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Résumé

L’épidémie causée par le virus du VIH-1 touche actuellement 38,4 millions de personnes dans le
monde dont environ 63000 au Canada. Depuis 1996 et la mise en pratique de la thérapie
antirétrovirale combinée, 1’espérance de vie des personnes vivant avec le VIH a augmenté
significativement jusqu’a s’approcher de celle de la population générale. Actuellement, 10% des
personnes vivant avec le VIH (PVVIH) dans le monde ont plus de 50 ans et ce chiffre augmente a
50% pour les Etats-Unis et le Canada. Cette population vieillissante avec le VIH est exposée a un
risque plus ¢élevé de développer des comorbidités associées a I’infection chronique. Le
développement de meilleures méthodes de gestion des comorbidités est nécessaire afin
d’améliorer la qualité de vie des personnes vieillissant avec le VIH. Cela passe notamment par
une meilleure connaissance des processus inflammatoires impliqués, la recherche de

biomarqueurs et de cibles thérapeutiques.

Nous nous sommes intéressés a 1’interleukine-32, une cytokine pro-inflammatoire exprimée en de
multiples isoformes et dont ’expression est augmentée dans le sang des PVVIH. Nous avons
remarqué que les isoformes d’IL-32p et y diminuaient I’expression du CD96 a la surface des
cellules TCD8+. Nous avons déterminé que la perte de son expression était associée avec une
diminution de I’expression de CD28 et CD27 et une augmentation de I’expression de CD57. Les
cellules TCD8+ exprimant peu de CD96 avaient une diminution de leur capacité de prolifération
et les cellules TCD8+ spécifiques au VIH exprimant peu de CD96 répondaient moins
efficacement aux peptides du VIH. Nos résultats indiquent que le CD96 est un marqueur des
cellules compétentes contre le VIH et que la perte de son expression peut étre utilisée comme un

marqueur de la dysfonction et de la sénescence des cellules TCD8+.

Nous avons ensuite étudi¢ le réle de I'IL-32 dans le développement des maladies
cardiovasculaires via son impact sur les cellules endothéliales de 1’artére coronaire. Nous avons
pu montrer que les isoformes de I’IL-32 B et y ont un impact partiel sur la production de
cytokines pro-inflammatoires par les cellules endothéliales. Cependant, ces isoformes d’IL-32
augmentent 1’expression des molécules d’adhérence et la production des chimiokines par les
cellules endothéliales. Nous avons déterminé que ces isoformes induisent la dysfonction
cellulaire et contribuent au recrutement des monocytes et a leur transmigration. Nous avons

également déterminé que I’expression des isoformes d’IL-32 correle avec la rigidité artérielle de
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la carotide autant chez les personnes vivant avec le VIH que dans la population générale. Ces
résultats suggerent qu’lL-32 pourrait constituer une cible thérapeutique pour atténuer
I’inflammation chronique, la sénescence cellulaire et la dysfonction cellulaire associés au

développement des maladies cardiovasculaires.

Enfin nous nous sommes intéressés a l’'utilisation des acides gras a chaine courte dans la
réduction de I’'inflammation des cellules endothéliales. Nous avons découvert que plusieurs
acides gras a chaine courte ont le potentiel de diminuer les signes de dysfonction des cellules
endothéliales comme 1’expression de leurs molécules d’adhérence et leur sécrétion de cytokines

et de chimiokines apres stimulation par les isoformes d’IL-32f et vy.

Mots-clés : VIH-1, Inflammation, Maladies cardiovasculaires, dysfonction endothéliale, 1L.-32,

CD96, Athérosclérose



Abstract

As of 2023, the HIV-1 epidemic is affecting 38,4 million people worldwide and 63000 in
Canada. Since 1996, introduction of the combined antiretroviral therapy led to a very impressive
increase in the lifespan of PLWH, which approaches the general population. Currently, 10% of
PLWH are over the age of 50 years worldwide and this number is increased to 50% in the US and
Canada. This aging population of PLWH is exposed to an increased prevalence of comorbidities
associated with the chronic infection on top of the normal age-associated co-morbidities. Thus,
improving the management of comorbidities is mandatory to improve quality of life of PLWH.
This can be achieved by a better understanding of the inflammatory process involved along with

the discovery of new biomarkers of disease progression and identifying new therapeutic targets.

To this end, we got interested in interleukine-32 (IL-32), a pro-inflammatory cytokine expressed
in multiple isoforms and upregulated in the blood of PLWH and is associated with disease
progression in PLWH. We discovered that IL-32f and y decreases the expression of CD96, a
transmembrane glycoprotein receptor, at the surface of CD8 T cells. We determined that the loss
of CD96 expression was associated with a senescence phenotype translated by the reduction in
the expression of CD27 and CD28 and an upregulation in the expression of CD57. CD8+ T cells
expressing low CD96 had their proliferative capabilities altered and responded poorly to HIV-1
antigen recall. Our results suggest that CD96 is a biomarker for competent CD8+ T cells in the
context of HIV-1 infection and that its decreased expression by IL-32-mediated mechanisms may
lead to CD8+ T cell dysfunction and senescence. These mechanisms are likely to contribute to

the persistent inflammation and its associated comorbidities in the aging population of PLWH.

We then investigated the role of IL-32 in the development of cardiovascular diseases by looking
at its impact on coronary artery endothelial cells (CAEC). We observed that IL-32f and y have a
partial impact on CAEC cytokine production. However, theses isoforms increased the expression
of adhesion molecules and production of chemokines involved in leukocyte recruitment by the
CAEC. In this context, we determined that IL-32f3 and y induce the dysfunction of CAEC and

lead to monocyte recruitment. We also observed that 1L-32 isoforms expression correlates with



carotid artery stiffness in both PLWH and in the general population. These results suggest that
IL-32 could be considered as a therapeutic target to attenuate inflammation, cellular senescence,
and dysfunction of endothelial cells, which are processes linked to the development of

cardiovascular diseases.

Finally, we got interested in the use of short chains fatty acids (SCFA), a group of gut
metabolites that we previously shown to be decreased in PLWH with cardiovascular disease, to
reduce the impact of IL-32 isoforms on endothelial cells. We discovered that several SCFA have
the potential to diminish the impact of IL-32 on markers of CAEC dysfunction, such on the

expression of their adhesion molecule and chemokine secretion after stimulation by IL-32f3 and vy.

