
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attribute neutralizing antibody selective pressures to the early stages of infection (57,62-64),
the results presented herein suggests that humoral immune responses are still the main driving
force behind the envelope evolution in chronically infected subjects. This result is consistent
with a recent study from Chaillon et al. showing that autologous neutralizing activity may still
continue to increase over time more than ten years after infection (56). Interestingly, PNGS
N332, that has recently been reported to be a main target of broadly neutralizing antibodies
(65), was found to be selected in 3 subjects from Group 2 but none from Group 1, although
this position was not highlighted in the hypergeometric test. One must keep in mind that
antibody escape does not only occur in the PNGS. Indeed, a study showed ongoing selective
pressure on the CD4 binding site by neutralizing antibodies after years of infection (66).
Moreover, the portion of C3 analysed herein, which represents the 17 amino acid long a2-
helix, was also associated with high levels of codon substitutions (56,61,67-70). These
findings support the notion that latter region is commonly targeted by autologous neutralizing
antibodies (67,71). Compatible with this is the fact that only 9% of positively selected sites

mapped to sequences encoding potential autologous CTL epitopes in individual subjects.

N-glycans also play a role in shielding CD4" and CD8" T cells from accessing critical epitopes
on gpl20, either by direct steric hindrance or by interfering with proper processing of the
epitope (35,57,72,73). Reflective of this, a region of 3 PNGS (N230, N234, N241) in the inner
domain showed high frequency of selection. These residues were shown to be located just
downstream of a MHC class Il-restricted epitope recognized by a CD4" T cell line (40). These
sites are thought to be involved in the formation of a form a « triple N-glycan tower » that
facilitates immune escape without altering the primary sequence of the epitope itself (40).
However, these sites also protrude from the inner domain and therefore could also be

pressured by humoral immune responses.

Although pregnant and non-pregnant groups showed similar general pattern of selection,
hypergeometric testing highlighted 4 positions in which frequency of selection differed
significantly between the 2 groups of subjects. Indeed, L134, D137 and R308 were
significantly associated with selection in non-pregnant subjects (Group 2) while S347 was

associated with selection in pregnant subjects (Group 1). Positions L134 and R308 were also

155



associated with selection when analysis was performed in subjects infected with subtype B
versus non-B. Hence, we cannot rule out that the over-representation of subtype B in Group 2
was the reason why these 2 positions were put into evidence. L134 and S347 have already
been described as being involved in the induction of cross neutralizing activity, and position
137 was shown to be involved in the recognition of a soluble cleaved HIV-1 envelope trimer
by the PGT122 broadly neutralizing monoclonal antibody (39,74,75). R308 is part of the
epitope recognized by the V3 crown-specific neutralizing monoclonal antibody 10-188 (76),
which can interfere with the binding of PGT121 (77). In addition, the amino acid residue at
position 308 (position 13 of V3) is part of a covariation cluster that involves other V3
residues, including amino acids located at positions 11, 19 and 25 (78,79). This result suggests
that pregnancy can be associated with comparatively subtle changes in the selective pressure

exerted on this portion of the HIV-1 envelope glycoprotein.

When the level of selection was considered, contrary to what was seen in the pattern of
selection, differences were found between pregnant and non-pregnant women. Indeed, even
though this difference was not statistically significant, a lower median value of ® in pregnant
as opposed to non-pregnant women was observed. In addition, the median frequency of
occurrence of positive selection per site was significantly lower Group 1 as compared to
Group 2. Interestingly, selective pressure applied on C2 was significantly lower in pregnant
subjects. Because of its relative magnitude, the difference between pregnant and non-pregnant
women in terms of C2 selection (i.e. median ® = 0.3224 versus 0.5029; p = 0.0072) goes a
long way in explaining the difference in average o that was observed when the entire C1-C3
segment was examined. In addition, the frequency of selection in C2 was significantly lower
in Group 1 as compared to Group 2. Part of C2 (amino-acid residues 197-250) is comprised
within the inner domain of the gpl120 envelope protein. In this subregion of C2, 9 of 54
(16.7%) and 8 of 54 (14.8%) amino acid residues were found to be under positive selection in
subjects from Group 1 and Group 2, respectively. Intuitively, this would seem to suggest that
the comparative lack of selective pressure exerted on C2 in pregnant versus non-pregnant
could result from differences in HIV-specific cell-mediated immune responses rather than
humoral responses. Part of C2 is located in the outer domain of gp120 (amino-acid residues

251-295), and it is in that part of the outer domain where differences in frequency of selection
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between pregnant and non-pregnant are the most salient (Figure 3). In this subregion of C2, 16
of 45 (35.6%) amino acid residues were found to be under positive selection in both subjects
from Group 1 and Group 2. Selected sites included 3 PNGS (N276, N289, N295). Some of the
positively selected sites also involved residues that participate in the CD4 binding site (80).
Solvent exposure of the C-terminal part of C2 is consistent with selective pressure resulting
from humoral immune responses, although the presence of numerous MHC class I and class
II-restricted T cell epitopes was also reported in this subregion (40). Taken together, these data
are compatible with the existence of differential immunologic environments in the pregnant
versus non-pregnant states, given that humoral and cell-mediated immune responses are well-

established contributors to selective pressure directed against viral genes.

In the second part of the study, the evolution of selective pressures was examined
prospectively as a function of progression of pregnancy. HIV-1 viral load decreased
significantly during the course of gestation as a result of the introduction and/or intensification
of ART. Estimates of p-distance, dN and dS also declined between the 1* and 31 trimesters,
but this decline was not statistically significant. ® also remained relatively stable throughout
pregnancy when the entire C1-C3 Env fragment was considered. It was also stable when all
subregions were considered separately, with the exception of V1, where a slight but
statistically significant decline of ® was observed. Finally, statistically significant declines in
the number of positively selected sites per subject (»p = 0.0071) and in the frequency of
selection per site (p < 0.0001) were noted between the 1% and 3™ trimesters of pregnancy. It is
possible that reduction in the number of positively selected sites is a consequence of ART and
secondary to a reduction in HIV-1 viral load leading to a decline in genetic diversity. Indeed,
while the slight decrease in p-distance that was observed between the 1 and 3™ trimesters did
not reach statistical significance, it could have interfered with the detection of positively
selected sites using CODEML. On the other hand, that reduced selection was related to
progression of pregnancy itself cannot be excluded. Progesterone and estrogens levels increase
during pregnancy to peak in the 3" trimester (81-83). Immunosuppressive effects of high
levels of these hormones on cell-mediated immune responses are well documented (84-87),
possibly contributing to the systemic Th2 bias observed in pregnant women (88-91). V1 being

a prime target of HIV-specific antibody responses, declining selection would also be
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compatible with longitudinal changes in immunoglobulin (Ig) profiles during gestation.
Normal pregnancy is associated with increased total Ig synthesis, particularly IgG (88,92).
However, these levels progressively decline with progression of pregnancy, due in part to
receptor-mediated transplacental transfer of all 4 IgG isotypes (IgG1>1gG4>1gG3>IgG2) that
takes place at an accelerating rate towards the end of gestation (93,94). As evidenced in mice
(95), it is also possible that regulatory T cell activity associated with maternofoetal tolerance
contributes to the down-regulation of maternal cell-mediated immune responses, resulting in

the overall decline in the number of positively selected sites observed herein.

Study limitations include the fact that partial HIV-1 genomic sequences were used in the
analysis. Further studies making use of full-length genomic sequences and/or single genome
amplification methods would enable a more thorough characterization of selective pressures
exerted on other HIV-1 gene products such as the p24 capsid protein and the p66/p51 reverse
transcriptase. In addition, availability of pre-pregnancy samples would have enabled us to
assess the influence of initiation of pregnancy of selective pressures, something that could not

be achieved in the context of the present study.

In conclusion, the present study constitutes, to the best of our knowledge, the first description
of the selective pressure regimen applied on the envelope of HIV-1 during pregnancy. Results
of cross-sectional analysis revealed that differences between pregnant and non-pregnant states
in terms of selection were subtle and might be related to pregnancy-associated changes in
immune responsiveness at the level of both humoral and cell-mediated immune responses,
possibly including antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC). Results of longitudinal
analysis were compatible with this interpretation, as progression of pregnancy was associated
with a significant decline in terms of numbers of selected sites and frequency of selection
among study subjects. Understanding the genetic evolution of HIV-1 in the context of
pregnancy is of particular importance due to the high prevalence of the disease among women
worldwide. Taken together, results presented herein provide added evidence for the existence
of pregnancy-associated immune modulation in chronic HIV-1 infection. However, these
findings are reassuring in the sense that large-scale shifts in selective pressure potentially

associated with major changes in terms of immunocompetence were not readily observed.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Estimates of nucleotide diversity and substitution rates in the HIV-1 envelope
gene in subjects from Group 1 and Group 2. Nucleotide p-distance, the rate of non-
synonymous substitutions per non-synonymous site (dN), and the rate of synonymous
substitutions per synonymous site (dS) were computed for individual subjects from Group 1
(pregnant; closed circles) and Group 2 (non-pregnant; open circles) based on the nucleotide
sequences of a 945 base pair DNA fragment spanning the Env C1-C3 region (positions 6430-
7374 of HXB2), as described under Materials and Methods. Statistical significance of the
differences between groups was tested using the Mann-Whitney U test. p values < 0.05 were

considered statistically significant.

Figure 2. Overall selective pressure exerted on HIV-1 envelope gene in subjects from
Group 1 and Group 2. A. Overall o (dN/dS) was computed for individual subjects from
Group 1 (pregnant; closed circles) and Group 2 (non-pregnant; open circles) based on the
nucleotide sequence of a 945 base pair DNA fragment spanning the Env C1-C3 region
(positions 6430-7374 of HXB2), as described under Materials and Methods. Statistical
significance of the differences between groups was tested using the Mann-Whitney U test. B.
o was computed for individual subjects from Group 1 (pregnant) and Group 2 (non-pregnant)
based on the nucleotide sequences of DNA segments encoding each Env protein subregion

(C1, V1, V2, C2, V3, C3), as described under Materials and Methods. The statistical
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significance of differences in median ® values between all subregions was tested using the
Wilcoxon signed rank test. Lower p values appear as darker squares in the matrix display. C. ®
was computed for individual subjects from Group 1 (pregnant) and Group 2 (non-pregnant)
based on the nucleotide sequences of DNA segments encoding each Env protein subregion
(C1, V1, V2, C2, V3, C3), as described under Materials and Methods. The statistical
significance of differences in ® values was tested in a pairwise manner between pregnant and
non-pregnant subjects using the Mann-Whitney U test. Lines represent median o values,
boxes represent the interquartile range (IQR), and whiskers represent the range. p values <

0.05 were considered statistically significant.

Figure 3. Mapping of high frequency positively selected sites. A. To eliminate background
noise arising from interindividual differences, a binomial test was performed on the data
pertaining to all positively selected sites identified in all study participants, as described under
Materials and Methods. Resulting p values were plotted for each amino acid position in HIV-1
envelope protein, with p values < 0.05 considered statistically significant. B. Three-
dimensional structure of gp120 in the HIV-1 envelope spike. The backbone of one gpl120
protomer is represented, while the two other gpl120 protomers and the gp41 trimer are
represented as surfaces. The C1-C3 gp120 segment is highlighted in red, while PS sites that
were common to both groups or that were associated to Group 1 (pregnant) and Group2 (non-
pregnant) are highlighted in yellow, green and blue, respectively. Left, side view; right, top

view.

Figure 4. Mapping of positively selected sites in subjects from Group 1 and Group 2.
Codons under positive selection (positively selected sites) were identified as described under
Materials and Methods. For each positively selected site, the frequency of selection was
plotted for subjects from Group 1 (pregnant) and Group 2 (non-pregnant). The different
domains, subregions and features of the HIV-1 Env protein are represented as follows: pink,
variable regions; light orange, constant regions; light purple, inner domain; dark purple, outer
domain; orange, potential N-glycosylation sites (PNGS); light blue, length polymorphic
regions of V1 and V2; light green, bridging sheet (80); dark blue, coreceptor binding site
(96,97); dark green, CD4 binding site (96,97); gray, CD4" T cell epitopes (38); red, A-list
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CD8" T cell epitopes (38); yellow, human antibody epitopes (38). Statistically significant
differences in selected sites between subjects from Group 1 (pregnant; blue) and Group 2
(non-pregnant; red) were identified using hypergeometric testing (bottom panel), as described

under Materials and Methods. p values < 0.05 were considered statistically significant.

Figure 5. Evolution of genetic diversity and of overall selective pressure in subjects from
Group 3 during the course of pregnancy.

A. Nucleotide p-distance, the rate of non-synonymous substitutions per non-synonymous site
(dN), and the rate of synonymous substitutions per synonymous site (dS) were computed for
individual subjects from Group 3 (pregnant; longitudinal treated) at different time points
during pregnancy (first, second and third trimesters of gestation) based on the nucleotide
sequences of a 945 base pair DNA fragment spanning the Env C1-C3 region (positions 6430-
7374 of HXB2), as described under Materials and Methods. B. Overall o (dN/dS) was
computed for individual subjects from Group 3 at different time points during pregnancy (first,
second and third trimesters of gestation) based on the nucleotide sequence of a 945 base pair
DNA fragment spanning the Env C1-C3 region (left panel) and based on the nucleotide
sequences of DNA segments encoding each Env protein subregion (C1, V1, V2, C2, V3, C3;
right panels), as described under Materials and Methods. Statistical significance of the
differences between the first and the third trimesters of gestation was tested using the
Wilcoxon signed rank test. Lines represent median values, boxes represent the interquartile
range (IQR), and whiskers represent the range. p values < 0.05 were considered statistically

significant.

Figure 6. Evolution of positively selected sites in subjects from Group 3 during the
course of pregnancy. Codons under positive selection (positively selected sites) were
identified as described under Materials and Methods. For each positively selected site, the
frequency of selection was plotted for subjects from Group 3 at different time points during
pregnancy (first, second and third trimesters of gestation). Right panel. The different domains,
subregions and features of the HIV-1 Env protein are represented as follows: pink, variable
regions; light orange, constant regions; light purple, inner domain; dark purple, outer domain;

orange, potential N-glycosylation sites (PNGS); light blue, length polymorphic regions of V1
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and V2; light green, bridging sheet (80); dark blue, coreceptor binding site (96,97); dark green,
CD4 binding site (96,97); gray, CD4" T cell epitopes (38); red, A-list CDS" T cell epitopes
(38); yellow, human antibody epitopes (38). Left panel. Evolution of number of positively
selected sites per subject. Number of selected sites were computed for every subject and
plotted as a bar graph. Statistical significance of the differences between the first and the
subsequent trimesters of gestation was tested using the Wilcoxon signed rank test. Data are
presented as median and interquartile range (IQR), and whiskers represent the range. p values

< 0.05 were considered statistically significant.
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Table 1. Clinical characteristics of study groups.

Pregnancy Number Trimester Number  Treated
status of of of with
subjects gestation” sequences ART CD4" T cell counts” CDS" T cell counts” HIV-1 viral load®
Cross sectional analysis
Group 1 Pregnant 31 NA 542 0/31 263.5 (93.00-398.0) NA 4.530 (4.203-5.140)
Group 2 Non- 29 NA 693 0/29 337.0 (262.0-438.0) NA 4.720 (4.130-4.960)
pregnant
p-value’ 0.0495 NA 0.7387
Longitudinal analysis
Group 3 Pregnant 16 ™ 361 3/16 200 (120.0-300.0) 720.0 (470.0-855.0) 4.270 (3.960-4.580)
2 337 16/16 220.5 (132.0-447.0) 687.5 (477.5-1142) 2.295 (1.955-3.615)
31 319 16/16 255.0 (156.0-338.8) 720.0 (550.0-1190) 2.700 (1.700-3.875)
p-value* 0.0207 0.0428 0.0005

1%, 2" and 3" trimesters are defined as 0-13 weeks, 14-27 weeks, and 28+ weeks of gestation.

®CD4" and CD8" T cell counts are expressed as number of cells per mm’. Values are presented as median and interquartile range

(IQR).

HIV-1 viral load is expressed as log;o RNA copies per mm’. Values are presented as median and interquartile range (IQR).

Ip-values refer to comparisons between data from Groups 1 and 2 using the Mann-Whitney U test.



°p-values refer to comparisons between data from the 1% and 3™ trimesters of gestation using the Mann-Whitney U test.

NA: data not available.
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Supplemental Table 1. Clinical data and accession numbers.