Keywords : HIV-1, Inflammation, Cardiovascular diseases, Endothelial dysfunction, 1L-32,
CD96, Atherosclerosis
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Virus de PImmunodéficience Humaine (VIH)

1.1.1 Epidémiologie du VIH

Le VIH-1 et le VIH-2 sont deux virus du genre Lentivirus au sein de la famille des Retroviridae,
sous-famille des Orthoretrovirinae. lls possédent la capacité d'infecter et de se répliquer dans le
corps humain. Le VIH-1 est I'agent infectieux responsable de la vaste majorité des syndromes
d'immunodéficiences acquises aussi appelés SIDA. Le VIH-1 est transmis principalement par les
rapports sexuels non protégés. Le VIH-1 peut également étre transmis horizontalement par le
biais d’aiguilles contaminées ou de transfusions sanguines de sang contaminé[1]. Enfin, le VIH-1
peut étre transmis verticalement de la meére a I’enfant durant la grossesse, le travail,
I’accouchement ou encore I’allaitement en 1’absence de traitements antirétroviraux[2]. Chaque
année plus de 1,8 millions de nouvelles infections sont recensées dans le monde, ce qui fait de
cette épidémie un probléme global et de premicre importance. Cependant, une réduction
constante des morts liées aux maladies associées a I’infection par le VIH est observée. Elle est
majoritairement imputable a une accessibilité en hausse des thérapies antirétrovirales combinées.
En effet, le nombre de personnes ayant acces a un traitement antirétroviral a quadruplé depuis
2010, passant de 7,7 millions a 29,8 millions en 2022[3]. Certains pays ont fait des progres
fulgurants en matiére de détection, de traitement et de suivi du VIH, c’est notamment le cas du
Botswana, de I’Eswatini, du Rwanda, de la République unie de Tanzanie et du Zimbabwe qui ont
atteint les objectifs 95-95-95. Ces objectifs se définissent comme « 95 % des personnes vivant
avec le VIH connaissent leur état sérologique, que 95 % de ces personnes suivent un traitement
antirétroviral vital et que 95 % des personnes sous traitement ont une charge virale indétectable ».
Bien que I’accessibilité des traitements dans cette région se soit nettement améliorée, des efforts
restent & fournir pour consolider cette avancée dans d’autres pays aux ressources limitées. En
2022, on estimait que 39 millions de personnes vivaient avec le VIH dans le monde, 1,3 millions
de nouvelles infections par le VIH ont eu lieu, 29,8 millions de personnes avaient acces a une

thérapie antirétrovirale et 630 000 personnes sont mortes de maladies opportunistes[3].
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1.1.2 Découverte et origines du VIH

En 1981, des cliniciens de Californie et de New York ont noté une prévalence inhabituelle de
cancer comme le sarcome de Kaposi ainsi que d’infections opportunistes dans la communauté
homosexuelle[4]. Compte-tenu de la prédominance des observations dans cette communauté,
I’hypothése d’une transmission par les rapports sexuels a été envisagée[S]. Plus tard,
I’observation de ce syndrome dans différents groupes sociaux a orienté le courant de pensée vers
une infection transmissible par le sang. Certains patients présentaient des taux de lymphocytes T
CD4+ significativement bas ainsi que des lymphadénopathies orientant le diagnostic des
cliniciens vers une atteinte immunitaire et langant la recherche de I’agent infectieux responsable
de ce syndrome. En 1983, I’agent pathogeéne fut identifié, le virus a été isolé a partir d’un
ganglion lymphatique infecté par Frangoise Barré-Sinoussi sous la supervision de Luc
Montagnier a I’Institut Pasteur[6]. Le virus fut nommé « lymphadenopathy associated virus
(LAV) pour « virus associé¢ a la lymphadénopathie) et « human T-lymphotropic virus 3 (HTLV-
IIT) et fut ensuite renommé Virus de 1I’Immunodéficience humaine (HIV) en 1986[7]. Il est
majoritairement admis que le VIH-1 trouve son origine chez le singe. Des virus proches du VIH-
1 et du VIH-2 ont été identifiés chez les chimpanzés[8] et les singes verts Mangabey[9],
respectivement. Cet état de fait a donné une premicre indication que le VIH avait émergé chez les
humains et les macaques via des infections inter-especes par des lentivirus[10]. Il existe
différents groupes de VIH ayant des incidences diverses géographiquement et en termes de
nombre de personnes infectées. Ces groupes sont nommés M, O, N, P. Le groupe M (Major) est
le groupe le plus représenté mondialement. Ce groupe a été identifié¢ en 1981, est a ’origine de la
pandémie, et se subdivise en sous-types génétiquement différents (A, B, C, D, F, G, H, J, K)[11]
et en au moins 89 virus recombinants circulants[12]. Le sous-type B est le plus répandu en
Amérique du Nord, en Europe et en Australasie et bien qu’il ne représente que 12% des
infections dues au VIH-1, une écrasante majorité des recherches lui sont consacrées. Le sous type
C a une forte prévalence dans le sud de I’Afrique, I'Inde et la corne de I’Afrique. Il est
responsable de 50% des infections au VIH-1. Le groupe O (Outlier) a été découvert en 1990 en
Afrique centrale[13] et comptabilise au total 1000 cas déclarés. Le groupe N (New) a été
découvert au Cameroun en 1998 et représente une douzaine de cas[14]. Le groupe P (Putative) a

été identifié¢ en 2004 au Cameroun chez deux individus[15].
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1.1.3 Structure et génome du VIH-1

1.1.3.1 Structure

Membrane

Nucleocapsid

Protease

Figure 1. - Représentation schématique du virion du VIH-1

Les protéines de I’enveloppe (GP120 et GP41) sont présentes a la surface du virion. La
couche interne est composée de protéines de matrice. L’intérieur du virion se trouve
les protéines virales et le noyau contenant le génome du VIH-1 et certaines protéines
essentielles pour son infectivité. Source : Rossi E, Meuser ME, Cunanan CJ, Cocklin
S. Structure, Function, and Interactions of the HIV-1 Capsid Protein. Life (Basel).
2021 Jan 29;11(2):100. doi: 10.3390/lifel1020100. PMID: 33572761, PMCID:
PMC7910843.

Le VIH-1 est un lentivirus de la famille des rétrovirus. Il fait partie des virus enveloppés. Il se
présente sous forme de sphére ayant un diametre moyen de 120 nanométres. Il est composé de 2
grandes structures : la capside (CA) et I'enveloppe (Env) (Figure 1). Sa capside est composée
d'une protéine appelée Gag (Group-specific antigen) qui est divisée en sous-unités qui
s'assemblent pour former une structure hexagonale. Ceci forme la base de la capside qui est
refermée par la protéine de matrice MA. La capside contient 2 autres protéines virales, la protéase

(PR) et la transcriptase inverse (RT).

L'enveloppe virale est composée de 2 couches. La couche interne est constituée de la membrane
plasmique de la cellule hote et la couche externe de glycoprotéine. La chaine de polypeptide Env
est produite en tant que précurseur qui se trimérise en (gp160); et subit ensuite un clivage par une

protéase semblable a la furine en deux fragments: le fragment de liaison récepteur gp120 et le
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fragment de fusion gp41[16]. Trois copies de chaque fragment constituent le péplomére mature
(gp120/gp41)s. La liaison de la gp120 avec le CD4 et le corécepteur CCR5 ou CXCR4 induit la
réorganisation de la gp41. La gp41, avec son segment C terminal transmembranaire (TM) adopte
une conformation de pré-fusion. Le peptide de fusion en N terminale (FP) de la gp41 est ensuite
transféré et s’insére dans la membrane de la cellule cible. La gp4l subit ensuite des
réarrangements dans une conformation en épingle a cheveux, créant un faisceau de six hélices
connue sous le nom de conformation de post-fusion placant le segment TM et le peptide de
fusion FP du méme cot¢ de la molécule permettant ainsi d’amener les deux membranes

ensemble[17].

1.1.3.2 Génome

L’ARN génomique dimérique et linéaire mesure 9 kb de long et est contenu entre les séquences
répétitives (LTR) 5° et 3’ qui contiennent le promoteur viral et les séquences nécessaires pour la
transcription inverse, 1’intégration et I’expression des geénes. Les LTR se divisent en différentes
régions U3, R et U5[18] suivies du signal d’emballage Psi (y) qui participe a la régulation du
processus de conditionnement du génome de I’ARN rétroviral dans la capside virale pendant la
réplication[19]. Le géne Gag code la matrice des protéines structurelles (MA), la capside (CA) et
la nucléocapside (NC) formant le noyau viral. Le geéne pol/ code pour les enzymes virales de la
protéase (PR), la transcriptase inverse (RT) et I’intégrase (IN). Le geéne Pol est suivi par les génes
régulateurs rev, tat, vif, vpr et vpu. Le géne env code pour les glycoprotéines de I’enveloppe
virale comprenant 1’unité de surface (SU) gp120 et I’unité transmembranaire (TU) gp41. Env est

suivi par un autre gene régulatoire nef (Figure 2).
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Figure 2. - Représentation du génome du VIH-1

Le génome du VIH-1 a une longueur de 9kb, et est formé de 9 génes codant pour des
protéines structurelles, des protéines de régulation et des enzymes virales. Source :
Frankel AD, Young JA. HIV-1: fifteen proteins and an RNA. Annu Rev Biochem.
1998:67:1-25. doi: 10.1146/annurev.biochem.67.1.1. PMID: 9759480.

1.1.4 Cycle de réplication du VIH-1

La premicre ¢€tape de I’infection par le VIH-1 est I’attachement du virus a la cellule cible. Le
virus se lie a la cellule par I’interaction entre la glycoprotéine 120 (gp120) et le récepteur CD4.
Les co-récepteurs CCR5 et CXCR4 peuvent tous deux étre utilisés par le virus selon son
tropisme[20]. Des études ont montré que 70 a 80 % des personnes infectées dans le stade précoce
de I’infection le sont par un virus au tropisme R5 (CCRS). En revanche si on analyse le tropisme
du virus chez des personnes infectées depuis plus longtemps, on observe que 50% de ces
personnes sont infectées par des virus au tropisme mixte R5 et X4 (CXCR4) et que les 50%
restant sont infectées uniquement par un virus au tropisme RS5. Le pourcentage de personnes
infectées par un tropisme X4 est extrémement faible[21-23]. Lorsque le tropisme change, cela
augmente la capacité du VIH-1 a infecter les cellules T CD4+ naives, exprimant peu le CCRS
mais exprimant fortement CXCR4[24]. Apres cette phase de liaison, le virus initie sa phase de
fusion par le biais de peptides de fusion. Cette phase est initiée par la pénétration des hélices de la

glycoprotéine 41 (gp41l) qui permet la fusion entre la membrane virale et cellulaire[25]. La
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nucléocapside du virus est ainsi relachée dans le cytoplasme de la cellule cible ou elle est
désintégrée, libérant les 2 brins d’ARN viraux. Avec ’aide de la machinerie cellulaire, la reverse
transcriptase (RT) va effectuer la transcriptase inverse permettant d’obtenir I’ADN a double brins
lors d’un processus générant tout d’abord le brin d’ADN négatif et ensuite le brin d’ADN positif.
Cet ADN viral se lie avec des protéines virales comme la protéine de matrice (MA), vpr et la RT
et des protéines de la cellule hote comme les microtubules[26, 27] pour former le complexe de
pré-intégration et est ensuite transporté dans le noyau cellulaire. Une fois acheminé au noyau,
I’ADN viral contenu dans complexe de pré-intégration est modifié afin qu’il puisse étre li¢ a
I’ADN de I’hote par I’intégrase. L’intégration prend généralement place dans des zones ayant une
transcription forte[28]. Le virus est ensuite transcrit par la machinerie cellulaire de 1’hote, cette
étape est régulée par le promoteur du VIH-1 qui contient des sites de liaison pour des facteurs de
transcription (comme NFxB par exemple). Une fois ses protéines synthétisées, le virus est
acheminé et assemblé a la surface de la cellule héte ou il pourra bourgeonner en utilisant la
bicouche lipidique de la cellule héte pour générer son enveloppe virale dans un processus

orchestré par la protéine régulatoire gag[29]. (Figure 3)
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Figure 3. — Cycle de réplication du VIH-1

Le cycle de réplication du VIH-1 se déroule en plusieurs étapes commencgant par
I’attachement du virus et son entrée dans la cellule hote. Ensuite il y a
rétrotranscription du génome viral et intégration dans I’ADN de la cellule hote. 11 est
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ensuite transcrit et traduit par la machinerie cellulaire de la cellule qui forme les
protéines composant le virus. Il est ensuite assemblé avant de bourgeonner a la surface
de la cellule infectée. Ces différentes étapes peuvent étre ciblées par différents facteurs
de restriction ainsi que par différentes molécules de la thérapie antirétrovirale. Source :
Engelman A, Cherepanov P. The structural biology of HIV-1: mechanistic and
therapeutic insights. Nat Rev Microbiol. 2012 Mar 16,10(4):279-90. doi:
10.1038/nrmicro2747. PMID: 22421880, PMCID: PMC3588166.

1.1.5 Phases de développement de la maladie

1.1.5.1 Phase aigué

La phase aigiie s’étend sur une période de quelques semaines durant lesquelles les lymphocytes T
CD4+, principales cibles du VIH, sont fortement déplétés au niveau des muqueuses intestinales et
dans le sang périphérique. Cette déplétion s’accompagne d’une forte augmentation de la charge
virale, signe d’une réplication virale particulierement active. L’infection est ensuite partiellement
contrdlée par le développement d’une réponse immunitaire spécifique des lymphocytes T CD8+
et des lymphocytes B[30]. Cette réponse engendre une baisse de la charge virale et une

augmentation modeste du nombre de cellules T CD4+ dans le sang (Figure 4).

1.1.5.2 Phase chronique

Aprés la phase aigiie de la maladie vient la phase chronique. Cette phase asymptomatique
pouvant durer jusqu’a plusieurs années est caractérisée par une réplication virale résiduelle et une
forte activit¢ immunitaire de la part des cellules T CD8+ et CD4+. Durant cette phase, le systeme
immunitaire tient partiellement la réplication virale sous contrdle engendrant une déplétion lente
mais persistante des lymphocytes T CD4+ (Figure 4). Durant cette phase, la persistance du
VIH[31], la translocation microbienne[32], la déplétion des cellules T régulatrices[33] ou encore
les co-infections par d’autres virus [34] sont autant de facteurs menant a 1’activation immunitaire

et I’inflammation chronique.