Subjects” HIV-1 Country of origin CD4 cell  Viralload® Number of GenBank accession Reference
subtype counts” sequences numbers

Pregnant

TV479a B Canada 192 2.71 71 KF038436-KF038566;  [1]

TV479b 304 3.71 60 KF038595-KF039148;

TV643 B Haiti 350 4.27 63 KF039166-KF039521;

TV669 B Canada 555 2.81 69 KF039537-KF039675

TV715a C Congo 51 2.88 77

TV715b 200 4.23 60

TV805 B Haiti 270 3.05 40

TV823 B Canada 234 1.87 38

TV895 B Canada 528 1.87 20

TV995 D Congo 496 2.46 52

TV1005 B Canada 198 2.52 71

TV1011 B Haiti 90 4.20 64

TV1021b C Congo 242 2.03 56

TV1151 Al Rwanda 156 3.20 58

TV1161 C Zambia 400 1.88 67
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TV1203 CRF-13 Congo 90 3.96 62

TV1217 B Haiti 190 4.81 55

TV1261 C Zimbabwe 120 3.84 58

TVI1267a C Congo 500 3.90 71

TV1267b 513 4.90 68

1468mo C Malawi 274 4.56 17 JF722677 - JF722693 [2]
1472mo C Malawi 397 4.71 15 JF722719 - JF722733
1646mo C Malawi 95.0 5.96 14 JF722835 - JF722848
1702mo C Malawi 273 NA 12 JF722874 - JF722885
2080mo C Malawi 91.0 5.22 14 JF722905 - JF722918
2400mo C Malawi 439 4.99 16 JF722952 - JF722967
2502mo C Malawi 38.0 5.19 12 JF723036 - JF723047
2544mo C Malawi NA 5.77 18 JF723080 - JF723098
2797mo C Malawi 399 NA 14 JF723123 - JF723136
3274mo C Malawi 103 NA 13 JF723152 - JF723164
DM1 D Uganda NA NA 16 EF575354 - EF575486  [3]
DM2 D Uganda NA NA 14

DM3 D Uganda NA NA 16

DM4 D Uganda NA NA 14

DMS5 D Uganda NA NA 15

DM6 D Uganda NA NA 15
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DM7 D Uganda NA NA 11

DMS D Uganda NA NA 16

DM9 D Uganda NA NA 16

Non-pregnant

107NAB B Switzerland NA NA 10 EF643659 - EF643661; [4]
EF643680 - EF643684;
EF643687-EF643688

135 B USA 384 1.70 52 DQ410427 - DQ410478 [5]

148 B USA 638 1.70 32 DQ410479 - DQ410510

C98 B USA 426 4.25 19 DQ410588 DQ410606

C109 B USA 222 4.79 12 DQ410607 -DQ410618

SC46 B Trinidad and Tobago  NA 3.62 22 HQ217651 - HQ217672 [6]

SMRE B USA 209 5.13 25 EF593254; EU578469 -
EU578492

TT31 B Trinidad and Tobago 525 4.30 14 EUS578612 - EU578625

TT106 B Trinidad and Tobago  NA 3.81 24 HQ217760 - HQ217783

UNC4484 B USA 244 3.88 19 EU577828 - EU577846

UNC4911 B USA 438 4.13 19 EUS577847 - EU577865

UNCS5057 B USA 277 5.15 14 EU577866 - EU577879

UNC5283 B USA 455 4.63 23 EU577880 - EU577902
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UNC5479 B USA 382 4.19 21 EUS577914 - EU577934
UNC5548 B USA 337 3.19 21 EU577950 - EU577970
UNC5734 B USA 317 4.11 12 EU577971 - EU577982
UNC5791 B USA 262 4.82 9 EU577999 - EU578007
UNC7092 B USA 333 4.81 11 EU578047 - EU5S78057
WAR B USA NA 4.22 34 HQ217784 - HQ217817
ZAMBIAI78F C Zambia NA 4.19 26 EU166353 - EU166378 [7]
ZAMBIAIB4F C Zambia NA 4.95 26 EU166413 - EU166438
ZAMBIA206F C Zambia NA 4.94 35 EU166439 - EU166473
ZAMBIA215F C Zambia NA 5.78 32 EU166544 - EU166575
ZAMBIA231F C Zambia NA 4.94 48 EU166605 - EU166652
ZAMBIA235F C Zambia NA 5.36 28 EU166653 - EU166680
ZAMBIAI8SF C Zambia NA 4.96 44 GQ485327 - GQ485414 8]
ZAMBIA375 C Zambia NA 4.72 10 GU329053 - GU329062 [9]
ZAMBIA376 C Zambia NA 5.02 15 GU329063 - GU329077
ZAMBIA414 C Zambia NA 5.33 21 GU329415 - GU329436

*First and second pregnancies of the same subject are represented by letters a and b, respectively.

®CD4" T cell counts are expressed in number of cells per mm’. Data from reference [1] are median values from the 1%, 2" and 3"
trimesters of pregnancy.

“Viral load is expressed as log;o RNA copies per mm’. Data from reference [1] are median values from the 1%, 2", and 3™ trimesters

of pregnancy.
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NA: data not available.
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TRANSITION 2

Au cours du 1° chapitre, nous avons observé que I’allongement de la boucle VIV2 et
I’addition de PNGS dans cette méme région accompagnaient I’évolution du tropisme chez une
patiente infectée par un virus de sous-type C (TV175) (Ransy et al. 2014). Le switch
s’accompagnait chez cette patiente de I’allongement de V1V2, de I’addition de PNGS dans
V1V2 et de ’augmentation du score PSSM (Figure 20).

De plus, en observant la distribution du score PSSM dans notre cohorte de sujets infectées par
le virus de tropisme RS, nous avons pu remarquer que les populations virales des patientes les
plus récentes arboraient des scores PSSM plus élevés que celles des patientes plus anciennes
(Figure 21, panel de gauche). En effet, le score PSSM était positivement corrélé a I’année
d’échantillonnage des virus des patientes (Figure 21, panel de droite).

De méme, un allongement de V1V2 avec une addition de PNGS dans cette région a 1’échelle
de la population a été rapporté (Bunnik ef al. 2010a). Indépendamment, des études ont montré
une augmentation de la I’occurrence de switch chez certains sous-types au cours de I’épidémie
(Connell et al. 2008; Esbjornsson et al. 2010; Gupta et al. 2013).

Nous émettons 1’hypotheése que le tropisme viral évolue au cours de I’épidémie et que cette
évolution est corrélée a L ‘allongement de V1V2. Dans le chapitre suivant, nous étudierons

donc I’évolution des déterminants du tropisme au cours de 1’épidémie.
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Figure 20. Evolution du score PSSM, de la longueur de V1V2 et du nombre de PNGS
dans V1V2 au cours des 2 grossesses de la patiente TV715.
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Figure 21. Score PSSM des séquences de nos patientes RS, classé par patiente (panel de

gauche) ou en fonction de I’année d’échantillonnage (panel de droite).
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CHAPITRE III : EVOLUTION DU TROPISME DU VIH-
I A ECHELLE DE LA POPULATION
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Résumé

La grande capacité d’adaptation du VIH-1 a entrainé I’évolution adaptative des génes viraux a
I’échelle de la population. En effet, 1’¢longation et I’addition de sites de N-glycosylation dans
les régions variables du geéne de I’enveloppe ont été observées a 1’échelle de la population au
cours de I’épidémie. Etant donné que la longueur et les sites potentiels de N-glycosylation
dans les régions variables sont associées au tropisme viral, nous émettons I’hypothése qu’une
évolution adaptative du tropisme des corécepteurs du VIH-1 a eut lieu au cours de 1’épidémie
et a ’échelle de la population.

Nous avons analysé et comparé les déterminants du tropisme entre des groupes de séquences
anciennes et contemporaines de virus R5 de sous-types B, C et D provenant des bases de
données du Laboratoire national de Los Alamos.

Les séquences R5 contemporaines montraient des caractéristiques moléculaires dans V1, V2 et
V3 similaires aux virus X4 contrairement aux séquences R5 anciennes.

Les résultats présentés ici, supportent I’hypothése d’une évolution adaptative du tropisme du
VIH-1 a I’échelle de la population. Ces résultats permettent de comprendre le mécanisme a

I’origine de I’augmentation de I’incidence de souches X4 du VIH-1 au cours de I’épidémie.
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ABSTRACT

Background: The great adaptive ability of HIV-1 has lead to adaptive evolution of the viral
genes at the population level. Indeed, elongation and addition of N-linked glycosylation sites
in variable regions of the envelope gene have been observed at the population level during the
course of the HIV-1 epidemic. As length and potential N-glycosylation sites (PNGS) in
variable regions have been associated with viral tropism, we hypothesize that adaptive
evolution of coreceptor tropism can occur at the population level.

Methods: We analysed and compared coreceptor tropism determinants between ancient and
contemporary sequences of CCRS-using (R5) HIV-1 of subtypes B, C and D that were
retrieved from the HIV databases.

Results: Contemporary R5 sequences acquired X4-like molecular characteristics in V1, V2
and V3 as compared to ancient R5 sequences.

Conclusion: The results presented herein substantiate the hypothesis of an adaptive evolution
of HIV-1 coreceptor tropism at the population level. They give an insight in the underlying

mechanism of the increasing incidence of X4 viruses over the course of the epidemic.

INTRODUCTION

HIV-1 evolves during the course of the infection due to high viral turnover, the error prone
viral reverse transcriptase, and to the immune pressure applied by the host immune system

[1,2]. Immune escape leads to adaptive evolution of the virus especially in the viral envelope
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gene (env) that is subjected to both humoral and cell mediated immune responses [3]. Viral
escape translates in part into dramatic elongation of the Env variable loops and addition of
potential N-linked glycosylation sites (PNGS) to these regions especially in the V1V2 loop
[4]. Adaptive evolution of env can also lead to switch of coreceptor tropism from CCR5-using
viruses (R5) to CXCR4-using viruses (X4), which can occur at varying incidences depending
on the infecting HIV-1 subtype [5-7]. Although the underlying mechanisms for the switch are
not fully understood, some studies have suggested that cell mediated [8] or humoral mediated
[9] immune pressure could be involve in this process. In infected individuals, X4 viruses
emerge from an infecting RS strain through accumulation of mutations primarily in V3 [10,11]
and in other regions such as V1V2 [12,13], or V4 [14]. Elongation of V1V2 and addition of
PNGS have been associated to the emergence of X4 viruses in some HIV-1 subtypes [15].
Adaptive evolution not only occurs in infected individuals but can also arise at the population
level. Indeed, adaptation of gp120 to humoral immunity through elongation and addition of
PNGS in variable loops occurs at a population level leading to an enhanced resistance to
antibody neutralization in contemporary viruses as compared to ancient/early viruses [16,17].
Reports of an increasing incidence of X4 viruses in late stages disease in some HIV-1
subtypes over the years points to the likelihood that adaptive evolution of HIV-1 coreceptor
tropism could occur at the population level [18-20].

Here we hypothesize that adaptive evolution HIV-1 coreceptor usage can also take place at the
population level and that the elongation of the gp120 variable loops is associated with this
evolution of tropism. We investigated and compared coreceptor tropism determinants in
ancient and contemporary RS viruses. We found that coreceptor tropism determinants have
evolved towards an accumulation of X4-like mutations in contemporary RS viruses as

compared to ancient R5 strains.

METHODS

Datasets
All sequence sets were retrieved from the HIV databases at the Los Alamos National

laboratory [21] and exclusively comprise sequences of HIV-1 viruses that tropism have been
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determined experimentally. Sequences spanning regions V1-V3 of env were used in the great
majority of the analysis, and a second set of sequences including only V2 sequences was used
in the V2 likelihood index validation (see below).

The subtype B datasets included 266 V1-V3 sequences of X4 tropism, spanning years 1983-
2010, and 119 env sequences of RS viruses, spanning years 1985-2006, all from the Bunnik et
al. (2010) study [16]. All sequences from the Bunnik study were sampled within 4.5 month
following seroconversion. The subtype C datasets comprised 61 V1-V3 sequences of X4
tropism spanning years 1988-2005 and 295 V1-V3 sequences of R5 tropism spanning years
1989-2009. Finally, subtype D datasets included 159 V1-V3 sequences of X4 tropism
spanning years 1983-2002 and 172 V1-V3 sequences of RS tropism spanning years 1993-
2001.

The datasets used for the validation of the V2 likelihood index included: 1) Subtype B: 1637
RS V2 sequences and 387 X4 V2 sequences, ii) Subtype C: 982 R5 V2 sequences and 60 X4
V2 sequences and iii) Subtype D: 220 R5 V2 sequences and 133 X4 V2 sequences.

Sequence analysis

All individual datasets were codon aligned using the Hmmer [22] implemented in gene cutter
tool on HIV databases and subsequently manually edited in MEGA 5. V3 sequences were
submitted to PSSMx4grs [23] for subtypes B and D isolates and PSSMgns; [24] for subtype C
isolates. Number of PNGS in V1 and V2 were calculated using N-glycosite tool available on
the HIV-databases [25].

In order to provide an indicator of the proportion of X4 related mutations in a V2 sequence, a
position-specific scoring matrix was assembled based on data published by Hoffman et al.
[12] and Thielen et al. [26] These 2 studies have identified substitutions in V2 that occurred at
different frequencies in X4 and R5 sequences. Based on these frequencies, a likelihood index
for V2 was computed which is an indicator of the relative abundance of X4-associated
substitutions within a given V2 sequence. Briefly, log likelihood ratios (In [fX4/fR5]) were
calculated for each of the 13 most relevant amino acid positions in V2 (i.e. 161, 164-166, 169,
173, 177, 182, 184, 190-192, and 195). The likelihood index of a given V2 sequence was
defined as the sum of log likelihood ratios derived from this sequence. The higher the index,

the closer the V2 sequence was to an actual X4 sequence [15].
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In order to assess the evolution of coreceptor tropism at the population level, RS V1-V3
sequences were split into ancient (before the year 2000) versus contemporary sequences (after

the year 2000) and then compared.

Statistical analysis

Data were expressed as median and interquartile range (IQR). The Mann-Whitney U test
comparison test was used. Relationships between variables were tested using Spearman’s rank
correlation test. P values < 0.05 were considered statistically significant. Analyses were

performed using GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTS

Length and number of PNGS of V1V2 in RS versus X4 viruses

As molecular characteristics in the V1V2 region have been associated with coreceptor switch
and coreceptor tropism, we first investigated this region in RS and X4 isolates. First, the length
of V1V2 was analysed in RS versus X4 viruses. In subtype B isolates, X4 sequences
harboured longer V1V2 loops (median = 75.0 [72.0-79.0] amino-acids) as compared to RS
viruses (median = 73.0 [70.0-77.0] amino-acids) (p = 0.0004; Mann Whitney U test) (Figure
1A). This longer V1V2 was due to longer V1 (p = 0.0107; Mann Whitney U test) and V2
loops (p = 0.0054; Mann Whitney U test) in X4 sequences than R5 viruses (data not shown).
In subtype C sequences, longer V1V2 loops (median = 76.0 [68.0-78.0] amino-acids) were
associated to X4 sequences as compared to R5 sequences (median = 73.0 [67.0-77.0] amino-
acids) (p = 0.0037; Mann Whitney U test) (Figure 1A). Here, the longer V1V2 was due to a
longer V2 loop (p = 0.0008; Mann Whitney U test) while V1 length did not differ between RS
and X4 viruses (p = 0.4520; Mann Whitney U test). The same results were found in subtype D
sequences, longer VI1V2 loops (median = 58.0 [55.0-66.0] amino-acids) were associated to X4
sequences as compared to R5 sequences (median = 57.0 [54.0-64.0] amino-acids) (p =
0.0202; Mann Whitney U test) (Figure 1A). As for subtype C, the longer V1V2 was due to a
longer V2 loop (p < 0.0001; Mann Whitney U test) while V1 length did not differ between R5
and X4 viruses (p = 0.1969; Mann Whitney U test).
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When numbers of PNGS were analysed in VIV2, subtype B X4 isolates harboured
significantly lower numbers of PNGS than R5 viruses with median values 6.00 (IQR = 5.00-
7.00) and 7.00 (IQR = 6.00-8.00) PNGS respectively (p < 0.0001; Mann Whitney U test)
(Figure 1B). Lower numbers of PNGS were also found in subtype C X4 sequences although
this difference did not reach statistical significance (p = 0.0805; Mann Whitney U test) (Figure
1B). In subtype D sequences on the other hand, X4 sequences harboured significantly higher
numbers of PNGS than RS sequences (p < 0.0001; Mann Whitney U test) (Figure 1B).

V2 likelihood index in RS versus X4 viruses

The V2 sequence, like V3 bears determinants of tropism in its primary structure, 13 positions
in V2 have been associated to differential frequencies in X4 and RS viruses. We used these
frequencies to calculate the V2 likelihood index [15]. We calculated the V2 likelihood index
in the V2 sequences that represents the relative abundance of X4-related mutations in a given
V2 sequence. The higher the index, the more abundant are the X4-related mutations in a V2
sequence. Briefly, log likelihood ratios [In(fX4/fR5)] were calculated for each of the 13 most
relevant amino acid positions in V2 (i.e., 161, 164—166, 169, 173, 177, 182, 184, 190-192, and
195). Substitution frequencies are listed in Figure 2A. In subtype B isolates, X4 sequences
exhibited higher values of V2 likelihood indexes as compared to RS sequences with respective
median values of -0.5972 (IQR = [-0.6064] — [+0.5945]) and -0.6064 (IQR = [-0.8324] — [-
0.0273]) (p < 0.0001; Mann Whitney U test) (Figure 2B). The same results were found in
subtypes C and D with V2 likelihood indexes being higher in X4 than in R5 sequences (p <
0.0001; Mann Whitney U test) (Figure 2B).

PSSM scores and net charge of V3 in ancient versus contemporary RS sequences

V3 is the primary determinant of coreceptor tropism. PSSM score calculated on the V3
sequence gives a score of the relative abundance of X4-like mutations in a given sequence.
The higher the PSSM score, the more abundant are the X4-related mutations in a V3 sequence
[23]. First of all, we analysed the evolution of the PSSM scores in V3 in RS sequences at the
population level throughout the years. In the subtype B dataset, sequences from Bunnik et al.
ancient sequences comprised sequences sampled between 1985 and 1989, while contemporary

sequences comprised sequences sampled between 2003 and 2006. All sequences from the
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subtype B were isolated during primary infection. When PSSM scores were compared
between these two groups of sequences, we found that contemporary R5 sequences exhibited
higher PSSMx4rs scores than ancient RS sequences with respective median values of -11.81
(IQR =[-12.67] — [-9.577]) and -12.24 (IQR = [-13.09] — [-11.52]) (p = 0.004; Mann Whitney
U test) (Figure 3A). In subtype C, ancient V3 sequences from RS viruses comprised sequences
from sampling years 1988 to 1999, and contemporary sequences comprised sequences from
sampling years 2000 to 2009. Similarly to subtype B sequences, we found that greater
PSSMgnst scores were associated with contemporary viruses as compare to ancient samples
with respective median values of —26.07 (IQR = [-28.67] — [-24.02]) and -27.65 (IQR = [-
28.53] — [-25.73]) (p = 0.0014; Mann Whitney U test) (Figure 3A). Subtype D datasets of
sequences were also analyzed and the same results were found as to greater PSSM scores in
contemporary RS sequences (1993-1997) as compared to earlier RS sequences (1998-2001)
with median values of —2.750 (IQR = [-4.130] — [-1.838]) and -5.920 (IQR = [-7.360] — [-
2.650]) (p <0.0001; Mann Whitney U test) (Figure 3A).

The net charge of V3 is also a determinant of coreceptor tropism, higher V3 charge are
associated with X4 tropism. Herein, we compared V3 charge in contemporary and ancient R5
sequences. In subtypes C and D, contemporary R5 sequences showed higher values of V3 net
charge than ancient R5 sequences (p = 0.0002 and p = 0.0027; Mann Whitney U test;
respectively) whereas no difference was found in subtype B between R% and X4 sequences (p

=0.0761; Mann Whitney U test) (Figure 3B).

V1V2 length and PNGS in ancient versus contemporary RS sequences and correlation
with PSSM scores

Bunnik ef al. have reported an elongation of V1 and addition of PNGSs in V1 resulting in the
elongation of V1V2 in contemporary viruses as compared to ancient isolates. We find the
same results in sequences from subtype B (from the Bunnik study) and for sequences from
subtype C (Figure 4A and 4B). In subtype D, contemporary R5 sequences showed longer V1
sequences that were compensated by shorter V2 sequences, thus resulting in no difference in
the total V1V2 length between contemporary and ancient sequences (Figure 4A). On the other
hand, regarding numbers of PNGS, contemporary V1V2 sequences showed more PNGS than
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ancient VIV2 sequences, and this difference was due to higher number of PNGS in the V2
region (Figure 4B).

Furthermore, we assessed the association between PSSM scores and length or number of
PNGS in V1V2 in these two subtypes. We found that in R5 viruses of subtype B, V1 length
positively correlated with PSSM scores ( = 0.329; p < 0.0001; Spearman’s rank correlation
test) (table 1). In subtype C isolates, the length of V1 and V1V2 were both positively
correlated to PSSM scores (> 0.168; p < 0.002; Spearman’s rank correlation test) (table 1). In
subtype D sequences we found the same results as for subtype C; the length of V1 and V1V2
were both positively correlated to PSSM scores (» > 0.130; p < 0.045; Spearman’s rank
correlation test) (table 1). On the other hand, no correlation was found between the number of
PNGS and PSSM scores in all three subtypes (r < 0.027; p > 0.363; Spearman’s rank

correlation test) (table 1).

V2 likelihood indexes in ancient versus contemporary RS sequences

Finally, we looked at the X4 related mutations that occurred in V2 during the epidemic as
means of V2 likelihood index. We compared the V2 likelihood indexes in ancient versus
contemporary R5 sequences. In subtype B sequences, we found a tendency to a greater V2
index in contemporary sequences (median = -0.5244; IQR = [-1.0340] — [+0.9769]) as
compared to early sequences (median = -0.6064; IQR = [-0.6064] — [-0.6064]) (p = 0.0741;
Mann Whitney U test) (Figure 5). In subtype C as well as subtype D we find a significant
increase in the V2 likelihood indexes between historical and contemporary sequences (p <
0.0001 and p = 0.0016; Mann Whitney U test; respectively) (Figure 5). V2 likelihood indexes
correlated with PSSM scores in subtype B (» = 0.196; p = 0.016; Spearman’s rank correlation
test) while correlation did not reach statistical significance in subtypes C (= 0.095; p = 0.052;
Spearman’s rank correlation test) or D (» = -0.01; p = 0.449; Spearman’s rank correlation test)

(data not shown).

DISCUSSION

During the natural history of HIV-1 infection, viral genes evolve principally under the

pressure from the host immune system. The variable regions V1, V2 and V3 of the envelope
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gene evolve during the course of the infection and all three regions have been associated with
coreceptor tropism determination [12,13,23,26-32].

In the present study, by analysing coreceptor tropism determinants in CCRS5-using HIV-1
sequences we show that an adaptive evolution of coreceptor tropism occurred during the HIV-
1 epidemic in various HIV subtypes.

It is well known that a high PSSM score and a high net charge of V3 define a X4 sequence. In
this regard, PSSM and net charge of V3 both serve as tropism prediction algorithms for HIV
[23,33] and are applied on every HIV-1 subtype. PSSM, the position specific scoring matrix,
gives a score corresponding to the relative abundance of X4-like mutations in a given
sequence, these mutations that are necessary for the recognition of CXCR4 or CCRS5 [23].
Similarly, a high net charge of V3 is thought to confer a better binding of V3 to CXCR4 as
this coreceptor is negatively charged as opposed to CCRS that is positively charged [34]. Here
we investigated PSSM and V3 in contemporary versus early RS HIV sequences and found that
a high PSSM score as well as high net charge of V3 characterized contemporary R5 sequences
as opposed to earlier RS sequences in subtypes C and D. In subtype B, we found an increase in
the PSSM score with the age of the epidemic, but no significant change in V3 net charge was
observed.

We can assume that, this evolution of coreceptor tropism determinants in these isolates was a
consequence of transmission events. Indeed, Edo-Matas et al. have shown in a single donor-
recipient pair that late stage characteristics of the donor’s virus such as higher PSSM score and
higher V3 charge was transmitted to the recipient [35]. In this transmission pair, X4 viruses
later emerged in the recipient but not in the donor.

We also investigated coreceptor tropism determinants in other regions of env such as V1 and
V2. The length of V1V2 as well as the number of PNGS in this region was investigated in RS
and X4 viruses. In the present study, we found that X4 sequences were characterized by longer
V1V2 in all 3 subtypes analysed. Fewer PNGS were a significant characteristic of X4 viruses
in subtype B, only a trend was found in subtype C while in subtype D the contrary was found.
Long V1V2 and high number of PNGS have been associated with X4 viruses principally in
subtype C viruses but not only, in the literature [28,36,37]. These characteristics can be
associated to late-stage disease. Indeed, in an individual, a dramatic elongation of V1V2

concomitantly with addition of PNGS characterizes the first years of the infection, while in
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later stages (i.e after 6 years post seroconversion or more), the slowing down of the humoral
immune response is accompanied by shortening and loss of PNGS in VIV2 in later and
terminal stages [38]. However, despite this reversion, in the majority of cases, very late-stage
viruses do not go back to their initial length and number of PNGS [4]. Heavy glycosylation
contributes to the efficacy of viral infection, but it is also helpful to evade immune
surveillance [4,39]. In addition to conformational constraints, it has been proposed that the V3
region of X4 variants is more susceptible to antibody neutralization than the V3 of RS variants
[9]. Therefore, the lengthening of V1-V2 but also the addition of PNGS could serve to shield
V3 and increase viral fitness [40,41]. Similarly to X4 viruses, contemporary RS sequences
harboured longer V1V2 regions and higher numbers of PNGS as compared to earlier R5
sequences. These results are in agreement with the study from Bunnik ef al. who demonstrated
the elongation of V1V2 and addition of PNGS in this region with the aging epidemic, which
resulted greater neutralisation resistance of contemporary viruses [16]. Interestingly, we
found a positive correlation between length of V1 and the PSSM scores in RS viruses while no
association could be made with numbers of PNGS. We can hypothesise that the concomitant
evolution of coreceptor tropism and length of V1V2 might be associated and not simply be 2
independent events. Indeed, the elongation of V1 could serve as a shield for the V3 of RS
viruses against humoral response, which could allow contemporary RS viruses to develop
mutations that are able to confer the X4 tropism. Interestingly, Bunnik et al. have found the
largest changes in the V1 loop, which is the prime target of the autologous Nab response and
is thought to protect underlying vulnerable epitopes from antibody recognition, and here we
find that the V1 length is the only parameter that was strongly associated with PSSM scores in
all the subtypes studied. This suggests that there is clearly an association between the
emergence of X4 variants and the elongation of V1. Long V1 could protect V3 from NAb so
that the protected V3 can evolve to harbour X4-like mutations. Indeed the new crystal
structure of env shows that conformation of V1V2 shielding V3, which lies underneath V1V2
[42,43].

The last coreceptor determinant that we analysed was the V2 primary structure. V2 likelihood
indexes were computed to monitor the evolution of amino acid substitutions in V2 sequences.
Similarly to a PSSM score, the V2 likelihood index reflects the relative frequency of X4-

related substitutions in a given V2 sequence. Calculations based on a reference dataset showed
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that the V2 index is higher in X4 variants than in R5 variants. When we compared
contemporary to early R5 sequences we found, as expected, higher V2 likelihood indexes in
contemporary sequences as opposed to early sequences in all 3 subtypes. This finding goes in
the line of was found in V3 and V1V2 (see above). On the whole, these results indicate that
the presence of amino acid substitutions consistent with the evolution of coreceptor tropism
toward CXCR4 can be observed in V2 over the years. However, whether these mutations are
directly responsible for a switch in phenotype is still unclear. They could also represent gain-
of-fitness mutations that compensate for fitness losses induced by other amino acid
substitutions that are directly responsible for coreceptor switching, as previously discussed by
Pastore et al. [29].

Altogether, these results show an accumulation of X4-related mutations in RS viruses during
the HIV-1 epidemic indicating a coreceptor use adaptation at the population level in various
HIV-1 subtypes.

The main limitation to this study was the lack of sequences available in the databases that
matched our initial inclusion criteria: a) RS isolates, b) length of the fragment of env studied
(V1-V3) and c) early/acute stage of the disease. Therefore, only sequences from subtype B
were from samples collected within the first 4.5 months following seroconversion [16]. For
subtypes C and D, disease stage was not known. Also, very early sequences (before 1990)
were not available for subtypes C and D either as opposed to subtype B, which did not allow
us to make a standard stratification of the sequences that could be applied to every subtype.
Nevertheless, the same results were found in all 3 subtypes regarding evolution of coreceptor
tropism during the epidemic.

Although this preliminary study calls for further investigation, the possible adaptation of HIV-
1 coreceptor tropism at the population level could explain many observations that have been
made during the HIV-1 epidemic. Indeed, an increase in the prevalence of X4 variants during
late-stage disease have been observed over the years in subtypes C [18,20], A and CRF _02AG
[19] indicating an evolving epidemic in those subtypes. Furthermore, a Spanish group reported
recently a rise in X4 tropic viruses in recent HIV-1 seroconverters [44]. In fact, we can easily
understand that in a subject who would be infected with a contemporary RS strain, the
mutational pathway to reach the coreceptor switch would be shorter than what could be

observed in a recipient infected with an early HIV-1 strain; thus leading to an increasing
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occurrence of switch at the population level in an aging epidemic. In this regard, Schuitemaker
et. al proposed a hypothetical model of the evolutionary dynamics of CXCR4 usage in relation
to the age of each HIV-1 subtype epidemic [45]. In this model they stated that subtype-D
epidemic, which has the highest prevalence of X4 variants, is one of the oldest, while the
subtype-C epidemic, which has a much lower prevalence of X4 variants, is considered one of
the most recently emerged [46,47]. Subtype-B HIV-1 epidemic on the other hand has an
intermediate pattern, both in terms of age and prevalence of X4 HIV-1 [7,45]. The increased
emergence of X4 viruses at late-stage disease concomitantly to an increased neutralisation
resistance of contemporary viruses at the population level may be of particular importance for
HIV-1 therapy due to the introduction of CCRS5-antagonists but also for the development of

vaccines.
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Lenght Number of PNGS

Vi V2 V1v2 Vi V2 V1v2

Subtype B (PSSMgsxs)  Spearman r 0.329 -0.018 0.097 0.005 0.014 -0.026
Pvalue *%%0.0001  0.424 0.148 0.479 0.438 0.390

Subtype C (PSSMsins1) — Spearman r 0.168  0.075 0.182 -0.011 -0.049 -0.022
Pvalue *%0.002  0.099  ***0.001 0.848 0.394 0.704

Subtype D (PSSMgsxs)  Spearman r 0.180 -0.012 0.130 0.027 0.027 0.027
Pvalue **0.009  0.438 *0.045 0.363 0.363 0.363

Table 1. Correlation between the length and number of PNGS in V1V2 with PSSM
scores in HIV-1.

The spearman r and p-values (one tailed) are represented. P < 0.05 is considered as significant.

FIGURE LEGENDS

Figure 1. Length and number of PNGS of V1V2 in RS versus X4 viruses. The length (A)
and numbers of PNGS (B) were assessed in the V1V2 region from subtypes B, C and D
sequences of R5 and X4 tropism. Tuckey representation, dots represent outlier values, “+”
represents mean values. P values for the Mann Whitney U test are represented. P < 0.05 is

considered as significant.

Figure 2. Computation of V2 likelihood index and comparison between RS and X4
viruses. (A) Differential frequencies of amino acid substitutions found in V2 as a function of
viral tropism. The V2 sequence of HXB2 reference sequence is presented. Positions in yellow
are those that are included in the computation of the likelihood index. (B) V2 likelihood
indexes were computed in V2 sequences of RS and X4 tropism. Tuckey representation, dots
represent outlier values, “+” represents mean values. P values for the Mann Whitney U test are

represented. P < 0.05 is considered as significant.
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Figure 3. PSSM scores and net charge of V3 in ancient versus contemporary RS
sequences. The PSSM scores (A) and net charge of V3 (B) were assessed in RS sequences of
subtypes B, C and D and compared between ancient (before the year 2000) and contemporary
(after the year 2000) R5 sequences. Sequences from subtypes B were obtained within primary
infection of the virus donor, so the year of virus isolation represents the year of seroconversion
(SC). Tuckey representation, dots represent outlier values, “+” represents mean values. P

values for the Mann Whitney U test are represented. P < 0.05 is considered as significant.

Figure 4. V1V2 length and PNGS in ancient versus contemporary RS. The length (A) and
the number of PNGS (B) were assessed in the V1V2 region of R5 sequences from subtypes B,
C and D and compared between ancient (before the year 2000 — dark blue) and contemporary
(after the year 2000 - light blue) R5 sequences. Sequences from subtypes B were obtained
within primary infection of the virus donor, so the year of virus isolation represents the year of
seroconversion (SC). Tuckey representation, dots represent outlier values, “+” represents
mean values. P values for the Mann Whitney U test are represented. P < 0.05 is considered as

significant.

Figure 5. V2 likelihood indexes in ancient versus contemporary RS sequences. V2
likelihood indexes were assessed in RS sequences of subtypes B, C and D and compared
between ancient (before the year 2000) and contemporary (after the year 2000) R5 sequences.
Sequences from subtypes B were obtained within primary infection of the virus donor, so the
year of virus isolation represents the year of seroconversion (SC). Tuckey representation, dots
represent outlier values, “+” represents mean values. P values for the Mann Whitney U test are

represented. P < 0.05 is considered as significant.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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DISCUSSION



Les dynamiques d’adaptation du VIH-1 impliquent 1’évolution constante des genes viraux
sous la pression persistante des réponses a médiation cellulaire et humorale. La grossesse étant
associée a des changements qualitatifs et quantitatifs de I’immunité maternelle, il est important
de mieux comprendre les effets de la grossesse sur 1’évolution du VIH-1 et sur la progression

de la maladie.

Les deux premiers chapitres de cette thése de doctorat adressent les questions de 1’évolution
du tropisme et de la pression immunitaire exercée sur les geénes viraux au cours de la

grossesse. Le 3™ chapitre de cette thése, lui, s’ouvre sur une étude plus large non restreinte a
la gestation, mais pose la question de I’évolution du tropisme du virus a I’échelle de la

population.

1. Evolution du tropisme du VIH-1 au cours de la grossesse

Le but de cette premiere étude était de documenter I’évolution du tropisme du VIH-1, de
I’utilisation de CCRS vers 1’utilisation de CXCR4 au cours de la grossesse chez 19 patientes

infectées par le VIH-1 de sous-types Al, B, C, D et CRF13_cpx.

1.1. La présence de séquence X4 est détectée chez la moitié

des sujets de notre cohorte

Dans un premier temps, le tropisme des virus plasmatiques des 19 patientes fut déterminé a
’aide des algorithmes de prédiction PSSMx4rs et geno2pheno (avec un taux de faux positif de
5.75%; G2Ps 75). Les algorithmes nous ont permis de classifier 47.4% des patientes (9 sur 19)
comme étant des sujets X4, c’est-a-dire des individus chez lesquels des séquences X4 ont été
détectées par au moins un des deux algorithmes. Les 10 sujets restants étant par opposition
appelés sujets RS (52,6%) (Figure 22). Les séquences X4 ont été retrouvées chez tous les

sous-types étudiés.
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La littérature rapporte une prévalence de virus X4 de 50% chez les sujets infectés par le sous-
type B (Abebe et al. 1999; Bratt et al. 1998; Cilliers et al. 2003; Coetzer et al. 2006; Kaleebu
et al. 2007; Yu et al. 1995) et de 30% chez les porteurs du sous-type C (Connell et al. 2008).
Ceci est en accord avec les résultats que nous rapportons ici concernant le génotype : en effet,
40% (4 sujets sur 10) des sujets infectés par le sous-type B et 33% (2 sujets sur 6) des

individus infectés par le sous-type C ont été classifiés comme sujets X4.

Le test phénotypique Trofile de Monogram® a ensuite été effectué sur les virus des sujets X4
afin de confirmer le phénotype X4. Un échantillon bitropique (R5X4) est appelé DM, pour
«dual-mixed», par opposition a un échantillon monotropique (R5 ou X4). Le phénotypage a pu
étre réalisé chez 7 sujets X4 et a confirmé la présence de virus DM chez 4 de ces sujets, alors
que 3 sujets ont été classifiés comme RS par cette technique (Figure 22). Les discordances
entre génotype et phénotype peuvent étre expliquées par la longueur de la boucle V3, une
boucle plus longue ou plus courte entrainant des mésalignements, ou encore des séquences

avec des scores intermédiaires pour PSSM par exemple.