1.1.5.3 Phase SIDA

La phase SIDA est déclarée quand le nombre de cellules T CD4+ passe sous le seuil de 200 par
ul dans le sang périphérique ou a I’apparition de maladies opportunistes. Cette phase se déclare
généralement apres plusieurs années d’infection. Elle est associée avec une diminution rapide du
nombre de lymphocytes T CD4+ ainsi qu’une augmentation rapide de la charge virale (Figure 4).

Cette atteinte du systéme immunitaire permet a nombres d’infections opportunistes (virales,
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fongiques, parasitaires et bactériennes) normalement peu virulentes de se développer (Revue en

[35D).
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Figure 4. - Evolution de I’infection par le VIH-1

Evolution de I’infection par le VIH-1 montrant la phase aigiie durant entre 6 et 12
semaines, une augmentation de la charge virale et une diminution du nombre de T
CD4+, la phase latente chronique durant entre 7 a10 ans et la phase SIDA associée
avec une forte réplication virale, et un déclin important des T CD4+. Source: An P,
Winkler CA. Host genes associated with HIV/AIDS: advances in gene discovery.
Trends Genet. 2010 Mar;26(3):119-31. doi: 10.1016/5.tig.2010.01.002. Epub 2010
Feb 10. PMID: 20149939, PMCID: PMC3792714.

1.1.6 Réponse immunitaire a I’infection par le VIH
La réponse immunitaire se divise en deux grandes réponses, la réponse innée et la réponse
adaptative. Ces deux réponses sont présentes dans le contexte de I’infection par le VIH mais ne

permettent pas une clairance du virus.

1.1.6.1 Réponse innée
La réponse innée est une réponse rapide, inflammatoire et non spécifique faisant suite a la

détection d’un micro-organisme. Elle représente la premiere stratégie de défense de I’organisme
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face aux différents pathogeénes. La détection du pathogéne se fait par I'intermédiaire de
récepteurs présents a la surface des cellules comme les récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires (PRRs) qui sont capables de réagir aux motifs moléculaires associés a des
pathogénes (PAMPs) et aux motifs moléculaires associés au danger (DAMPS). Certains de ces
PRRs, appelés Récepteur de type toll (TLRs) sont exprimés dans de nombreuses cellules
immunitaires et non-immunitaires. Ils ont un réle clé dans la détection et la réponse innée face au
VIH. Dans le cadre du VIH, I’ADN viral est détecté apres I’étape de transcriptase inverse par les
PRRs notamment par la protéine inductible par l'interféron-y 16 (IFI16) dans les cellules T CD4+
et déclenche la pyroptose des cellules infectées[36, 37]. Le VIH peut également étre détecté par
les TLR endosomaux, capable de reconnaitre I’ARN virale simple brin, notamment par le TLR8
engendrant une production de TNF-a et d’IFN-y chez les cellules dendritiques et les
macrophages. Enfin, certaines protéines du VIH-1 telles que Nef et Vpr peuvent étre détectées
par les TLR4 et TLR2 engendrant une activation cellulaire ainsi que la production d’IL-6 et du
TNF-o. La détection du VIH-1 permet de déclencher I’expression d’interféron de type I
engendrant a son tour une réponse des geénes stimulés par ’interféron (ISGs) qui représente des

centaines de génes dont certains impactent différentes étapes du cycle viral. (Voir Figure 5 [38]).
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Figure 5. - Genes stimulés par I’interféron impactant différentes phases de la réplication virale

Figure montrant les génes stimulés par I’interféron et les différentes étapes du cycle de
la réplication virale associée. Source : Schoggins JW. Interferon-Stimulated Genes:
What Do They All Do? Annu Rev Virol. 2019 Sep 29;6(1):567-584. doi:
10.1146/annurev-virology-092818-015756. Epub 2019 Jul 5. PMID: 31283436.

1.1.6.1.1 Les Facteurs de restriction

Les facteurs de restriction font également partie de la réponse innée et leur expression est
augmentée par la réponse aux interférons de type 1. Les facteurs de restriction viennent bloquer
certaines étapes du cycle de réplication virale mais sont souvent contrecarrés par les protéines
virales régulatrices (Figure 6). De multiples facteurs de restriction ont un impact sur le cycle de
réplication du VIH-1. La tétherine aussi appelée BST-2 est une protéine transmembranaire qui est
capable de s’insérer dans la membrane virale empéchant ainsi le virion d’étre libéré[39]. L’action
de BST-2 permet également de déclencher la voie d’activation NF-kB engendrant 1’activation de
la réponse innée[40]. La protéine Vpu du VIH-1 est un antagoniste 8 BST-2, permettant ainsi au

virus de contrecarrer son action[41]. Un autre facteur de restriction appelé Tripartite motif-
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containing protein 5 (TRIMS5a) est une protéine agissant comme un PRR et en interagissant avec
la capside du VIH, elle active la voie de transcription NF-kB. L’expression d’une mutation de
TRIMS5a est associée avec la capacité de certains individus a contrdler la réplication virale[42].
Le facteur de restriction SAMHDI1 est une enzyme dNTPase, elle agit en diminuant les ANTP
disponibles pour la transcriptase inverse, principalement dans les cellules myéloides[43]. 1l est
intéressant de noter que les protéines accessoires Vpx et Vpr du VIH-2 viennent contrecarrer
I’effet de SAMHDI1[44, 45]. Apolipoprotein B mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide-like
3G (APOBEC3G) est un autre exemple de facteurs de restriction cellulaire. APOBEC3G est une
protéine qui provoque des mutations sur le brin d’ADN viral négatif nouvellement synthétisé[46].
APOBEC3G restreint également le VIH en se fixant sur I’ARN viral ce qui a pour effet de
bloquer la transcription inverse[47]. La protéine Vif du VIH-1 cible APOBEC3G et entraine sa

dégradation par le complexe ubiquitine-protéasome[48].
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Figure 6. — Les facteurs de restriction APOBEC3, SAMHDI et BST-2

Figure montrant les facteurs de restriction SAMHD1, APOBEC3 et BST2 et les
protéines virales les contrecarrant dans le contexte de 1’infection par le VIH. Source :
Simon, V., Bloch, N. & Landau, N. Intrinsic host restrictions to HIV-1 and mechanisms
of viral escape. Nat Immunol 16, 546553 (2015). https://doi.org/10.1038/ni.3156
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1.1.6.1.2 Cellules de I'immunité innée et VIH-1

Les principaux types cellulaires de I’'immunité innée sont les cellules dendritiques, les
monocytes, les macrophages et les cellules tueuses naturelles (Natural Killer cells/NK). Ces types
cellulaires interviennent différemment dans la défense de 1’hote contre I’infection par le VIH-1

ainsi que dans sa dissémination dans I’organisme.