Bien que les algorithmes soient discordants et que le Trofile ne confirme le tropisme que chez
4 sujets (il faut rappeler que dans le cas de 2 patientes, les échantillons n’ont pas pu étre testés
et les tests ont été non-concluant selon les échantillons), les patientes discordantes sont tres
certainement des patientes qui possédent des séquences X4. En effet, les tests génotypiques se
sont montrés concluants concernant le pronostic des patientes sous antagonistes de CCRS et
semblent prédire efficacement la probabilité de rechute (Harrigan and Geretti 2011). Les tests
génotypiques seraient ainsi plus sensibles que les tests phénotypiques utilisés. G2Pjcoreceptor] €t
PSSM ont tous deux montré une bonne valeur prédictive quant a la réponse au traitement avec
le maraviroc chez les patients, bien que de nombreuses évidences supportent la préférence de
G2Pjcoreceptor] pour utilisation en clinique (Harrigan and Geretti 2011; Svicher et al. 2013).

De plus, en accord avec la littérature suggérant que les variants X4 sont caractéristiques des
stades plus avancés de la maladie (Berger et al. 1999; Bratt et al. 1998), nos patientes X4
présentaient des décomptes de LTCD4" plus bas et une charge virale plus élevée que les
patientes R5. Toutefois, chez nos sujets, le moment de la séroconversion n’était pas connu.

Les femmes de notre cohorte étant diagnostiquées pour la plupart au cours de la grossesse, la

216



possibilité que les sujets X4 aient été infectés pour une plus longue période que les sujets RS

ne peut étre exclue.

Génotype Phénotype

Charge virale Décompte CD4

{log copies/ml) (Cellules/mm?)

2,84 400

192

RS X4 RS X4

Figure 22. Tropisme et caractéristiques cliniques des sujets de notre cohorte.

Génotype et phénotype des virus des sujets de la cohorte (panel du haut). nt/nd: non-
testé/non-déterminé. Charge virale et décompte des cellules T CD4+ chez les sujets de
génotype RS et X4 (panel du bas).
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1.2. L’évolution du tropisme est retrouvé uniquement chez

les sujets X4

Nous avons par la suite examiné 1’évolution du tropisme en mesurant 1’évolution de la
fréquence de séquences X4 ainsi que les déterminants moléculaires du tropisme au cours du

temps.

Premicérement, I’évolution de la fréquence des séquences prédites comme étant X4 au cours du
temps a été investiguée chez les sujets X4 et nous avons observé une augmentation de cette
fréquence chez 4 de ces sujets (Figure 23). Une patiente a montré un switch de RS vers R5X4
au 3™ trimestre de grossesse et une autre a montré une réversion de tropisme de R5X4 vers
R5 au 3°™ trimestre de grossesse également. Les 3 autres sujets X4 arboraient une fréquence

relativement stable allant parfois jusqu’a 100% de séquences X4 tout au long de la grossesse.

Dans un deuxiéme temps, 1’évolution des déterminants moléculaires du tropisme dans V1, V2
et V3 a ¢ét¢ analysée. Nous avons pu observer 1’évolution des déterminants du tropisme vers
une accumulation de mutations associées au tropisme X4, et ce, en concordance avec
I’augmentation de la fréquence de séquences X4 chez certains sujets (Figure 23).Les différents
parameétres analysés étaient les scores individuels des algorithmes PSSM et G2P, la charge
nette de V3, la longueur et le nombre de sites de N-glycosylation dans V1V2, et enfin les
mutations dans V2 auxquelles nous avons attribuées un score. Une évolution de tous ces
parametres vers une utilisation plus grande de CXCR4 au cours du temps dans les populations

virales a été observée chez 5 sujets X4 mais chez aucun sujet RS (Figure 23).

La charge nette de V3 est ’'un des déterminants principaux du tropisme (De Jong ef al. 1992;
Mild et al. 2010) et le switch du tropisme de RS vers X4 est associé¢ a une augmentation de la
charge positive de V3 qui est nécessaire aux interactions ¢électrostatiques entre V3
(positivement chargée) et CXCR4 (négativement chargé) (Coetzer et al. 2006; Fouchier et al.
1992; Kwong et al. 2000). Ces résultats sont ¢galement concordants avec les résultats de Mild

et al. qui ont montré une augmentation de la charge de V3 au cours du temps dans les
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populations virales en switch versus les population virale non-switch (Mild ez al. 2010). Cette
augmentation de la charge était accompagnée d’une diminution du taux de faux positif de G2P
et d’'une augmentation de la valeur numérique des scores PSSMxurs chez ces sujets, ce qui
représente une accumulation de mutations X4 au cours de temps.

De facon similaire a V3, mais toutefois avec une influence moindre, les mutations dans V2
peuvent influencer le tropisme (Fouchier et al. 1995; Groenink et al. 1993; Hoffman et al.
2002; Jansson et al. 2001; Pastore et al. 2006; Thielen et al. 2010; Yen et al. 2014) Nous
avons développé et calculé un index de mutations basé sur la méthode de PSSM. Plus cet
index est élevé pour une séquence donnée, plus cette s€quence se rapproche d’une séquence
V2 de virus X4. Nous avons pu observer une augmentation de 1’index de V2 chez 4 des 5
sujets qui avaient préalablement montré une évolution de la charge de V3, du score PSSMxugs
et du G2P FPR. De plus, 1’¢longation de V1V2 et I’addition de PNGS dans cette région a été
observée chez deux patientes X4 infectées par le VIH-1 de sous-type C ainsi que chez une
patiente infectée par le sous-type Al, ce qui est compatible avec les résultats de Coetzer et al.

(2001) et de Dash et al. (2008) (Figure 23).

Enfin, le phénotypage n’a pas permis de déterminer 1’évolution du tropisme. En effet, ce test
permet uniquement de déterminer s’il y a un switch du tropisme, c'est-a-dire le passage d’un
phénotype R5 a un phénotype DM ou X4, et vice-versa, mais ne permet pas de déterminer la
fréquence relative des variants dans 1’échantillon testé. Le test phénotypique de Monogram®
utilisé ici permet uniquement de déterminer si un échantillon est bi-tropique (DM) ou
monotropique (RS ou X4). Il s’agit 1a d’une limite de la méthode utilisée. 11 aurait été toutefois
intéressant de confirmer nos observations génotypiques avec le phénotype. Afin d’aller plus
loin et de pouvoir palier a cette lacune, il serait intéressant d’effectuer des tests quantitatifs
permettant d’évaluer I’efficacité d’infection (infectivité) en utilisant des cellules exprimant
CXCR4 ou CCRS individuellement. La technique du single genome amplification suivie d’un
test de Trofile sur chaque amplicon permettrait de déterminer la fréquence relative de clones
viraux utilisant CXCR4 ou CCRS5 dans le temps. Cette technique, en montrant une
augmentation dans le temps de I’efficacité d’infection des cellules CXCR4" au détriment ou
non des cellules CCRS5", permettrait d’évaluer la vitesse de progression de Iutilisation de

CXCR4. Cette méthode, toutefois fastidieuse, est la meilleure pour avoir une description
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phénotypique la plus précise possible de I’évolution du tropisme chez les patients. En effet,
elle fournirait une meilleure description de la quasi-espéce en évitant d’une part le biais
d’amplification rencontré lors de la PCR et en détectant les variants minoritaires (Butler et al.
2009). Une autre technique permettant d’étudier 1’évolution du tropisme mais ceci sur un plan
génétique uniquement est celle du séquengage en profondeur (deep sequencing) qui
permettrait d’aller echantillonner les variants minoritaires (Sede et al. 2014).

L’évolution de ces parametres est donc compatible avec une évolution progressive du tropisme
du VIH-1 de I’utilisation de CCR5 vers CXCR4 au cours de la grossesse. A I’exception d’un
cas non-confirmé (car non-testé) par le test phénotypique, cette évolution ne correspond pas a
un « switch » proprement dit, qui consiste en ’apparition de séquences X4 dans une
population R5, mais correspond plutdt a une étape intermédiaire du switch consistant en
I’augmentation de I’utilisation de CXCR4 par la population virale au détriment des virus R5
aprés D’apparition préalable des virus X4. Tous les sujets X4 ayant regu un traitement
antirétroviral, ces résultats confirment I’indépendance entre le traitement antirétroviral,
I’évolution du tropisme, et le switch d’utilisation de corécepteurs, tel que rapporté par le

groupe d’Angarano (Saracino et al. 2009).

Alors que seule 1’é¢tude de Tscherning-Casper et al. (2000) témoigne 1’évolution de
I’utilisation des corécepteurs de CCRS vers CXCR6 au cours de la grossesse, notre étude est la
premiere a documenter 1’évolution du tropisme et le switch de tropisme de R5 a R5/X4 et de
R5/X4 a X4 chez les femmes enceintes infectées de surcroit avec un large éventail de sous-
types du VIH-1. Dans I’ensemble, nos résultats sont compatibles avec la transmission des
variants X4 de la mére a I’enfant au cours de la grossesse, qui a été rapportée par plusieurs
groupes (Crudeli et al. 2012; Durik et al. 2012; Huang et al. 2009; Ometto et al. 2000;
Salvatori and Scarlatti 2001; Scarlatti ez al. 1993).

Ces observations nous aménent a la question suivante : Si la grossesse potentialise ou induit le

switch de tropisme, quel pourrait étre le mécanisme sous-jacent?
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Figure 23. Vue d’ensemble de I’évolution du tropisme vers 'utilisation de CXCR4 au
cours de la grossesse tel qu’analysé dans notre cohorte.

Evolution de différents paramétres définissant le tropisme chez les sujets R5 et X4. Une
augmentation de la fréquence de séquences X4, du score PSSM, de la charge nette de V3, de
I’index de vraisemblance de V2, de la longueur et du nombre de PNGS dans V1V2, et une
diminution du taux de faux positif de G2P sont considérés comme une évolution vers
I’utilisation de CXCR4. *Scores V2 et V3 représente une évolution concomitante de G2P
FPR, du score PSSM, de la charge nette de V3 ainsi que de I’index de V2 chez un méme sujet.

1.3. L’immunité maternelle comme possible potentialisateur

du switch en grossesse

La grossesse est associée a des changements importants de la réponse immunitaire maternelle,
changements que 1’on pense essentiels a I’établissement et a la maintenance de la tolérance
aux antigénes paternels exprimés par le feetus (Billingham et al. 1953; Mor and Cardenas
2010). Au cours d’une grossesse normale, on observe une augmentation de la synthése des
immunoglobulines (Ig) totales (Bisset ef al. 1990; Wilson et al. 2001). Ces taux d’Ig déclinent

avec la progression de la grossesse en conséquence au transfert transplacentaire d’IgG qui
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s’accéleére vers la fin de la gestation (Brambell et al. 1954; Simister 2003). Ces changements
complexes se déroulant au niveau de I’'immunorégulation sont encore trés mal compris

(Munoz-Suano et al. 2011).

Une augmentation importante de la longueur des boucles hypervariables de ’enveloppe du
VIH-1 est associée a une réponse humorale vigoureuse durant la primo-infection (Bunnik et
al. 2008). Ainsi, il est possible que les changements génotypiques et phénotypiques que nous
avons observés reflétent des modulations de la réponse VIH-spécifique associée a I’initiation
et/ou a la progression de la grossesse, incluant une augmentation des réponses Th2 (Kwak-
Kim et al. 2005; Narita et al. 2000; Raghupathy et al. 2000; Tranchot-Diallo et al. 1997;
Wegmann et al. 1993). En effet, plusieurs maladies auto-immunes a médiation humorale,
telles que le lupus érythémateux ou la thyroidite auto-immunitaire, s’aggravent au cours de la
grossesse (Brown et al. 2015; Garsenstein et al. 1962; Gomes et al. 2015). On peut donc
postuler que 1’émergence de variants X4 soit liée a un remodelage actif de la réponse anticorps
VIH-spécifique associée a la grossesse (Figure 24). Il conviendrait de monitorer 1’évolution de
la spécificité des anticorps de la femme enceinte a la protéine de I’enveloppe. Ceci peut étre
fait par des tests de neutralisation in vitro des virus autologues (clones moléculaires exprimant
I’enveloppe de la patiente) et hétérologues (clones moléculaires génériques) par le sérum des
femmes enceintes a différents temps durant la grossesse (Sather ef al. 2014). 11 serait alors
possible d’identifier les variants qui échappent a la réponse et de caractériser leurs mutations
d’échappement. Ceci nous permettrait notamment de vérifier si les mutants d’échappement

acquierent préférentiellement des mutations conférant le tropisme X4.

D’autre part, le switch de tropisme pourrait résulter de 1’inhibition générale des réponses
immunes a médiation cellulaire qui est associée a 1’établissement et a la maintenance de la
tolérance materno-fétale (Brambell er al. 1954; Wegmann et al. 1993). En effet, il a été
démontré que la déplétion des cellules T CD8" chez les singes rhésus infectés avec des virus
VISH recombinants R5 et X4 menait a une émergence rapide de variants X4 au détriment des
variants R5 (Harouse et al. 2003). Ces résultats suggéraient que les lymphocytes T CD8" sont
responsables du controle de réplication des variants X4 et par conséquent, une diminution de

cette réponse provoque un switch de tropisme (Figure 24). De plus, un traitement contraceptif
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basé sur la progestine résulte en une réplication préférentielle des variants X4 (Trunova ef al.
2006). La progestérone étant un immunomodulateur, abaissant notamment la réponse a
médiation cellulaire (tel que discuté en introduction), le traitement a la progestine trés
probablement diminuerait les réponses CD8, et, de ce fait diminuerait le controle immunitaire
face au virus X4, ce qui serait fortement compatible avec les résultats de Harouse et al.
observés chez le singe (Harouse et al. 2003).

De fagon intéressante, une déplétion des cellules B CD20" n’a pas mené a un switch de

corécepteurs dans ce méme systeme (Tasca et al. 2011).

Dans I’ensemble, les résultats de notre étude soutiennent un modele cohérant selon lequel les
déterminants du tropisme seraient activement influencés ou accélérés par les pressions
sélectives exercées par les réponses immunes différentielles VIH-spécifiques associées a

I’initiation et a la progression de la grossesse.
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Figure 24. Représentation schématique des possibles effets de la grossesse sur le tropisme
du VIH-1.

Chez les adultes non-enceintes, 1’équilibre entre réponse Thl et Th2 est normal, les cellules
répondent aux stimuli selon le type de pathogeéne. Les lymphocytes Th; et Th, expriment des
niveaux différentiels des corécepteurs CXCR4 et CCRS (Mariani et al. 2011; Sallusto et al.
1998a) représentés sur le schéma par la taille du corécepteur. La charge virale est contrélée en
phase chronique par les lymphocytes T cytotoxiques (LTC) qui répriment efficacement la
réplication des virus X4 selon Harouse et al. (Harouse ef al. 2003). Lors de la grossesse, la
progestérone et les estrogenes stimulent la réponse Th; tout en inhibant la réponse Th; (Hel et
al. 2010; Pazos et al. 2012; Straub 2007; Watanabe et al. 1997; Zen et al. 2010). Il en résulte,

224



d’une part, une plus grande disponibilit¢ des cellules exprimant CXCR4 au détriment de
cellules exprimant CCRS5 et, d’autre part, une modification de la réponse adaptative.
Premiérement, les réponses LTC sont diminuées et moins capables de contrdler la réplication
virale et préférentiellement celle des virus X4 (Trunova et al. 2006). Deuxiémement, la
stimulation de la production d’anticorps peut favoriser des mutations dans 1’enveloppe
(préférentiellement V1V2) propices a I’établissement de mutations dans V3 conférant le
tropisme X4. Apres la grossesse, les réponses Thl et Th2 se rééquilibrent mais les virus X4
¢tant déja établis, il est peu probable qu’une réversion du tropisme puisse s’opérer.

1.4. Limites et perspectives de I’étude

Certains aspects de la présente étude restreignent nos interprétations. Tout d’abord, nous
¢étions limités au niveau de la taille des spécimens, ce qui ne nous a pas permis de faire une
caractérisation longitudinale de la réponse humorale et cellulaire spécifique au VIH-1 chez les
patientes. De plus, malgré les multiples échantillons obtenus en grossesse, des spécimens
avant et aprés grossesse n’étaient pas disponibles. De ce fait, aucune analyse des effets
potentiels de I’influence de I’initiation et de la terminaison de la grossesse sur le tropisme des
corécepteurs n’a pu étre réalisée. Une étude longitudinale en ce sens comprenant de nombreux
¢chantillons avant grossesse et aprés grossesse sur une période minimale de 1 an avant et aprés
la grossesse permettrait d’observer les changements de tropisme dans son ensemble. On
pourrait ainsi déterminer s’il y a bien accélération du switch au cours de la grossesse et

confirmer la non-réversion du switch.

Cette étude ouvre la voie a d’autres études, mais d’autres questions restent en suspens.
Le test phénotypique de Monogram® utilisé ici permet uniquement de déterminer si un
¢échantillon est bi-tropique ou monotropique (R5 ou X4). Il ne permet malheureusement pas de
confirmer 1’augmentation relative de séquences X4 que les tests génotypiques prédisent. Tel
que mentionné plus haut, 1’utilisation de la technique du single genome sequencing suivie du
Trofile® permettrait de palier a ces lacunes.

Une autre question trés intéressante que souléve cette étude est le devenir a long terme des
femmes et de la population VIH" en générale. Récemment, le groupe de Ronsmans a montré
que les femmes enceintes infectées par le VIH-1 ont 8 fois plus de chance de mourir que leurs

paires non-infectées (Calvert and Ronsmans 2013; Zaba et al. 2013). Bien que ces études
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comparent des femmes porteuses et non-porteuses du virus, il est raisonnable de penser que la
maladie est aggravée en grossesse au point de causer le déces de la patiente.