Les cellules dendritiques sont parmi les premieres cellules a détecter le virus au niveau des
muqueuses et jouent un réle important dans 1’établissement de I’infection au VIH-1 et la
progression de la maladie [49]. Les cellules dendritiques détectent I’ARN simple brin du VIH-1
par le TLR7 ce qui conduit a leur activation et leur sécrétion d’interleukines comme IL-2, IL-7,
IL-12, IL-15, IL-18, IL-23 et IL-27[50]. Ces interleukines orchestrent la réponse immunitaire en
induisant la maturation, I’activation et la prolifération des cellules Thl. Les cellules dendritiques
expriment CD4, CXCR4, et CCR5[49] ce qui les rend susceptibles au VIH-1. Elles ne sont
pourtant pas une cible majeure du virus mais leur capacité d’internaliser le VIH-1 en fait un type
cellulaire capable d’infecter directement d’autres cellules par contact. Les cellules dendritiques
représentent un moyen pour le VIH-1 de se disséminer dans I’organisme du fait de la capacité de
relocalisation de ces cellules des tissus vers les organes lymphoides secondaires qui comprennent
une haute densité de cellules T CD4+ avec lesquelles les cellules dendritiques forment des

synapses immunologiques.

Les cellules NK sont des cellules effectrices cytotoxiques innées qui expriment une variété de
récepteurs activateurs et inhibiteurs leur permettant de détecter les cellules infectées ou
transformées par les virus. La détection de cellules infectées déclenche la libération de granules
cytotoxiques et déclenche la production de cytokines par les NK. Les cellules NK sont également
capables de déclencher la cytotoxicité a médiation cellulaire (ADCC) dépendante des anticorps
par le biais de leur récepteur FcyRIIl. Le VIH-1 réduit ’expression du HLA de classe I sur les
cellules infectées, ce qui augmente la réponse des NK a leur égard[51, 52]. Néanmoins, le VIH-1
peut aussi échapper a ce mécanisme en ne diminuant pas 1’expression des HLA-C et HLA-E, ce

qui protege les cellules infectées de la réponse ADCCJ[53].

Les monocytes et les macrophages sont des cellules immunitaires innées d’origine my¢loide qui
forment une premiere ligne de défense contre les pathogenes en les détectant par I’intermédiaire

de leur PRR. Ils sont capables de détecter les acides nucléiques et les protéines du VIH-1 par
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I’intermédiaire de TLR de surface ou intracellulaires. Cette détection initie leur activation et leur
évolution vers un profil inflammatoire[54]. Lorsque les monocytes sont activés, ils peuvent
migrer dans les tissus et acquérir un phénotype macrophagique. Les macrophages sont sensibles a
I’infection par le VIH-1 et leur localisation tissulaire peut contribuer a la persistance virale en

créant des réservoirs [55, 56].

1.1.6.2 Réponse adaptative
La réponse immunitaire adaptative est une réponse spécifique au pathogéne impliqué et dans le
cadre du VIH, elle repose fortement sur I’activation de la réponse T CD8+, T CD4+ et des

lymphocytes B.

1.1.6.2.1 Réponse immunitaire cellulaire

La réponse immunitaire cellulaire représente une partie majeure de la réponse adaptative, dans le
cadre du VIH-1, elle est médiée en grande partie par I’activation des cellules T CD8+ qui sont
capables de reconnaitre et détruire spécifiquement les cellules infectées par le VIH-1. Elles sont
en grande partie responsables de la résolution de I’infection aigue par le VIH-1. Elles
reconnaissent les peptides viraux présentés par le CMH de classe 1 a la surface des cellules
infectées et produisent des enzymes cytotoxiques et des granzymes B qui détruisent les cellules
infectées. Le VIH-1 peut néanmoins échapper a la réponse cytotoxique des T CD8+ grace a la
protéine régulatoire Nef qui diminue 1’expression du CMH de classe I a la surface des cellules
infectées[57]. Les mutations du VIH-1 et plus précisément de ces antigenes viraux lui permettent

¢galement d’échapper a cette réponse la rendant inefficace.

Les cellules T CD4+ activées sont la cible privilégiée du VIH-1 dans laquelle le virus se réplique
et elles représentent également une composante majeure dans ’orchestration de la réponse
adaptative. Les cellules T CD4+ sont nécessaires pour améliorer la réponse des T CD8+ en
donnant aux cellules dendritiques le signal (CD40/CD40L) d’augmenter leur capacité¢ de
présentation antigénique et de costimulation a un niveau suffisant pour engendrer une activation
des T CD8+[58]. Leur déplétion explique en partie pourquoi la réponse adaptative échoue a

controler le VIH-1.
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1.1.6.2.2 Réponse immunitaire humorale

La réponse humorale implique la production d'anticorps dirigés contre les protéines du VIH-1. La
plupart des anticorps développés par 1’hote ciblent principalement 1’enveloppe du VIH-1 (Env) ce
qui ne permet pas de neutraliser le virus. Les anticorps neutralisants sont développés plus
tardivement, plusieurs mois apres 1’infection[59] et sont généralement obsolctes a cause de la
capacité de mutation du VIH-1[60, 61]. De plus, les anticorps neutralisants ne sont pas efficaces
pour empécher la transmission du VIH de cellule a cellule. Les protéines virales servant au virus
a initier son cycle viral notamment lors de sa liaison ne sont pas accessibles avant qu'il ne se lie.
Elles restent inaccessibles jusqu'a l'ouverture de la gp120 au moment de sa liaison avec le CD4.
Ses épitopes restent donc cachés au systéme immunitaire. Certaines recherches laissent penser
qu’il serait possible d'ouvrir les protéines de l'enveloppe du VIH afin de mettre en évidence

certains épitopes vulnérables de Env[62].

Le VIH-1 engendre des changements dans le systéme immunitaire humoral comprenant une
activation anormale des cellules B[63] et un échec de réponses de rappel aux antigenes[64]. De
nombreux essais pour développer des vaccins ont été tentés mais aucun vaccin n’a induit de fagon
fiable des anticorps semblables aux anticorps neutralisant a large spectre[65]. Récemment, une
étude clinique de phase I utilisant une triple combinaison d’anticorps neutralisants a large spectre
a rendu ses résultats montrant une réduction de la virémie chez des patients non traités mais

n’empéchant pas le rebond viral[66].

1.1.6.2.3 Controleurs d’élites et perte de contréle immunologique

Un groupe d’individu appelé controleurs d’¢lites est capable de maintenir une charge virale sous
les limites de détection pendant une longue période en absence de traitement antirétroviral[67].
Ces personnes représentent environ une PVVIH sur 300. Une étude récente a montré que les
séquences du provirus du VIH-1 chez les controleurs d’¢lites sont localisées dans des régions

chromosomiques répressives engendrant une latence profonde[68].