Si, tels que le suggerent nos résultats, la grossesse accélére le switch chez des femmes
présentant déja une population virale bi-tropique, il serait pertinent d’évaluer
épidémiologiquement la prévalence des souches R5X4 et X4 chez les femmes, et
particulicrement chez celles ayant fait I’expérience d’au moins une grossesse.

Il faudrait également mener une étude comparative a grande échelle sur la prévalence du
tropisme X4 et R5 chez les femmes ayant expérimenté la grossesse par rapport aux autres.
Toutefois, une telle étude serait délicate a entreprendre étant donné les facteurs confondants
tels que le fait que les femmes en meilleure santé sont plus susceptibles de supporter une
grossesse. Ce phénomeéne appelé «healthy pregnant women effect » (Ronsmans et al. 2001)

refléte le fait que les femmes en meilleure santé sont plus a méme de devenir enceintes.

Deuxiemement, la fertilit¢ diminue rapidement avec la durée de I’infection a VIH-1 (Lewis et
al. 2004). Les femmes ayant eu des grossesses seraient possiblement plus agées que les
femmes n’ayant pas eu de grossesse, en plus du fait que les premicres auraient tendance a
avoir été infectées depuis plus longtemps que les dernicres. Mis a part ces facteurs a controler,

il serait trés intéressant et tres utile d’étudier cet aspect.

Finalement, une étude épidémiologique a grande échelle sur la prévalence du tropisme X4
chez les femmes par rapport aux hommes permettrait de déceler s’il y a effectivement un effet,
une inégalité entre homme et femmes par rapport au tropisme, qui aurait comme mécanisme

sous-jacent les hormones sexuelles.

2. Pression sélective exercée sur le géne de I’enveloppe au

cours de la grossesse

Au cours du premier chapitre, nous avons démontré que le tropisme du VIH-1 évoluait en
grossesse de I'utilisation de CCRS vers 'utilisation de CXCR4 et avons émis 1’hypothése que

les changements immunitaires associés a la grossesse étaient responsables de cette
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accélération du switch observé. Dans le second chapitre, nous avons donc étudié les effets de
la réponse immunitaire sur 1’évolution génétique du géne de ’enveloppe en analysant la
pression sélective exercée en grossesse. Une des facons d’étudier la réponse du VIH-1 a la
réponse immunitaire de 1’hote est d’étudier « I’empreinte » laissée par la réponse immunitaire
sur les génes viraux. Cette empreinte refléte la pression sélective exercée par la réponse

immunitaire qui force le virus a évoluer pour y échapper.

Plus précisément, les questions que nous nous sommes posées sont les suivantes :
1. A quoi ressemble la pression sélective exercée sur le géne de 1’enveloppe en
grossesse?
2. Existe-t-il une réponse immunitaire différentielle a I’enveloppe entre femmes enceintes
et non-enceintes qui pourrait confirmer les hypothéses émises au premier chapitre?
3. Comment évolue la pression sélective chez les femmes enceintes qui sont traitées au

moyen de la thérapie antirétrovirale combinée?

2.1. Cartographie de la pression sélective exercée sur
I’enveloppe du VIH-1 chez les femmes chroniquement

infectées.

La pression sélective exercée sur le géne de I’enveloppe en grossesse n’a a notre connaissance
jamais ¢été analysée auparavant. Notre premier objectif était donc de décrire cette pression au

cours de la grossesse chez des femmes non-traitées en phase chronique de I’infection.

e Profils de sélection similaires entre femmes enceintes et non-enceintes

et cantonnés aux sites exposés de la gp120

Le profil de la sélection, c’est a dire la cartographie de I’intensité de sélection selon les régions

et sites de I’enveloppe, a été examiné en détail chez les femmes enceintes et non-enceintes.
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En comparant la distribution de la sélection et des sites sélectionnés des régions variables V1-
V3 et constantes C1-C3 de la gp120, nous avons observé des profils de sélection similaires
chez les 2 groupes de sujets en phase chronique de I’infection, profils compatibles avec la
prédominance d’une pression exercée par la réponse humorale. Ceci est a notre connaissance

la premiere description du genre dans la littérature.

Premiérement, un examen de la hiérarchie de sélection a montré chez les 2 groupes un niveau
global de sélection plus ¢levé dans les régions hypervariables V1, V2 et V3, ainsi que dans
dans la région constante C3 comparativement a C1 et C2, qui montraient des niveaux de
sélection comparables a ce qui a été rapporté pour les génes plus conservés tels que gag et pol
(Choisy et al. 2004). Ces observations ont été confirmées par 1’analyse de sélection site-par-

site.

Ainsi, nous avons pu déterminer que la pression sélective était principalement cantonnée aux
régions exposées aux solvants, ce qui inclut les sites de glycosylation, les régions
hypervariables V1, V2 et V3, mais également 1’hélice a-2 de C3. Nous avons identifié, aprés
¢limination des variations interindividuelles, 39 sites invariablement sélectionnés positivement
(sites PS) dans les 2 groupes de patientes. Ces 39 sites PS étaient tous, sans exception, des
sites exposés a la surface du trimére d’enveloppe et étaient de surcroit fortement associés aux
sites potentiels de N-glycosylation. Ces résultats suggerent fortement une implication
disproportionnée de la réponse anticorps anti-gp120 dans la pression sélective appliquée sur
I’enveloppe ainsi que I’association entre la sélection diversifiante dans env et la présence de

PNGS (Choisy et al. 2004).

En effet, les sucres ajoutés a 1’enveloppe par N-glycosylation jouent un réle majeur dans
I’échappement a la réponse humorale en empéchant des anticorps de reconnaitre des épitopes
critiques sur la gp120 (Choisy et al. 2004; Wei et al. 2003). Dans les stades les plus précoces
de I’infection a VIH-1, la réponse humorale dirige 1’évolution de la séquence de I’enveloppe et
favorisent 1’échappement immunitaire, principalement via le remodelage du manteau de
glycans (Bar et al. 2012; Bunnik et al. 2008; van Gils et al. 2011a; Wei et al. 2003).
L’¢longation de V1V2 et I’addition de N-glycans dans les régions de polymorphisme de
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longueur de V1V2 sont les contributeurs majeurs a I’évolution du manteau de glycan (Bunnik

et al. 2008; Rong et al. 2007; van Gils et al. 2011a).

Cette contribution de V1V2 a pu étre vérifié chez nos patientes, en effet, V1V2 montraient les
concentrations et fréquences de PS sites les plus élevées, principalement dans les régions de
polymorphisme de longueur. Méme si la grande majorité des études attribuent la pression
sélective exercée par les anticorps au stades précoces de la maladie (Chaillon et al. 2012; van
Gils et al. 2011a; Wei et al. 2003), les résultats présentés ici suggerent que chez les patients
infectés de fagon chronique, la réponse humorale reste la principale force motrice de
I’évolution de la séquence de I’enveloppe du VIH-1. Nos résultats sont également compatibles
avec une étude récente de Chaillon et al., qui ont montré que 1’activité autologue neutralisante
pouvait continuer a augmenter au cours du temps, méme plus de 10 ans aprés ’infection

(Chaillon et al. 2012).

Il faut toutefois savoir que I’échappement de la réponse humorale n’est pas que le fait des
PNGS. En effet, une étude a révélé I’existence de pressions sélectives exercées sur le site
d’attachement a CD4 par les AcN (Wu ef al. 2012). De plus, la portion de C3 étudiée ici, qui
représente les 17 acides aminés de I’hélice a2, a également été associée a de hauts niveaux de
substitutions (Moore et al. 2008; Moore et al. 2009; Rong et al. 2009; van Gils et al. 2011b).
Ces résultats appuient la notion que cette région de I’enveloppe est communément la cible
d’AcN autologues (Gray et al. 2011; Moore et al. 2009). Les anticorps non-neutralisant jouent
aussi un role dans la pression sélective exercée sur I’enveloppe via le mécanisme de
cytotoxicité cellulaire dirigée par les anticorps (ADCC) (Pollara et al. 2013; Veillette et al.
2014).

De maniére intéressante, nous avons aussi observé que seulement 9% des sites PS étaient
localisés dans les régions codant pour des épitopes CTL autologues chez les sujets pour
lesquels un typage HLA a été effectué. Les épitopes CTL ne jouent pas un grand role dans
I’évolution et le remodelage de I’enveloppe du virus. Ils sont largement surpassés par la

pression exercée par les anticorps (Chaillon et al. 2012).
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Les N-glycans peuvent également empécher les lymphocytes T CD4" et CD8" d’accéder a des
épitopes critiques sur la gpl120, en interférant avec I’apprétement correct des épitopes par
encombrement stérique direct (Botarelli ef al. 1991; Papandreou et al. 1996; Wei et al. 2003).

Un exemple de ce type d’interférence est la région contenant 3 PNGS (N230, N234, N241)
dans le domaine interne de 1’enveloppe (C2), qui montrait des fréquences élevées de sélection
positive. Ces résidus étaient situés juste en aval d’un épitope restreint par le HLA de classe 11
reconnu par les LTCD4" (Li et al. 2009). On pense que ces sites sont impliqués dans la
formation d’une «tour de triple N-glycans» qui facilite 1’échappement immunitaire sans
altérer la séquence primaire de I’épitope CD4 (Li et al. 2009). Toutefois, cette tour formant
une protrusion du domaine interne, ces PNGS pourraient trés bien étre également la cible

d’AcN.

e La sélection différe a 4 positions

Malgré le fait que les femmes enceintes et non-enceintes présentaient des profils de sélection
similaires, un test hypergéométrique a mis en évidence 4 sites dont la fréquence de sélection
différait significativement entre les 2 groupes. En effet, les positions L134, D137 et R308
¢taient significativement associées a une sélection positive chez les femmes non-enceintes
tandis que la position S347 était exclusivement sélectionnée chez les femmes enceintes
(Figure 25). Les positions L134 et R308 étaient également associées spécifiquement a la
sélection chez les femmes infectées par le VIH-1 de sous-type B. De ce fait, nous ne pouvons
exclure que la surreprésentation du sous-type B dans le groupe 2 était la raison pour laquelle
ces 2 positions ont été mises en évidence dans cette analyse. Néanmois, des études antérieures
ont indiqué que ces 4 résidus étaient impliqués dans I’induction de I’activité neutralisante
(L134, S347) (Julien et al. 2013; van den Kerkhof et al. 2013; Walker et al. 2011) ou dans la
reconnaissance du trimere d’enveloppe par des AcN monoclonaux (R308) (Mouquet et al.
2011) ou a large spectre (D137) (Julien ef al. 2013; van den Kerkhof ef al. 2013; Walker et al.
2011). De plus, I’acide aminé en position 308 dans la boucle V3 fait partie d’une grappe de

covariation qui inclue les positions 11, 19 et 25 de V3; principaux déterminants du tropisme
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(Korber et al. 1993; Milich ef al. 1993). Une grappe de covariation indique généralement des
acides aminés qui, pouvant ne pas étre proches dans la structure primaire, peuvent étre a
proximité et en interaction dans la structure tridimensionnelle de la protéine, et de ce fait
varient ensemble (Cashin ef al. 2014; Dimonte ef al. 2012). 11 se pourrait donc que la mutation
en position 308 soit associée a des mutations compensatrices dans le cas ou les acides aminés
associés au tropisme mutent et causent une diminution de la robustesse du virus via
notamment une sensibilité accrue aux anticorps ou I’instabilité de I’enveloppe (Zhuang et al.

2012).

2.2. Existe-t-il une réponse immunitaire différentielle a

I’enveloppe entre femmes enceintes et non-enceintes?

Nous avons vu que les profils de sélection restaient, dans 1’ensemble, inchangés entre les
femmes enceintes et non-enceintes. Il pourrait toutefois exister des différences entre ces 2
groupes en termes de disponibilité cellulaire, et d’intensité/amplitude des pressions sélectives
exercées par la réponse humorale ou la réponse a médiation cellulaire sur les régions soumises

a cette pression.

e Les variants du VIH-1 retrouvé chez la femme enceinte présentent
une plus grande diversité génétique que ceux retrouvées chez la

femme non-enceinte.

La diversité génétique du VIH-1 est un indicateur direct de 1’état immunitaire de [’hote chez
lequel le virus se développe. La diversité génétique, le taux de substitution et la pression
sélective dans le géne de 1’enveloppe sont autant de caractéristiques génétiques associées a la
progression de la maladie (Ganeshan et al. 1997; Lemey et al. 2007; Ross and Rodrigo 2002a;
Strunnikova et al. 1998; Strunnikova et al. 1995; Williamson 2003; Wolinsky et al. 1996).
C’est pourquoi nous avons comparé ces différents composants de I’évolution génétique chez

un groupe de femmes enceintes (Groupe 1) et de femmes non-enceintes (Groupe 2) en phase
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chronique et qui n’ont pas recu de traitement antirétroviral. La diversité nucléotidique (p
distances) ainsi que les deux composantes de cette diversité;i.e. les taux de substitutions
synonymes (dS) et non-synonymes (dN) ont donc été calculés, révélant dans les 3 cas des

valeurs plus ¢élevées chez la femme enceinte.

Des deux taux de substitution, dS était le contributeur majeur de la différence observée dans la
diversité génétique entre femmes enceintes et non-enceintes. Le dS représente le taux de
mutations neutres et est donc fonction de la vitesse de réplication de 1’organisme en question.
Des taux élevés de substitutions synonymes sont indicatifs d’une grande vitesse de réplication
et d’un temps de génération court (Lemey et al. 2007; Shriner et al. 2004). Dans le cas du
VIH-1, ces caractéristiques ont été associées a une progression rapide de la maladie ainsi qu’a
I’activation immunitaire (Lemey et al. 2007). Alternativement, une dynamique de réplication
¢levée pourrait €tre le résultat d’un controle inefficace de la réplication virale dii a une
immunodéficience progressive chez les sujets infectés. En effet, une plus grande diversité
génétique du VIH-1 a été observée chez les patients aux stades tardifs de la maladie, incluant

le stade SIDA (Hill et al. 2012).

Une ¢lévation de I’expression de marqueurs d’activation cellulaire (i.e. fréquences des cellules
CD4'CD38 'HLA-DR"™ and CD8'CD38 'HLA-DR") a été rapportée chez les femmes (non-
enceintes) comparativement aux hommes infectés par le VIH-1 (Meier et al. 2009). Des
observations similaires ont aussi été faites chez des femmes infectées ou non par le VIH-1 au
cours de la grossesse par rapport a des femmes non-enceintes (Mikyas et al. 1997; Sachdeva et
al. 2008). Meier et al. ont ainsi proposé que ces phénoménes pourraient expliquer le fait que la
maladie progresse plus rapidement chez les femmes que chez les hommes et que le mécanisme
sous-jacent pourrait €tre reli¢ a une corrélation positive entre le taux de progestérone et la
production d’ IFN-a par les cellules dendritiques plasmacytoides suite a la stimulation via le
récepteur TLR7/8, récepteurs reconnaissant les ARN simples brins viraux (Meier et al. 2009).
Il est possible que la grossesse, qui se caractérise par des niveaux élevés de progestérone,
potentialise ce phénomene, résultant en une amplification de la dynamique de réplication chez
la femme enceinte (Bello ef al. 2004; Maldarelli et al. 2013). Toutefois, nous n’avons trouveé

aucune différence dans la charge virale entre les 2 groupes de sujets. Il faut toutefois rappeler
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que nous n’avions les données de la charge que virale dans 61,2% des cas pour les sujets
enceintes. Ceci est en accord avec des études qui ont montré que la diversité génétique n’était

pas généralement associée a la charge virale (Bello ef al. 2004; Maldarelli et al. 2013).

En somme, nos résultats suggérent que les femmes enceintes présentent une plus grande
dynamique de réplication du VIH-1. Ceci pourrait étre dii & un contréle inefficace de la
réplication virale par la réponse a médiation cellulaire, & une activation immunitaire ou a une

combinaison de ces deux phénomenes.

e Amplitude de la sélection diminuée dans C2 chez la femme enceinte

Les substitutions synonymes reflétent le taux de mutation et le temps de génération tandis que
les substituions non-synonymes (dN) sont principalement le résultat de la pression sélective.

Afin d’estimer la pression sélective, le ratio dN/dS (ou ) a été calculé chez nos patientes. Les
résultats ont montré que la pression globale calculée sur tous les sites du fragment de env
¢tudié était inférieure a 1 (o < 1). Cette valeur est compatible avec un certain degré de
s¢lection purifiante, ce qui est en accord avec ce qui a ét¢ démontré dans la littérature chez les
adultes non-enceintes ainsi que chez les enfants (Carvajal-Rodriguez et al. 2008; Chaillon et

al. 2012; Choisy et al. 2004; Leal et al. 2007; Zhang et al. 2010a).

En ce qui concerne les niveaux de sélection, c’est-a-dire I’amplitude de la pression sélective
exercée sur 1’enveloppe, des différences ont pu été observées entre les 2 groupes de sujets. En
effet, méme si la signification statistique n’était pas atteinte, une plus faible valeur de @ dans
CI1-C3 a été observée chez la femme enceinte versus non-enceinte. De plus, la fréquence
médiane de sélection par site €tait significativement plus faible dans le groupe 1 que dans le
groupe 2. Cette tendance était conférée par la région C2, dans laquelle on a observé une valeur
de o ainsi qu’une fréquence de sélection significativement plus faible chez la femme enceinte.
Aucune différence n’a été notée dans les autres régions de I’enveloppe entre les 2 groupes de
femmes. Intuitivement, cela suggére que la plus faible pression sélective dans C2 serait une

conséquence des différences dans la réponse a médiation cellulaire plutét qu’humorale entre
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les 2 groupes. La région C2 est divisée en deux : la moitié C-terminale fait partie du domaine

externe, tandis que la moitié N-terminale est enfouie dans le domaine interne de 1’enveloppe.

Ces résultats suggerent que la grossesse pourrait étre associée a des changements subtils dans

la pression sélective exercée sur la portion du géne de 1’enveloppe étudiée ici.

Hélice a2 de C3

Figure 25. Représentation tridimensionnelle de I’enveloppe du VIH-1 et des différences
dans la pression sélective entre les femmes enceintes et non-enceintes.

Les sites PS communs aux 2 groupes sont représentés par des sphéres jaunes. Les spheres
bleues représentent les sites PS associés au groupe de femmes non-enceintes. Les spheres
vertes représentent les sites PS associés au groupe de femmes enceintes. En rouge, la portion
de la gpl20 que nous avons étudié. En orange, la gp4l. Les positions d’acides aminés
correspondents a ceux de la séquence de référence du VIH-1 HXB2. La cartographie a été
réalisée sur la structure 3D de la gp120 (ID: PDB3J5M) (Lyumkis et al. 2013).
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2.3. Diminution de la pression sélective dans I’enveloppe au
cours de la grossesse chez les patientes traitées avec des

agents antirétroviraux
Dans la 2™ partie de I’étude, nous avons examiné 1’évolution de la pression sélective chez
nos patientes traitées qui ont ¢té suivies prospectivement au cours de leur grossesse. Chez ces
patientes, la charge virale a diminué¢ de facon significative au cours de la grossesse suite a
I’introduction et/ou de D’intensification de la thérapie antirétrovirale. Par conséquent, les
valeurs des 3 paramétres de diversité (p-distance, dN et dS) diminuaient également chez ces
sujets, sans toutefois atteindre le seuil de la signification statistique. Cependant, cette
diminution progressive ramenait les valeurs de la diversité des 2™ et 3™ trimestres au
méme niveau que ce qui était observé chez les femmes non-enceintes. Cela suggére que le
traitement antirétroviral rameéne la dynamique de réplication chez ces femmes enceintes a des

niveaux comparables a ce qui est vu hors grossesse en diminuant la charge virale (Tai et al.

2007).

Le ratio o est resté stable durant la grossesse lorsque calculé sur le fragment entier et sur les
différentes sous-régions de I’enveloppe, mis a part dans V1, ou une diminution significative a
été observée. Enfin, une diminution significative du nombre de sites PS a également été
observée avec la progression de la grossesse, i.e entre le 1% et le 3™ trimestre. Il est possible
que la réduction du nombre de sites PS soit une conséquence du traitement ARV menant a une

diminution de la charge virale et a un déclin de la diversité génétique du VIH-1.

D’un autre coté, le fait que la sélection diminuée soit reliée a la progression de la grossesse ne
peut étre exclu. Les niveaux de progestérone et d’estrogéne atteignent un pic au 3°™ trimestre
(Doria et al. 2006b; Johansson 1969; Levitz and Young 1977). Les effets immunosuppressifs
de niveaux ¢élevés de ces hormones sur les réponses a médiation cellulaire sont bien
documentés (Canellada et al. 2002; Hel et al. 2010; Straub 2007; Zen et al. 2010), contribuant
possiblement au biais Th2 systémique observé chez la femme enceinte (Bisset et al. 1990;

Wilson et al. 2001). V1 étant la cible premicre de la réponse humorale spécifique au VIH-1
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(Bunnik ez al. 2008; Rong et al. 2007), un déclin de la pression de sélection serait compatible
avec des changements longitudinaux dans les profils d’Ig au cours de la gestation. En effet, la
grossesse normale s’accompagne d’augmentation dans la synthése d’Ig particuliérement d’IgG
(Bisset et al. 1990; Wilson et al. 2001). Toutefois, ces niveaux déclinent progressivement avec
I’avancée de la grossesse dii en partie au transfert transplacentaire des 4 isotypes d’IgG
(IgG1>IgG4>1gG3>1gG2) qui s’accélere avec vers la fin de la gestation (Brambell ez al. 1954;
Simister 2003). Tel qu’observé chez la souris (Aluvihare et al. 2004), il est également
possible que I’activité des cellules T régulatrices associée a la tolérance maternofetale
contribue a I’atténuation des réponses immunitaires a médiation cellulaire de la mére, résultant

en un déclin général du nombre de sites PS observé ici.

2.4. Limites et perspectives de I’étude

Les limites de I’¢tude 2 incluent le fait que seules des séquences partielles du génome du VIH-
1 ont été utilisées dans cette analyse. Des études incluant des séquences du génome entier
et/ou des amplifications pleine longueur permettraient une caractérisation plus en profondeur
des pressions sélectives exercées sur d’autres génes du VIH-1 tels que les produits de la

protéine de capside p24 et la transcriptase inverse p66/51.

De plus, la disponibilit¢ des échantillons avant-grossesse aurait pu permettre 1’analyse de
I’influence de I’initiation de la grossesse sur la pression sélective, étude que nous n’avons pas
pu réaliser dans le contexte de notre étude. Les sujets étudiés ici sont infectés par des virus de
clades différents. Alors que cette diversité permet de décrire le comportement du virus chez
plusieurs sous-types, le nombre total de sujets ne permettait pas de stratifier les patientes par
clade de souches infectantes. De ce fait, la surreprésentation du sous-type B dans le groupe des
femmes non-enceintes améne un biais de clade dans I’identification des sites PS associés a la
grossesse. Bien que nous ayons contr6lé pour I’influence du sous-type dans notre étude, on ne
peut pas exclure ce biais. La fagon d’y remédier serait 1a encore une étude a plus grande
¢chelle comprenant plus de sujets. Malheureusement, les groupes de séquences présents dans
les banques de données répondant a nos critéres de sélection ne permettaient pas d’élargir

notre groupe.

236



2.5. Que veulent dire nos résultats en terme d’évolution du
tropisme?

Les différences observées dans la pression sélective chez ces femmes enceintes et non-
enceintes sont subtiles dans la région de 1’enveloppe étudiée ici et ne sont pas directement
situées dans des régions ou positions associées a 1’évolution du tropisme du VIH-1. En effet,
aucun des 39 sites PS n’a été identifi¢ dans les régions déterminant le tropisme, tels que les
positions 11, 24 et 25 de la boucle V3, ni dans la couronne de V3, ni dans la lame pontante ou
encore dans en position 262 récemment identifiée dans C2 (Lombardi et al. 2015) . Cela
implique que la grossesse n’exerce pas de pression sélective directement sur les régions de
I’enveloppe virale qui spécifient le tropisme du VIH-1, et qu’il n’y a pas de réponse humorale
préférentiellement dirigée vers des épitopes des régions gouvernant le tropisme. De plus, si
I’hypothese de la disponibilité cellulaire s’applique (discutée en introduction), il ne s’agit pas
de changements drastiques. Cette derni¢re hypothése n’est pas incompatible avec nos résultats,
¢tant donné que s’il y avait en grossesse un déséquilibre de I’homéostasie cellulaire vers une
légére surreprésentation des cellules CXCR4", nous n’observerions pas de pression sélective
sur les déterminants du tropisme. L’hypothése d’un moins bon contrdle viral par les
lymphocytes T CD8" ne peut pas non plus étre rejetée. En effet, la plus grande diversité
génétique (dS mais aussi dN) observée, de méme que la plus faible intensité¢ de pression
sé¢lective dans C2 vont toutes deux dans ce sens. Un moins bon controle viral par les
lymphocytes T CD8" pourrait expliquer pourquoi les virus X4 prennent le dessus sur les virus
R5 dans le cadre de la grossesse. De plus, une étude Mild a montré une trés forte association
entre le taux de substitution €levé et le switch du tropisme (Mild et al. 2013). Le fait d’avoir
une plus faible pression sélective sur C2 et la dynamique de réplication plus élevée suggere
que la réponse a médiation cellulaire est moins efficace chez la femme enceinte que chez la
femme non-enceinte. Toutefois, pour confirmer cette hypothése, des études sur les autres
genes du VIH-1 seront nécessaires; analyse que nous n’avons pas pu faire ici car des
ensembles de séquences intrapatients chez les femmes enceintes et non-enceintes répondant a

nos criteres d’inclusion n’étaient pas disponibles dans les bases de données du Laboratoire
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national de Los Alamos. En effet, c’est le géne de 1’enveloppe qui est le plus couramment
¢tudié en ce qui concerne 1’étude des quasi-especes du VIH-1, contrairement aux autres génes

du virus.

3. Limites et perspectives inhérentes aux 2 études

eévolutives

Les 2 études évolutives présentées aux chapitres 1 et 2, i.e. évolution de I’utilisation des
corécepteurs et évolution de la pression sélective en grossesse, ont été faites sur des
¢chantillons de femmes enceintes dont le traitement était initié et/ou intensifié (c.-a-d. addition

d’antirétroviraux) au cours de la grossesse dans la majorité des cas.

Les conclusions issues de ces études ne nous permettaient donc pas de dissocier la progression
de la grossesse de I’effet du traitement antirétroviral. Bien que des études aient montré que
I’évolution du tropisme et le traitement étaient dissociés, dans le cas de la pression sélective, la
diminution de la diversité génétique peut étre due autant au traitement ARV qu’a la
progression de la grossesse. Nos résultats ne nous permettent pas de tirer des conclusions sur

cet aspect.

Deuxiémement, vu le manque d’échantillons appropriés, il nous était donc impossible de
déterminer quels étaient les effets de I’initiation et de la terminaison de la grossesse sur

I’évolution du tropisme et sur 1’évolution de la pression sélective.

Afin de palier a ces limites, il conviendrait de concevoir une étude avec des échantillons
prospectifs de femmes en désir de grossesse dont le traitement reste quasiment homogéne sur
la durée de I’étude. Nous avons acces ici au CMIS a une cohorte de femmes en désir de
grossesse dont les échantillons sont prélevés régulicrement avant, pendant, et aprés la
grossesse. Il conviendrait alors sur ce groupe de femmes, d’évaluer I’évolution du virus sur
une période allant de 1 an avant et apres grossesse. Il ne s’agit pas 1a du groupe parfait, car ces

patientes regoivent un traitement suppressif (c.-a-d. dans le but d’arriver a une charge virale
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indétectable), ce qui voudrait dire que les virus analysés seraient les provirus et non le virus
plasmatique. Cette étude, d’une part en ¢éliminant le facteur évolution du traitement et d’autre
part incluant des échantillons avant et aprés grossesse, nous permettrait d’avoir une vision plus
claire des effets réels de I’initiation, de la progression et de la terminaison de la grossesse sur

1’évolution du virus.

Il sera également intéressant d’évaluer concrétement la réponse immunitaire VIH-spécifique
des femmes enceintes. Une étude a été réalisée au laboratoire précédemment sur la réponse
des cellules T spécifique au VIH-1 chez les femmes de la cohorte du CMIS, et également sur
les femmes de I’étude désir de grossesse (Jolette er al. 2015). Cette étude a montré
globalement que la réponse IFN-y des lymphocytes CDS" aux antigénes de Gag n’était pas
différente avant et pendant grossesse. En tant qu’avenue de recherche, je proposerais
d’analyser les réponses cellulaires aux antigenes de Gag mais également a d’autres antigenes
tels que Pol et Env. Il faudrait également investiguer non seulement la réponse a médiation
cellulaire des patientes en examinant la réponse INF-y mais également d’autres cytokines
telles que IL-10, IL-13, IL-22, associées au contréle de ’infection a VIH-1, mais il faudrait
¢galement investiguer la réponse humorale. Cette étude porterait d’une part sur I’évolution de
la neutralisation des virus autologues par les anticorps de la patiente, ainsi que sur le
mécanisme d’ADCC, qui joue un role important dans le controle de ’infection et le modelage

de la quasi-espece (Kramski ef al. 2015; Lambotte et al. 2009).

4. Evolution adaptative du tropisme du VIH-1 a I’échelle

de la population

Les observations issues du premier chapitre nous ont mené a nous poser la question de

I’évolution du tropisme a 1’échelle de la population.

Au cours de l’histoire naturelle de I’infection a VIH-1, les geénes viraux évoluent

principalement sous la pression sélective exercée par la réponse immunitaire du patient.
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Les régions hypervariables V1, V2 et V3 du géne de I’enveloppe évoluent au cours de
I’infection et ces 3 régions ont été associées aux déterminants du tropisme (Boyd et al. 1993;
Fouchier et al. 1995; Groenink et al. 1993; Hoffman et al. 2002; Jansson et al. 2001; Jensen et
al. 2003; Labrosse et al. 2001; Ogert et al. 2001; Pastore et al. 2006; Thielen et al. 2010).

Dans le présent chapitre, a travers I’analyse des déterminants du tropisme dans les virus
utilisant CCRS5, nous avons montré qu’une évolution adaptative du tropisme a eu lieu au cours

de I’épidémie chez différents sous-types.

4.1. Augmentation du score PSSM dans les séquences

contemporaines

Les séquences X4 sont définies par un score PSSM ainsi qu'une charge nette de V3 élevés.
Ainsi, ces 2 parametres sont utilisés dans les algorithmes de prédiction du tropisme du VIH-1
pour les différents sous-types du virus. Ici, comme dans le chapitre 1, nous avons analysé
I’évolution de ces paramétres dans des séquences de virus RS, cette-fois ci issues des bases de
données du Laboratoire national de Los Alamos (hiv.lanl.gov). Nous avons analysé les scores
PSSM dans les séquences contemporaines versus les séquences plus anciennes de V3 de virus
RS et avons trouvé que les premieres étaient caractérisées par des scores PSSM plus élevés
que les anciennes chez les sous-types C et D. Chez le sous-type B, nous avons observé une
augmentation du score PSSM avec 1’age de I’épidémie mais pas d’augmentation significative
de la charge de V3. Contrairement a ce qui est observé chez un individu infecté, chez qui
I’évolution du tropisme s’accompagne invariablement d’une augmentation de la charge nette
de V3 (Jensen et al. 2003; Mild et al. 2010), ici une évolution du score PSSM au cours de
I’épidémie n’était pas associée a une augmentation de la charge nette de V3. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que la charge nette de V3 est le prédicteur le plus fort de la préférence
du tropisme (Jensen ef al. 2003; Raymond et al. 2008). Une charge élevée de V3 favorise tres
grandement 1’utilisation de CXCR4, tandis que les positions analysées dans le score PSSM
peuvent muter sans pour autant amener directement le switch du tropisme, étant donné qu’une

combinaison de mutations est nécessaire pour induire le switch. Ainsi, ici, la population virale
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analysée est composée uniquement de virus R5, virus qui peuvent arborer des mutations

associées au tropisme X4.

Nous suggérons donc que 1’évolution des déterminants du tropisme dans ces isolats était la
conséquence des événements de transmission. En effet, Edo-Matas et al. ont suggéré, a partir
d’une étude faite sur une paire donneur-receveur, que les caractéristiques associeé¢s au stade
avancé de la maladie qu’arborait le virus du donneur, tels qu’un score PSSM ¢élevé et une
charge V3 ¢levée, étaient transmises au receveur (Edo-Matas et al. 2012). De fagon
intéressante, dans cette paire de transmission, des virus X4 se sont développés chez le donneur
mais pas chez le receveur pendant la durée de 1’étude. Ce qui est facilement concevable car le
chemin mutationnel qu’emprunte le virus est fortement dépendant du terrain immunitaire sur

lequel il se développe; i.e. la réponse immunitaire de 1’hote.

4.2. L’allongement de V1V2 et ’augmentation du nombre
de PNGS sont associés a I’augmentation du score PSSM dans
les séquences contemporaines

Nous avons analysé les déterminants du tropisme dans les régions V1 et V2. La longueur de
V1V2 ainsi que le nombre de PNGS dans ces régions ont été examinés dans les virus RS et
X4. Nous avons trouvé que les séquences X4 étaient caractérisées par de plus longues V1V2
que les virus RS, et ceci dans les 3 sous-types analysés (B, C et D). D’autre part, les virus X4
de sous-type B étaient caractérisés par moins de PNGS dans V1V2, alors qu'une tendance en
ce sens était observée chez le sous-type C, et que pour le sous-type D, I’inverse était observé.
Une longue région V1V2 et un grand nombre de PNGS ont été associés a des virus X4
principalement dans le sous-type C mais pas uniquement (Coetzer et al. 2011; Dash et al.
2008; Fouchier et al. 1995; Ransy et al. 2014). Ces caractéristiques peuvent étre reliées aux
stades tardifs de la maladie. En effet, chez un individu, une ¢élongation drastique de V1V2 de
fagon concomitante avec 1’addition de PNGS est observée durant la premiére année
d’infection, tandis que dans les stades plus tardifs (i.e. 6 ans post-séroconversion), le

ralentissement de la réponse humorale est accompagné par la diminution de longueur de V1V2
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et la perte de PNGS dans les stades tardifs et terminaux de I’infection (Borggren et al. 2011,
Bunnik et al. 2008). Toutefois, malgré cette inversion, dans la majorité des cas, les séquences
des virus des stades tres tardifs ne recouvrent pas leur longueur et nombre de PNGS initiaux
(Bunnik et al. 2008). Une glycosylation abondante contribue a I’efficacité de I’infection virale
mais est également efficace pour échapper a la surveillance immunitaire (Bunnik et al. 2008;
Sagar et al. 2006). En plus des contraintes conformationnelles, il a été proposé que la région
V3 des variants X4 étaient plus sensible a la neutralisation par les anticorps que la V3 des
variant R5 (Bunnik ef al. 2007). Ainsi, I’allongement de V1V2 mais aussi I’addition de PNGS,
pourrait servir a protéger V3 et a augmenter la virulence (fitness) du virus (Losman et al.

2001; Pinter et al. 2004).