I est intéressant de noter qu’une étude a démontré une forte expression de SAMHDI1 dans les
cellules T CD4+ de contrdleurs d’élites[69]. De plus, une étude a montré une polarisation
phénotypique plus marquée des T CD4+ des controleurs d’¢élites vers les sous types TH1, TH17
et TH22 pouvant expliquer en partie le contrdle viral dont ils sont capables[70]. Des études in

vitro ont démontré que les cellules T CD8+ des contrdleurs d’élite ont des fonctions augmentées
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et qu’elles sont capables de réduire la réplication du VIH-1 jusqu’a 80 %[71]. Les cellules T
CD8+ des contrdleurs d’¢lites cibleraient des épitopes ayant peu de variabilité[72], ce qui
implique que le choix des épitopes viraux présentés exercerait une influence sur le contréle de la
virémie chez ces individus. Certaines études révelent également des mutations dans le HLA de
classe 1 comme le HLA-B27, le HLA-B52 et le HLA-B57 permettant une présentation plus
efficace des peptides viraux aux cellules T CD8+[73]. Malgré le controle exercé par ces PVVIH,
la perte de controle immunologique finit systématiquement par se produire. Elle correspond alors
a une progression de la maladie avec une augmentation de la charge virale et la diminution du
nombre de T CD4+[74, 75]. Dans une étude ayant pour objectif I’identification des mécanismes
liés a la perte de contrdle immunologique, notre groupe a réalisé une analyse par « microarray »
ayant pour but I’identification de biomarqueurs et de facteurs prédictifs. Cette étude a identifié
une diminution de I’expression de plusieurs facteurs liés a la réponse innée et a 1’activation des
cellules T. Cette ¢tude a notamment permis de mettre en évidence une corrélation entre 1’1L-32

total et le déclin des cellules T CD4+[76].

1.1.7 Réservoirs viraux

Les cellules T CD4+ infectées par le VIH-1 meurent généralement rapidement, néanmoins,
certaines de ces cellules persistent et se différencient en cellules T mémoires possédant une
longue durée de vie créant ainsi des réservoirs viraux[77] représentant un obstacle majeur a
I’éradication du VIH-1. Le VIH-1 persiste dans tous les sous-types de cellules T CD4+
mémoires, comme les cellules centrales mémoires, les cellules transitionnelles mémoires et les
cellules effectrices mémoires ainsi que dans nombres de cellules effectrices comme les cellules
folliculaires Tth, les cellules T régulatrices Treg, les cellules Th1 et les cellules Th17 (Figure 7).
Les cellules naives peuvent également contribuer a la persistance du VIH dans une moindre
mesure[78, 79]. Il a ét¢ montré que ces réservoirs viraux s’établissaient rapidement apres
I’infection, rendant difficile I’éradication du virus. Les cellules infectées peuvent se réactiver et
engendrer un rebond viral en cas d’interruption de la thérapie antirétrovirale combinée. De plus,
certaines cellules infectées peuvent se retrouver dans différents tissus dont certains sont peu
accessibles aux antirétroviraux engendrant alors des réservoirs actifs contribuant au maintien de
I’infection[80]. Chez les personnes traitées par ART, les cellules infectées ont été détectées dans
de multiples tissus comme 1’intestin, les ganglions lymphatiques, le cerveau ou encore la moelle
osseuse. Cette dissémination dans de multiples tissus présentant différentes accessibilités
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médicamenteuses représente un frein important a toute stratégie de « shock and kill » ou encore
de « block and lock ». La stratégie de « shock and kill » vise a réactiver le réservoir latent (shock)
avec des molécules afin d’exposer le virus au systéeme immunitaire et stimuler celui-ci pour qu’il
puisse reconnaitre et détruire les cellules infectées (kill)[81]. La stratégie de « block and lock »
ou blocage et verrouillage empéche la transcription et la réactivation du VIH dans cellules
infectées de facon latente en réduisant durablement au silence le provirus latent dans les cellules

infectées et en prévenant ainsi le rebond[82].

Function

reservoir

Figure 7. — Contributions des sous types de T CD4+ a la persistance du VIH

Figure montrant la contribution des sous types de cellules T CD4+ a la persistance du
VIH-1 en fonction de leur fonctions (en jaune), localisation (en vert) et phénotype
mémoire (en bleu). Source : Fromentin R, Chomont N. HIV persistence in subsets of
CD4+ T cells: 50 shades of reservoirs. Semin Immunol. 2021 Jan;51:101438. doi:
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10.1016/j.smim.2020.101438. Epub 2020 Nov 30. PMID: 33272901; PMCID:
PMC8164644.

1.1.8 Thérapie antirétrovirale

1.1.8.1 Histoire du développement des antirétroviraux

Le développement des antirétroviraux remonte aux années 1980 et a été lourdement influencé par
la découverte du VIH ainsi que par le nombre de cas documentés de personnes atteintes par ce
virus. En I’absence de traitement, il n’y avait aucun moyen de ralentir la maladie et la médecine
ne pouvait qu’essayer de soulager les symptomes des malades et prévenir 1’apparition
d’infections opportunistes. La premicére molécule a étre approuvée pour le traitement du VIH par
la « Food and Drug Administration » (FDA) fut la Zidovudine (AZT) en 1985 pour des essais
cliniques sur des sujets infectés. L’AZT est un inhibiteur nucléosidique de la transcriptase inverse
(INTI) qui a été un premier pas franchi dans le traitement du VIH mais cette molécule s’est
avérée assez toxique en provoquant des effets secondaires importants comme des maux de téte,
des pertes de poids, des nausées et des troubles hématologiques[83]. En 1987, d’autres inhibiteurs
de la transcriptase inverse sont développés. Le Dr Bernard Belleau congoit la lamivudine qui sera
synthétisée en 1989 par la société québécoise BioChem Pharma et son activité antivirale contre le
VIH sera démontrée in vitro par le chercheur canadien Mark Wainberg. A partir de 1996[84],
I’utilisation de la trithérapie a permis de fortement diminuer le nombre de déceés imputable au

VIH. Depuis cette époque, de nombreuses molécules ont été autorisées par la FDA (Tableau 1).
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FDA Approval of HIV Medicines

1987
Zidovudine (NRTI)

1981: First AIDS cases are reported in the United States.

1991
Didanosine* (NRTI)

1992
Zalcitabine* (NRTI)

1994
Stavudine* (NRTI)

1995

1996

1997

P 2 1998 1999
Lamivudine (NRTI)  Indinavir* (P1) Combivir (FDC) Abacavir (NRT) Ao anativs o
Saquinavir (PI) Nevirapine (NNRTI)  Delavirdine* (NNRTI)  Efavirenz (NNRTI) P
Ritonavir (PI) Nelfinavir* (P1)
2003
Didamsiznggg* (NRT) 2001 Atazareir () 2004
Kaletra (FDC) Tenofovir DF (NRTI) Emtricitabine (NRTI) Epzicom (FDC)

Cabotegravir (INSTI)

i Enfuvirtide (FI Truvada (FDC,
Trizivir (FDC) Fosamprenav[ir()Pl} (G
2006 2007
. 200_5 Atripla (FDC) Maraviroc (CA) _2_008
Tipranavir (P parjnavir (Pl Raltegravir (NsT)  Etravirine (NNRT)
2011 2014
Complera (FDC) 2012 2013 Cobicistat (PE)
Nevirapine XR (NNRTI) Stribild (FDC) Dolutegravir (INSTI) Elvitegravir* (INSTI)
Rilpivirine (NNRTI) Triumeq (FDC)
2018
Biktarvy (FDC)
Cimduo (FDC)
2015 2016 Delstrigo (FDC)