De méme, les séquences contemporaines de virus R5 arboraient une plus longue V1V2 et plus
de PNGS comparativement aux séquences RS plus anciennes. Ces résultats sont en accords
avec I’é¢tude de Bunnik et al., qui ont démontré 1’¢longation de VI1V2 et ’addition de PNGS
dans cette région avec le vieillissement de 1’épidémie, ce qui résultait en une résistance accrue
aux AcN des virus contemporains (Bunnik et al. 2010a). De fagon intéressante, nous avons
trouvé une corrélation positive entre la longueur de V1 et le score PSSM chez les virus RS,
tandis qu’aucune association de la sorte n’a pu étre faite entre le nombre de PNGS et le score
PSSM. Ce qui est intriguant étant donné¢ que ’allongement des boucles hypervariables, et

principalement V1, est fortement associé¢e a I’addition de groupes N-glycans.

Nous émettons donc I’hypothese que 1’évolution concomitante du tropisme des corécepteurs et
de la longueur de V1V2 pourrait étre 2 phénomeénes interdépendants. C’est ce que nous avons
observé chez 3 de nos patientes en évolution de tropisme de RS vers X4 (TV1151, clade A;
TV715 et TVI1261, clade C): ces 3 sujets ont montré une ¢longation de VIV2 en
concomitance avec 1’évolution des déterminants du tropisme vers une utilisation de CXCR4.
L’¢longation de V1 pourrait jouer le role de bouclier pour la séquence V3 des virus RS contre
la réponse humorale. Ceci pourrait permettre aux séquences RS contemporaines de développer
des mutations pouvant conférer le tropisme X4 et ce, a 1’abri de la réponse humorale, les virus
X4 étant considérés comme plus sensibles a la réponse humorale (Bunnik et al. 2007; Zhuang

et al. 2012). Bunnik ef al. ont observé les plus grands changements dans la boucle V1, qui est
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la cible primordiale des anticorps autologues neutralisants et qui protége les épitopes sous-
jacents vulnérables a la reconnaissance par ces anticorps (Bunnik ef al. 2008). Similairement,
dans la présente étude, nous avons observé que la longueur de V1 était le seul parameétre
fortement associ¢ au score PSSM dans tous les sous-types étudiés. Ceci suggere qu’il y a une
association entre I’émergence de variants X4 et 1’¢longation de la boucle V1 au cours de la
maladie. Une longue boucle V1 pourrait protéger V3 contre les AcN, permettant ainsi a V3
d’accumuler des mutations propices au tropisme X4. En effet, la nouvelle structure cristalline
de I’enveloppe montre que la boucle V3 est située sous V1V2 et est protégée par cette
derniere (Julien ef al. 2013; Lyumkis ef al. 2013). V1V2 forme ainsi un bouclier protégeant la

boucle V3 qui est située juste en dessous dans la conformation tertiaire non-liée de la protéine.

4.3. Augmentation de I’index de vraisemblance de V2 dans
les séquences contemporaines et corrélation avec
I’augmentation de la longueur de V1V2

Le dernier déterminant du tropisme que nous avons analysé était la séquence primaire de V2.
L’index de vraisemblance de V2 a été introduit au chapitre 1 (Ransy et al. 2014) et a été utilisé
afin d’analyser 1’évolution des substitutions d’acides aminés dans les séquences de V2. De
facon similaire au score PSSM, I’index de V2 refléte 1’abondance relative de mutations X4
dans une séquence V2 donnée. Les calculs basés sur des grappes de données montrent que
I’indice de V2 est plus ¢élevé dans les variants X4 que les variants R5. Aprés comparaison des
séquences contemporaines et anciennes, nous avons observé de plus hauts indices de V2 dans
les séquences contemporaines, et ce pour les 3 sous-types étudiés (B,C et D). Par conséquent,
ces résultats indiquent que des substitutions d’acides aminé comparables avec une évolution
vers le tropisme X4 pouvaient étre observées dans les séquences de V2 provenant de virus R5
au cours de 1’épidémie. Toutefois, les mutations dans V2 pourraient également représenter un
gain de robustesse afin de compenser la perte induite par les substitutions dans V3

responsables du switch, tel que discuté par Pastore et al. (2006).
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En conclusion, nos résultats montrent une accumulation de mutations associées au tropisme
X4 dans les virus R5 durant 1’épidémie, indiquant une adaptation a I’échelle de la population

des divers sous-types du VIH-1.

4.4. Limites

Les limites principales de cette étude sont le manque de séquences disponibles dans les bases
de données qui rencontraient nos critéres d’inclusion: a) isolats R5 ; b) longueur du segment
de I’enveloppe ¢étudié¢ (V1-V3) ; et c¢) stade précoce/aigu de I’infection. Par conséquent, seules
des séquences du sous-type B sont issues d’échantillons collectés durant les 4,5 premiers mois
post-séroconversion (Bunnik ez al. 2010a). En ce qui concerne les sous-types C et D, le stade
de I’infection n’était pas connu. De plus, les séquences anciennes (avant 1990) n’étaient pas
disponibles pour ces sous-types, contrairement au sous-type B, ce qui ne nous a pas permis de
faire une stratification standard des séquences qui auraient pu étre appliquée a toutes les
données. Toutefois, les mémes résultats ont été retrouvés chez les 3 sous-types en ce qui a trait

I’évolution du tropisme envers le corécepteur au cours de 1’épidémie.

4.5. Implications

Tandis que cette étude appelle de plus amples investigations, I’adaptation possible du tropisme
du VIH-1 a D’échelle de la population pourrait expliquer de nombreuses observations
rapportées durant 1’épidémie de VIH-SIDA. En effet, une augmentation de la prévalence des
virus DM/X4 collectés aux stades tardifs de I’infection a été observée chez les individus
infectés par les sous-types C (Connell er al. 2008; Gupta et al. 2013), A et CRF02_AG
(Esbjornsson et al. 2010). De méme, une récente étude espagnole a rapporté I’augmentation de
prévalence de virus X4 chez des individus récemment infectés par le virus de sous-type B
(Sierra-Enguita et al. 2014). Ces observations indiquent une épidémie en pleine évolution. De
fait, nous pouvons facilement comprendre que chez un sujet infecté par une souche RS
contemporaine, le chemin mutationnel pour atteindre le switch de tropisme est plus court que
ce qui pourrait étre observé chez un individu infecté par une souche plus ancienne de VIH-1.

Ceci menant par conséquent a une augmentation de 1’occurrence de switch dans la population
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dans le contexte d’une épidémie vieillissante. Dans le méme ordre d’idées, Schuitemaker et. al
ont proposé¢ un modele hypothétique de 1’évolution de utilisation de CXCR4 en relation avec
I’age de 1’épidémie d’un sous-type particulier (Schuitemaker et al. 2011). Dans ce modele,
I’épidémie du sous-type D, ayant la plus forte prévalence de switch, serait la plus ancienne
épidémie, tandis que celle impliquant le sous-type C, qui a une prévalence de switch beaucoup
plus faible, serait une des plus récentes (Gray et al. 2009; Worobey et al. 2008). L’épidémie
de sous-type B posseéde quant a elle un profil intermédiaire tant en termes d’age de 1’épidémie
que de prévalence de virus X4 (Gilbert et al. 2007; Schuitemaker et al. 2011).
L’augmentation de I’émergence de virus X4 aux stades plus tardifs de la maladie de fagon
concomitante a une augmentation de la résistance a la neutralisation observée chez les virus
contemporains au niveau de la population pourrait avoir une importance particuliere dans le
cadre du déploiement de traitements antirétroviraux basés sur des antagonistes de CCRS5, mais

aussi dans le cadre du développement de vaccins (Figure 26).
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Figure 26. Schéma de I’évolution de la longueur de V1V2, du nombre de PNGS dans
V1V2 et du tropisme du VIH-1 a I’échelle de la population et au cours de I’épidémie.

Lévolution du VIH-1 est représenté en fonction du temps : évolution de la longueur de V1V2
et de la résistance a la neutralisation (panel du haut) ainsi que le taux de mutation X4 panel du
bas) dans les séquences sont représentés par la fleche discontinue rouge. L’évolution du virus
chez un indivu est représentée par la fleche bleue. Les évenenment de transmission sont
représentés par les fleches vertes. Le seuil de mutation X4 necessaire a 1’aquisition du
tropisme X4 est représenté par la ligne discontinue noire (panel du bas). (Panel du haut Inspiré
de la présentation de Dr. Schuitemaker, Croi 2010).

4.6. Perspectives

Cette étude étant uniquement préliminaire, il serait intéressant dans 1’avenir d’établir une
¢tude basée sur un plus grand nombre d’individus en primo-infection. Le séquencage des

régions V1 a V3, mais également d’autres régions de I’enveloppe virale, permettrait d’évaluer
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I’évolution du tropisme chez les virus R5 au sein de la population en intégrant de nouvelles
données issues des autres régions pouvant influencer le tropisme du virus.

Une telle étude nécessiterait d’avoir a disposition une banque d’échantillons rétrospectifs,
allant jusque dans les années 80 au mieux, d’individus en primo-infection.

Malheureusement les échantillons présents dans notre cohorte ici au CHU Sainte-Justine ne
permettraient pas de mener une telle étude, le moment d’infection étant inconnu pour la vaste
majorité de nos patientes. Ceci dit, une fois le bon groupe de sujets établis, non seulement
I’évaluation de la séquence de I’enveloppe pourrait étre analysée, mais 1’évolution de
I’utilisation des corécepteurs pourrait également étre investiguée. En effet, il serait intéressant
de confirmer que cette augmentation du taux de mutations liées a X4 observée chez les virus
R5 au cours de I’épidémie s’accompagne d’un switch plus rapide, mais aussi plus fréquent,
chez les individus infectés par des souches contemporaines par rapports aux individus porteurs

de souches anciennes.

Une deuxieéme question se posait lors de cette étude, il s’agit de la question de I’augmentation
de la résistance a la neutralisation par les anticorps. Cette observation a été réalisée par le
groupe de Schuitemaker (Schuitemaker et al. 2011). Les virus contemporains étaient plus
résistants a la séroneutralisation que les virus anciens. Ceci poserait un probléme notamment
pour 1’¢élaboration de vaccins, non seulement les virus contemporains seraient plus résistants a
la neutralisation, mais ils seraient également plus virulents de par le plus grand potentiel de
switch de tropisme. Ce sont des avenues a explorer et a surveiller dans des recherches futures
ainsi que dans le contexte du développement et du déploiement de la thérapie et de la

prophylaxie antirétrovirale.

5. Grossesse et tropisme

Au cours du premier chapitre nous avons démontré que le tropisme du VIH-1 évoluait au
cours de la grossesse. Nous avons pu observer un switch de tropisme des virus des patientes de
R5 vers X4. Cette évolution pourrait bien étre potentialisée par la progression de la grossesse,

conséquence de la modulation de la réponse immunitaire maternelle. Nous avons également
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observé des différences subtiles dans la pression sélective exercée sur les séquences de sujets
enceintes par rapport a des sujets non-enceintes. Nous pouvons établir un schéma intégratif de
ce qui se passe en grossesse au niveau de la séquence du virus et qui peut mener a une

évolution du tropisme chez la femme enceinte (Figure 27).

L’évolution génétique du VIH-1 chez un individu est un processus complexe qui dépend de
multiples facteurs, ce qui explique le fait qu’aprés 30 ans d’épidémie, nous n’avons toujours
pas déchiffré ce mécanisme. L hypothése que nous avons avancée a la lumiere de nos résultats
stipule que les changements immunitaires associés a la grossesse peuvent suffire a faire
évoluer le tropisme de RS vers X4 lorsque ce processus est déja amorcé. Mais la grossesse en
elle-méme n’est pas suffisante pour provoquer un switch dans une population virale
strictement R5 vers un tropisme X4. Cela est en accord avec les résultats que nous avons
obtenu. En effet, les différences dans la pression sélective étaient subtiles entre femmes
enceintes et non-enceintes et n’étaient pas cantonnées aux acides aminés déterminant le

tropisme viral.

Selon le modéle d’évolution du tropisme de Zuhang, le point central de 1’évolution du
tropisme est I’adoption d’une conformation ouverte de I’enveloppe (Zhuang et al. 2012). Cette
conformation ouverte permettrait une meilleure utilisation de CD4 (Figure 27). L’équipe de
Diirr a confirmé en 2014 la conformation ouverte de la gp120 des virus X4 par rapport aux
virus R5 en caractérisant la structure cristalline de la souche NL4-3 (Arnold et al. 2014). La
figure 27 explique le chemin menant au switch et intégre les différentes étapes potentiellement
influencées par la grossesse.
Les événements génétiques et physiologiques menant au switch du tropisme du VIH-1 sont
multiples et inter-dépendants. Nous avons pu, a la lumieére de nos résultats, proposer un
schéma intégratif de I’évolution du tropisme et de I’influence potentielle de la grossesse sur ce
processus (Figure 27).
En résumé, les changements immunitaires induits par la grossesse pourraient intervenir a
plusieurs niveaux, influencant de ce fait I’évolution du tropisme vers ’utilisation de CXCR4 :

- Une activation immunitaire associée a une augmentation des cytokines pro-

inflammatoires a été rapportée en grossesse (Mikyas ef al. 1997; Sachdeva et al. 2008),
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celle-ci pourrait accroitre 1’activation immunitaire déja présente et caractéristique de
I’infection a VIH-1.

- La réponse a médiation cellulaire antivirale (LTCD8") diminuée en grossesse, reflétée
par les valeurs de dN/dS de la région C2 de I’enveloppe plus faible chez les femmes
enceintes (Chapitre 2), aurait pour conséquence de plus hauts niveaux de réplication
virale (dS ¢élevé chez les femmes enceintes par rapport aux femmes non-enceintes)
(Canellada et al. 2002; Hel et al. 2010; Straub 2007; Zen et al. 2010).

- Les niveaux plus élevés d’anticorps observés chez la femme enceinte (Bisset ef al.
1990; Wilson et al. 2001) pourraient favoriser le développement de variants avec une
plus longue région V1V2.

- Le déséquilibre Th2 observé en grossesse pourrait également favoriser la disponibilité

plus grande de cellules CXCR4" au détriment des cellules CCR5".

Tous ces facteurs combinés sont responsables du switch du tropisme. Notre schéma intégratif
fournit une explication sur la mani¢re dont les changements immunitaires induits par la
grossesse affectent le switch du tropisme. La grossesse pourrait en effet favoriser le switch
chez des sujets arborant déja des séquences X4, neuf mois étant un délai trop court pour
amorcer et induire un switch via ’apparition de séquences X4 chez des sujets ayant une

population virale exclusivement RS.
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grossesse.

Basé sur le modéle d’évolution du tropisme de Zhuang (Zhuang et al. 2012).
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CONCLUSION

Dans la présente theése, nous avons montré pour la premiére fois qu’un switch du tropisme du
VIH-1 de RS vers X4 a lieu au cours de la grossesse, que la pression sélective appliquée sur le
gene de I’enveloppe de la femme enceinte différe légérement de celle de la femme non-
enceinte, et qu'un switch progressif du tropisme de R5 vers X4 est également observable a
1I’échelle de la population.

L’infection a VIH est une épidémie encore jeune dont beaucoup reste encore a découvrir. Nos
données suggerent d’une part que la grossesse pourrait impacter différemment 1’évolution de
la maladie a long terme chez les femmes par rapport aux hommes et d’autre part, que
I’épidémie a VIH-1 évolue vers une plus grande virulence du virus, avec une plus grande
résistance a la neutralisation par les anticorps combinée a une plus forte occurrence de switch
chez les individus infectés récemment. Il sera nécessaire dans [’avenir d’étudier plus
amplement la réponse immunitaire spécifique au VIH-1 et aussi I’évolution des génes viraux
chez la femme enceinte afin de lever un peu plus le voile sur les interactions complexes virus-
hote ayant lieu au cours de la grossesse. De plus, des études supplémentaires sur 1’évolution
du tropisme, mais plus généralement du virus, a I’échelle de la population permettront
d’anticiper les changements éventuels dans les stratégies de traitement ARV mais aussi de

développement de vaccins requis pour le contrdle de 1’épidémie a long terme.
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RESUME

Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et le virus de I’hépatite C (VHC), deux
pathogeénes viraux qui provoquent et installent une infection chronique chez leur héte, sont a
I’origine de graves problémes de santé publique a I’échelle planétaire. Le VIH et le VHC sont
transmissibles de la mére a I’enfant durant la grossesse et I’accouchement, et aucun vaccin ne
permet encore a I’heure actuelle de prévenir ces infections. D’importants progrés ont
cependant jalonné le chemin parcouru depuis la découverte de ces virus : (1) des méthodes de
dépistage et de diagnostic efficaces ont été¢ développées ; (2) plusieurs €léments du cycle
réplicatif, de la pathogénie et des mécanismes de transmission ont été caractérisés ; (3) des

protocoles spécifiques de prophylaxie antirétrovirale et d’immunothérapie ont été établis ; et
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(4) les corrélats d’immunité sont maintenant mieux compris. Ces progres permettent
d’entrevoir le déploiement de stratégies efficaces pour prévenir la transmission mereenfant au

niveau global.

ABSTRACT

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) and hepatitis C virus (HCV) are two viral
pathogens that establish chronic infections in their hosts and that are at present responsible for
serious public health problems on a pandemic scale. HIV-1 and HCV can be transmitted from
person to person by contact with bodily fluids. Both can also be transmitted from mother to
child during the course of pregnancy and childbirth. There are currently no vaccines available
to immunize against HIV-1 and HCV infection or to prevent mother-to-child transmission
(MTCT), and accessible treatments have significant yet limited efficacy. However, important
progresses have been made since the discovery of HCV and HIV-1 : (a) sensitive screening
and detection methods have been perfected ; (b) risk factors for acquisition, replicative cycles,
pathogenesis, and mechanisms of transmission have been better characterized ; (c) specific
treatments, immunotherapy, and antiretroviral prophylaxis regimen were developed ; (d)
immune correlates of protection are better understood ; and (e) vaccine design was undertaken.
In addition, co-infection with HCV and HIV-1, which is common among high-risk groups
including injection drug users, significantly increases the incidence of MTCT of both viruses.
The mechanisms by which this facilitation occurs are still under investigation and may involve
direct replicative facilitation, enhancement of placental transfer, and/or interference with host
immune responses. Taken together, these developments could lead to the implementation of

global scale strategies to prevent MTCT of HCV and HIV-1.