Evotaz (FDC) Descovy (FDC) 2017 Doravirine (NNRT]) 2019
Genvoya (FDC) Odefsey (FDC) Juluca (FDO)  palizumab-uiyk (PA) ~ Dovato (FDC)
Prezcobix (FDC) symfi (FDC)

Symfi Lo (FDC)
Symtuza (FDC)
Temixys (FDC)
2020 2021
Fostemsavir (Al) Cabenuva (FDC)

Drug Class Abbreviations:

Al: Attachment Inhibitor; CA: CCR5 Antagonist; FDC: Fixed-Dose Combination;Fl: Fusion Inhibitor; INSTI: Integrase Inhibitar;

NNRTI: Non-Nucleoside ReverseTranscriptase Inhibitor; NRTI: Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitor;

PE: Pharmacokinetic Enhancer; Pl:Protease Inhibitor; PAI; Post-Attachment Inhibitor

HIVinfo.
NIH.gov

*Note: Drugs with an asterisk are no longer available and/or are no longer recommended for use in the United
States by the HHS HIV/AIDS medical practice guidelines. These drugs may still be used in fixed-dose combination formulations.

Tableau 1. — Molécules antirétrovirales approuvées par la FDA
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Tableau relatant des avancées en mati¢re de molécules approuvées par la FDA pour le
traitement du VIH-1 entre 1985 et 2021. Source :
https://hivinfo.nih.gov/understanding-hiv/infographics/fda-approval-hiv-medicines

1.1.8.2 Mode d’action des antirétroviraux

1.1.8.2.1 Les inhibiteurs de la transcriptase inverse (ITI)

Cette premicre classe d’inhibiteur permet de contrecarrer I’enzyme de la transcriptase inverse
permettant au VIH de convertir son ARN viral en ADN viral. Cette étape est cruciale pour le
cycle de réplication du VIH et son blocage s’avére trés efficace. Il existe deux types d’ITI, les
inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse (INTI) et les inhibiteurs non nucléosidiques
de la transcriptase inverse (INNTI). Les INTI s’incorporent directement dans la chaine ADN en
cours de synthése (terminaison de chaine) tandis que les INNTI sont capables de se lier

directement a la transcriptase inverse pour la neutraliser[85].

1.1.8.2.2 Les inhibiteurs d’entrées

Les inhibiteurs d’entrées impactent le cycle de réplication du VIH dans sa phase la plus précoce a
savoir sa liaison avec ses corécepteurs (inhibiteurs de corécepteurs) et la fusion de sa membrane
avec la membrane cellulaire (inhibiteur de fusion). Les inhibiteurs de corécepteurs se lient avec le
corécepteur du VIH comme le CCRS (maraviroc)[86] ou directement avec la protéine virale

GP120 (fostemsavir)[87].

1.1.8.2.3 Les inhibiteurs de la protéase

Les inhibiteurs de la protéase agissent en bloquant I’enzyme de la protéase qui est nécessaire au
virus dans son cycle de réplication afin de cliver et d’assembler les protéines virales. Il existe
deux types d’inhibiteurs de la protéase. Les inhibiteurs de la protéase non peptidique (IPN) se
lient directement a la protéase du VIH. Les inhibiteurs de la protéase peptidique (IPP) agissent en

bloquant les sites actifs de la protéase, c’est le cas du ritonavir ou encore du saquinavir[88].

1.1.8.2.4 Les inhibiteurs d’intégrases
Les inhibiteurs d’intégrases agissent sur l’intégrase, une enzyme primordiale pour la phase
d’intégration du VIH dans le génome de la cellule hote. Ces inhibiteurs se lient a 1’intégrase et

bloquent son activité biologique[89], c’est le cas raltegravir et de I’elvitégravir (tous deux de
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premicre génération) et également du bictégravir, du dolutégravir et du carbotégravir (de

deuxiéme génération).

1.1.8.2.5 Les inhibiteurs de capside

Le Lenacapavir est un inhibiteur a longue durée de vie de la capside du VIH-1. Il s’attache
directement aux sous-unités protéiques de la capside du VIH-1. Il intervient dans différentes
phases du cycle viral comme le transport nucléaire, 1’assemblage virale, le relargage ou

I’assemblage de la capside[90, 91].

1.1.8.3 Thérapie antirétrovirale combinée

Le concept de thérapie combinée a ét¢ démontré pour la premicre fois lors de la 11e conférence
internationale sur le SIDA a Vancouver (Canada) en 1996. Elle consiste en [’utilisation de
plusieurs molécules ayant différents impacts sur le cycle de réplication du VIH afin de réduire le
risque de résistance et d’évasion virale. Au départ, les traitements consistaient en une
combinaison d’INNTI et d’INTI afin de contrecarrer la transcriptase inverse du VIH. Avec le
temps, les traitements ont inclus des inhibiteurs de protéase, de 1’intégrase, des inhibiteurs
d’entrée et des inhibiteurs de fusion. Il existe actuellement de nombreuses molécules et anticorps

dans 6 classes permettant un grand nombre de combinaisons (voir Tableau 1).

1.1.8.4 Traitements préventifs

La PrEP (Prophylaxie préexposition) est une méthode approuvée par la FDA depuis 2012 qui
consiste en I’administration d’antirétroviraux de maniere préventive. L’Organisation mondiale de
la Santé¢ (OMS) a recommand¢ 1’utilisation de la PrEP a partir de 2014, apres la publication des
premicres études sur cette prophylaxie préexposition[92]. Elle repose sur 'utilisation d’agents
antirétroviraux pour réduire les risques d’infection chez les personnes a risque comme les
hommes ayant des relations sexuelles avec des hommes (HARSAH), les personnes en relation
avec une personne vivant avec le VIH, les personnes prenant des drogues injectables ou encore
les travailleurs du sexe. Elle consiste en 1’utilisation d’'une combinaison d’antirétroviraux comme
I’emtricitabine et le tenofovir. Elle est particulicrement efficace chez les HARSAH car des
concentrations plus ¢élevées de PrEP ont été détectées dans les tissus rectaux, comparativement

aux tissus vaginaux[93]. L’étude frangaise IPERGAY a ¢été publiée pour étudier la PrEP
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intermittente avec tenofovir disoproxil et emtricitabine, par rapport a un placebo[94]. La PrEP
intermittente a révélé une réduction significative du risque de contracter le VIH chez ces
HARSAH ayant des comportements a risque (86 %, 95 % IC 40-99) par rapport au groupe

placebo. L’efficacité était de 99% chez les individus prenant le médicament tel que prescrit.