INTRODUCTION

Dés le début des années 1980, quelques équipes suggéraient une possible transmission de la
mere a I’enfant de I’agent étiologique du syndrome d’immunodéficience acquise (Sida) [1, 2].
Mais ce n’est qu’en 1985, a ’Hopital Sainte-Justine, que le Dr Normand Lapointe et son

équipe confirment pour la premicre fois la transmission in utero de ce virus, alors appelé
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human T-cell lymphotropic virus type III (HTLV-III) [3]. Par la suite, le Centre maternel et
infantile sur le Sida (CMIS), une unité hospitaliére de recherche, d’enseignement et de soins
sur le Sida (UHRESS), sera fondé a I’Hopital Sainte-Justine (1988). Le CMIS deviendra la
référence au Québec en matiere de prévention de la transmission mére-enfant (TME) du VIH.
Depuis ce temps, le HTLV-III a été rebaptisé virus de I’immunodéficience humaine (VIH) et,
avec prés de 40 millions de personnes vivant avec le VIH a travers le monde fin 2006,
I’épidémie est devenue pandémie [4]. Le virus de I’hépatite C (VHC), quant a lui, fut
découvert en 1989 : sa propagation constitue toujours un probléme de santé publique majeur
avec preés de 125 millions de personnes infectées a travers le monde [5]. Partageant la méme
niche épidémiologique et les mémes voies de transmission, le VIH et le VHC affectent des
populations largement chevauchantes. En effet, dans les pays développés, on estime que 25 %
a 35 % de la population porteuse du VIH est co-infectée par le VHC [6].

Mécanique de la transmission mere-enfant du VIH

MECANIQUE DE LA TRANSMISSION MERE-ENFANT DU VIH

Il est désormais établi que le VIH peut étre transmis a I’enfant en trois occasions. (1)
Antepartum par passage transplacentaire [3]. Le mécanisme par lequel le VIH traverse le
placenta est certes encore mal compris. La fusion/infection, la transcytose, c’est-a-dire le
transport intravésiculaire du virus d’un pdle a 1’autre de la cellule sans qu’il y ait d’échange
avec le cytoplasme [7], ainsi que la diffusion de cellules maternelles infectées a travers des
bréches dans la barriére trophoblastique [8] pourraient toutes y contribuer (Figure 1). (2)
Intrapartum durant le travail et I’accouchement [9]. Les sécrétions vaginales contiennent du
VIH sous forme de cellules infectées et de particules virales libres au contact desquelles
I’enfant risque de s’infecter lors d’un accouchement vaginal [10], particuliérement par la voie
oropharyngée [11]. (3) Postpartum dans le contexte de 1’allaitement maternel [12]. La
transmission lors de I’allaitement prolongé peut augmenter de prés de 15 % I’incidence de la
TME du VIH, et demeure problématique dans les pays en développement, ou il n’est pas
toujours possible de recourir a 1’allaitement artificiel en raison de son colt €levé, du manque

d’eau potable et des normes sociétales. La encore, le risque de transmission par cette voie, qui
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croit en fonction de la durée de 1’allaitement, est associ¢ a la présence de virus libre mais

¢galement de cellules infectées dans le lait maternel [13].

PREVENTION DE LA TRANSMISSION MERE-ENFANT DU VIH

Jusqu’au début des années 1990, les femmes enceintes infectées par le VIH ne recevaient
aucun traitement antepartum ou intrapartum particulier visant a prévenir spécifiquement la
TME du VIH. Ce n’est qu’en 1994 que 1’étude PACTG076 démontra que I’administration de
zidovudine (AZT ; analogue nucléosidique inhibiteur de la transcriptase inverse) a la femme
enceinte et au nouveau-né réduisait de 25,5 % a 8,3 % les risques de TME du VIH chez les
femmes qui n’allaitaient pas [14]. A la fin des années 1990, la thérapie antirétrovirale a haute
activité (HAART) s’est progressivement imposée comme le traitement de choix des patients
infectés et il est de pratique courante d’en administrer certaines combinaisons durant la
grossesse [15]. La lamivudine (3TC), un antirétroviral dont 1’activité anti-VIH fut mise en
¢vidence au Québec en 1991 par I’équipe du Dr Mark Wainberg [16], est maintenant
administrée en combinaison avec I’AZT. Cette combinaison, associée ou non a des inhibiteurs
de protéase et utilisée de concert avec la césarienne programmée, reste encore aujourd’hui la
pierre angulaire du traitement antirétroviral chez la femme enceinte dans les pays
industrialisés [15]. La thérapie combinée permet de diminuer la charge virale jusqu’a des taux
indétectables, de maintenir un bon niveau de cellules T CD4+, et de réduire a moins de 2 % le
risque de TME [17]. En 1999, I’étude HIVNET 012 fait état de la réduction de I’incidence de
la TME par un traitement simple dose a la névirapine (NVP), plus pratique et abordable que
I’AZT et applicable en situation de ressources limitées [18]. La combinaison nevirapine-AZT
est également efficace [19]. En Europe et en Amérique du Nord, une femme infectée non
traitée a de 15 a 25 % de risques de transmettre I’infection a son enfant. Dans les régions ou
I’infection est endémique (Afrique et Asie), le taux de transmission passe de 25 a 40 %,
¢lévation qui s’explique en grande partie par les différences dans la fréquence et la durée de
I’allaitement maternel observées entre femmes selon les régions. Il n’en demeure pas moins
qu’environ 75 % des enfants portés par une mére infectée par le VIH ne recevant pas de
traitement antirétroviral ne contractent pas le VIH durant la grossesse et lors de

I’accouchement, et ce en dépit de I’intimité et de la durée prolongée du contact materno-feetal.
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TRANSMISSION MERE-ENFANT DU VIH ET REPONSE
IMMUNITAIRE

De nombreux travaux ont permis de révéler puis d’évaluer I’importance du role de la réponse
immunitaire maternelle dans la prévention de la TME. On a observé depuis longtemps que la
TME est associée a une charge virale maternelle élevée — le meilleur facteur prédictif du
risque de transmission — et a un faible décompte de cellules T CD4+, deux robustes indicateurs
d’immunodéficience : plus la maladie progresse, plus le décompte CD4 diminue et plus le
risque de TME augmente [20]. Comparées aux meres qui ne transmettent pas le virus, les
activités cytotoxiques et suppressives des lymphocytes T CD8+ anti-VIH sont réduites chez
les meres qui le transmettent [21], bien que les variants VIH qui sont préférentiellement
transmis a ’enfant soient ceux-la méme qui échappent a la réponse cellulaire maternelle [22]
et aux anticorps neutralisants [23]. On pense également que des facteurs génétiques associés a
la réponse immunitaire, notamment la présence de [’allele HLA-DRI13, ainsi que la
discordance entre les HLA de classe I de la mére et du feetus protégeraient ce dernier contre la
TME du VIH [24]. Enfin, des réponses T cytotoxiques [25] et des perturbations du répertoire
immunitaire apparentées a des réponses antigéne-spécifiques [26, 27] ont été observées chez
des enfants non infectés nés de meres infectées. L environnement de la grossesse est donc loin
de représenter un vide immunitaire pour le VIH, puisqu’il doit de fait composer avec la
présence « non pas de un mais bien de deux » systémes immuns distincts, systémes qui
semblent tous deux capables de contribuer de maniere significative a la résistance de 1’hote
contre I’infection. Les résultats de ces études ont également amené d’influents groupes de
chercheurs et de cliniciens a considérer la vaccination ou I’immunoprophylaxie (c’est-a-dire
anticorps monoclonaux) comme des stratégies valables susceptibles d’endiguer la TME du
VIH, particulierement dans les situations ou les ressources sont limitées et ou 1’on ne peut que
difficilement offrir de substitut a 1’allaitement maternel [28]. En effet, des études initialement
prometteuses ont montré que I’immunisation passive a ’aide d’anticorps monoclonaux
pouvait prévenir la TME d’un hybride des virus de I’'immunodéficience simienne et humaine
(SHIV) via le lait maternel chez le singe Rhésus [29]. Toutefois, plusieurs anticorps

monoclonaux dirigés contre des déterminants du VIH de sous-type B se sont montrés
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inefficaces a neutraliser des isolats de sous-type C, le sous-type dominant dans beaucoup de
régions a haute endémicité [30]. L’immunoprophylaxie passive demeure néanmoins une
possibilité attrayante. Il reste a déterminer son efficacité¢ a réduire la TME sur le terrain et a
développer des anticorps a large spectre pouvant étre administrés seuls ou en combinaison
avec des agents antirétroviraux. En collaboration avec des chercheurs de 1’université Johns
Hopkins et de I'université Makere de Kampala, un essai clinique de phase I impliquant
I’administration d’un vaccin canarypox recombinant exprimant certaines protéines du VIH
(ALVAC-HIV ; vCP1521) a récemment ¢été entrepris en Ouganda aupres de jeunes enfants nés
de meres infectées, avec comme objectif la réduction chez ces enfants de 1’incidence de la

TME tardive associée a 1’allaitement.

TRANSMISSION MERE-ENFANT DU VHC

On attribue au virus de 1’hépatite C la majorité des cas d’hépatite virale chronique, avec pour
suites fréquentes cirrhose et carcinome hépatique. Tout comme le VIH, le VHC se transmet de
la mére a ’enfant, mais seulement dans prés de 10 % des cas [31]. Apres I’introduction des
tests de dépistage en 1990, la TME est a toutes fins pratiques devenue I’unique source
d’infection par le VHC chez I’enfant. Or, dans plusieurs pays, dont le Canada, le dépistage de
I’infection au VHC durant la grossesse n’est pas universellement offert a la femme enceinte,
bien que la prévalence du VHC au sein de leur population soit beaucoup plus élevée que celle
du VIH ; un dépistage fondé sur la perception des facteurs de risque lui est préféré [32]. La
TME du VHC diftere de celle du VIH en au moins deux points. (1) La voie de transmission in
utero est plus importante dans le cas du VHC : de 30 a 50 % des cas de TME du VHC
s’effectueraient par voie transplacentaire, contre une proportion de 1’ordre de 20-25 % pour le
VIH [33] ; et (2) bien que le VHC puisse étre détecté dans le lait maternel et le colostrum a de
faibles niveaux, 1’allaitement maternel n’est pas considéré comme un facteur de risque de
transmission du VHC a I’enfant - il ne devrait donc pas étre contre-indiqué pourvu que les

mamelons de la mere ne présentent aucune blessure.



CO-INFECTION ET TME

Partageant la méme niche épidémiologique, le VIH et le VHC affectent des populations
largement chevauchantes. C’est ainsi que la prévalence de la co-infection VIH-VHC est
particuliérement ¢levée chez les utilisateurs de drogues injectables (UDI). Or non seulement la
TME du VIH est-elle plus fréquente chez les femmes porteuses des deux virus que chez les
femmes infectées uniquement par le VIH, mais en plus, nombre d’études ont démontré qu’une
telle co-infection chez la femme enceinte pouvait jusqu’a « quadrupler » le taux de
transmission du VHC a D’enfant [31]. Plusieurs mécanismes pourraient potentiellement
expliquer ce phénomene (Figure 1). (1) Les femmes co-infectées présentent des charges
virales VHC « 10 fois plus ¢élevées » que les femmes infectées uniquement par le VHC. Or la
charge virale demeure fortement associ¢e a la TME du VHC, si bien qu’on n’a rapporté que de
rares cas de TME en deca d’une virémie maternelle de 1 x 106 copies d’ARN VHC par ml de
plasma (« charge virale seuil ») [31]. Cette situation différe de celle du VIH, pour lequel une
faible virémie n’écarte pas les risques de TME, qui peut parfois se produire lorsque la mere
présente une virémie inférieure a 1 000 copies d’ARN par ml de plasma [34]. (2) Si le VHC
¢tait capable d’infecter les cellules trophoblastiques in vivo, a l’instar du virus du Nil
Occidental [35], un autre Flaviviridae, il se pourrait que la co-infection par le VIH potentialise
sa réplication dans ce tissu ou encore induise sa transcytose a travers la barriére placentaire.
Ce mécanisme pourrait également expliquer 1’augmentation de la TME du VIH en présence de
co-infection VIH-VHC. (3) Chez la femme infectée par le VIH et chez les UDI en général, on
retrouve une forte prévalence de chorioamniotite aigu€ et chronique [36], deux états
inflammatoires qui pourraient favoriser le transit non seulement du VHC mais aussi du VIH a
travers des microlésions placentaires. (4) L’infection par le VIH est associée a une profonde
immunodéficience, tant au niveau humoral que cellulaire, déficience qui affecte également
I’immunité anti-VHC [37] et pourrait indirectement faciliter la TME. On sait que 1’évolution
clinique de I’hépatite C est modifiée durant la grossesse et apres 1’accouchement, et que cette
modulation comporte une forte composante immunitaire [38]. On sait également que la
présence du VIH et I’'immunodéficience qui y est associée sont capables d’influencer la charge
et la dynamique des populations virales du VHC durant la grossesse et chez 1’enfant co-infecté

[39—41]. Le traitement de choix de I’infection par le VHC, une combinaison de ribavirine et
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d’IFN-a pégylé, est fortement contre-indiqué durant la grossesse, la ribavirine étant tératogéne
[42] et 'IFN-a possédant des propriétés antiprolifératives et neurotoxiques [43]. D’ou
I’importance d’un traitement efficace de I’infection par le VIH chez la femme co-infectée,
traitement qui, en agissant directement sur la charge virale VIH et indirectement sur la
reconstitution immunitaire, devrait contribuer a réduire les risques de TME du VHC. Enfin, la
co-transmission du VIH et du VHC a I’enfant, bien que moins fréquente que la transmission
individuelle de chacun des virus, peut avoir chez ce dernier d’importantes conséquences

pathologiques a long terme [39].

QUESTIONS CRIANTES ET DEFIS RECENTS

Vingt ans apres la découverte de la TME du VIH et plus de 15 ans apres la découverte du
VHC, un grand nombre de questions criantes et de problémes émergents demeurent. Au début
des années 1990, I’incidence de la TME du VIH était d’environ 15 a 25 % dans les pays
développés, ces chiffres ont diminué pour atteindre moins de 2 % aujourd’hui grace a la
prophylaxie antirétrovirale, a la pratique de la césarienne programmée et a 1’allaitement
artificiel. Cependant, 1’acceés au traitement est toujours cruellement déficient dans les régions
du Globe les plus durement touchées par la pandémie et par la possible dissémination de
souches résistantes a la névirapine chez la mere et I’enfant qui reste un probléme considérable
dans le contexte de I’utilisation a court terme de ce seul agent. Dans la plupart des pays
industrialisés, la sélection de souches multi-résistantes lors de traitements anti-VIH a long
terme complique la programmation de la thérapie et en compromet 1’efficacité, ceci en dépit
de la disponibilité¢ d’un éventail sans cesse croissant d’agents antirétroviraux ciblant diverses
phases du cycle de réplication viral (inhibiteurs de fusion, antagonistes de corécepteurs,
inhibiteurs d’intégrase). Les difficultés reliées a la non-adhésion au traitement et les effets
secondaires limitent également 1’efficacité de la thérapie. Enfin, bien qu’aucune corrélation
solide n’ait encore été établie entre génotype viral et incidence de la TME, la diffusion
croissante des souches non-B du VIH, un phénoméne global mais qui n’a été que récemment
observé en Amérique du Nord et qui est étroitement 1ié aux mouvements migratoires a partir
de régions a haute endémicité [44], pose un défi autant pour le dépistage et le traitement de

I’infection chez la femme enceinte que pour le design vaccinal. Quant a la TME de I’hépatite
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C, le traitement par I'IFN-o pourrait étre envisageable chez la femme enceinte mais
uniquement dans les cas d’infection aigiie ou de maladie hépatique avancée [45]. De son coté,
le bénéfice réel de la pratique de la césarienne programmée dans le contexte de la TME du
VHC n’a pas encore ¢été formellement établi [32]. Plusieurs agents antiviraux ciblant le VHC
(BILN 2061, VX-950, SCH 503034) sont en cours d’évaluation et certains d’entre eux
atteindront bientdt des phases d’essais cliniques avancées. De la méme fagon que le traitement
préventif de la TME du VIH par les agents antirétroviraux, une éventuelle disponibilité
d’agents anti-VHC en clinique aurait de bonnes chances de changer la situation en ce qui

concerne le traitement de 1’hépatite C et la prophylaxie antivirale durant la grossesse.
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Figure 1.
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LEGENDE DE LA FIGURE

Conséquences de la co-infection sur la transmission mére-enfant du virus de ’hépatite C.
L’infection par le VHC induit une réponse immunitaire humorale et cellulaire qui maintient la
charge virale plasmatique a un bas niveau. Dans ces conditions, le VHC se transmet de la mere
a I’enfant dans 10 % des cas (1). Dans le contexte de la co-infection, I’immunosuppression
induite par le VIH affecte ¢galement I’immunité anti-VHC, ce qui augmente la charge virale
plasmatique du VHC. L’incidence de la TME se trouve alors augmentée jusqu’a 4 fois (2). Le
VIH pourrait traverser la barriére placentaire en infectant la couche trophoblastique (3a) ou
encore par transcytose (3b), la présence du VIH induisant ou favorisant le passage
transplacentaire du VHC par des mécanismes similaires. Enfin, la chorioamniotite, fréquente
chez la femme séropositive pour le VIH, entrainerait 1’apparition de Iésions tissulaires, bréches
a travers lesquelles les cellules infectées et les virions pourraient transiter du c6té maternel
vers le coté feetal (3¢). Ils pourraient alors infecter des cellules cibles (3d), accédant ensuite a

la circulation feetale (3e).
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