1.2 Conséquences de I’infection chronique par le VIH :

1.2.1 Inflammation chronique

Nombres de cytokines jouent un réle inflammatoire dans le corps dans le cadre de la réaction
immunitaire. Ces cytokines reviennent a un niveau basal une fois le pathogene ¢éliminé grace a
des contres mécanismes ayant pour but le maintien de I’homéostasie dans le corps. Cependant,
dans le cadre d’infection chronique comme I’infection par le VIH, le systéme immunitaire reste
toujours en alerte et les cellules impliquées continuent de secréter des cytokines inflammatoires
qui jouent alors un rdle délétére. Dans ce cas, on parle d’inflammation chronique. Cette
inflammation persistante est due principalement a la translocation microbienne. Elle est une
résultante de la forte déplétion immunitaire engendrée par le VIH-1 au niveau de la barricre
intestinale[95]. Les cellules Th17 sont un sous type de cellules T CD4+ jouant un role dans le
maintien de I’homéostasie intestinale notamment en défendant I’organisme contre les bactéries et
les champignons[96]. Les cellules Th17 produisent IL-17 et IL-22 induisant la sécrétion de
peptides antimicrobiens tels que la B-défensine 2 humaine (HbD-2) et la lipocaline-2 (LCN2) par
les cellules épithéliales intestinales. Les cellules Th17 sont particulierement sensibles a
I’infection par le VIH-1[97]. La déplétion des Th17 et la reconstitution incomplete de cette
population sous ART entrainent une atteinte prolongée de la défense immunitaire
antimicrobienne[98]. La translocation microbienne est associée avec une augmentation de la
perméabilité intestinale favorisant la libération de bactéries et de produits bactériens dans la
circulation sanguine[99]. Cette dérégulation entraine un activation immunitaire et participe ainsi
a ’inflammation chronique en plus d’entrainer sa dysfonction et son épuisement[100]. Les taux
plasmatiques de LPS (lipopolysaccharide) et de CD14 solubles, marqueurs de la translocation
microbienne, sont augmentés chez les sujets infectés par le VIH non traités et traités[101]. Des

¢tudes ont montré que la supplémentation quotidienne en probiotique chez des PVVIH n’étant
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pas traitées par thérapie antirétrovirale était capable de réduire les niveaux de marqueurs
inflammatoires dans le sérum, de réduire les niveaux d’activation des cellules immunitaires et de
réduire la translocation microbienne[102, 103]. Les mémes résultats ont été observés chez les
PVVIH sous traitements antirétroviraux[104]. Chez les PVVIH, une dysbiose peut étre observée
quand une augmentation des germes pathogéniques se produit en comparaison a la flore
commensale[105]. Une étude menée sur des PVVIH non traitées a observé une augmentation de
I’abondance de bactéries du genre Pseudomonadota (anciennement Proteobacteria) et une
diminution de 1’abondance de Bacillota (anciennement Firmicutes) chez les PVVIH en
comparaison a la population non-infectée[106]. Une telle modification d’équilibre engendre des
changements dans I’homéostasie du tissu, dans le maintien de la perméabilité intestinale et dans
la diminution de la présence d’acides gras a chaine courte jouant un role anti-inflammatoire. Une
é¢tude a démontré que la prévalence d’Enterobacteriaceae et de Streptococcus était plus haute
chez les personnes possédant de I’athérosclérose en comparaison a la population générale[107].
Chez les PVVIH, une étude a montré que les changements dans le microbiote pouvaient étre
associés avec le statut inflammatoire de I’hote avec le genre Collinsella étant enrichi dans le
microbiote des personnes avec de I’athérosclérose symptomatique tandis que les genres

Roseburia et Eubacterium étaient enrichis dans le microbiote du groupe controle[108].

Les cytokines impliquées dans I’inflammation chronique sont multiples mais quelques-unes y
jouent un role plus prépondérant, c’est notamment le cas du TNF-a, de I’'IL-6, de I’'IL-1p et de

I'TFN-y[109, 110].

Le TNF-a est une cytokine inflammatoire majeure étant considéré comme le maitre de
I’inflammation. Cette molécule est produite principalement par les cellules hématopoiétiques, les
macrophages et les lymphocytes T[111]. La production de TNF-a est augmentée par la liaison
entre la GP120 et le récepteur CD4 a la surface des macrophages mais aussi en réponse a la
protéine Nef dans ce méme type cellulaire. L expression du TNF-a est augmentée dans les
ganglions lymphatiques, le plasma et le liquide céphalo-rachidien des personnes vivant avec le
VIH. Les concentrations plasmatiques de TNF augmentent dans toutes les phases de 1’infection
par le VIH, et les niveaux circulants de récepteurs du TNF sont souvent utilisés comme
indicateurs de I’activité du TNF in vivo[112]. Le TNF-a est également augmenté indirectement

dans I’infection par le VIH par la translocation microbienne résultant de ’insulte subit par les
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intestins lors de la primo-infection. La liaison du TNF a ses récepteurs déclenche plusieurs
cascades de signalisation comme NF-kB, MAPK, ERK et INK[112]. Le TNF-a joue un réle dans
la pathogenése de 1’athérosclérose en augmentant I’adhérence des leucocytes aux cellules
endothéliales via I’induction de I’expression de molécules d’adhérence cellulaires telles que
ICAM-1 et la molécule d’adhérence cellulaire vasculaire-1 (VCAM-1)[113]. Il joue également un
role dans le développement des maladies cardiovasculaires en modifiant le métabolisme des

lipides et notamment en induisant une hypertriglycéridémie[114].

De hauts niveaux d’IL-6 ont été relevés dans le sang de patients atteints de maladies
coronariennes en comparaison a la population générale[115]. L’interleukine 6 (IL-6) est une
cytokine jouant un role crucial dans la réponse inflammatoire aigue et chronique[116]. L’IL-6 est
produite par de nombreuses cellules immunitaires comme les cellules T, les macrophages, les
cellules dendritiques, les monocytes, les cellules B et non immunitaires comme les kératinocytes,
les cellules épithéliales, les fibroblastes et les cellules musculaires[117, 118]. L’IL-6 peut
engendrer la production d’autres cytokines inflammatoires tel que I’IL-1f et le TNF-a. De hauts
niveaux d’IL-6 ont été relevés chez des patients ayant eu une rupture de la plaque
d’athérosclérose coronaire[119] I’associant donc a une progression plus rapide de la maladie ainsi
qu’a une mortalit¢ augmentée. L’augmentation des niveaux d’IL-6 dans 1’aorte engendre une
boucle de rétroaction positive avec un dysfonctionnement mitochondrial vasculaire et ces
altérations favorisent le développement de I’athérosclérose[120]. Dans le contexte du VIH-1,

I’IL-6 plasmatique est augmentée chez les PVVIH méme sous traitement antirétroviral[121, 122].

L’interleukine 1-f (IL-1p) est une cytokine inflammatoire produite par différents types cellulaires
qui peut provoquer la sécrétion d’autres cytokines inflammatoires telles que le TNF-a et I’'IL-6.
L’IL-1B est produite par de nombreuses cellules immunitaires comme les macrophages, les
cellules dendritiques, les mastocytes, les cellules NK, les cellules B et T, les neutrophiles et les
monocytes et non immunitaires comme les cellules endothéliales[123-125]. L’IL-1 joue un role
sur les cellules endothéliales humaines en activant leurs fonctions inflammatoires comme leur
expression de molécules d’adhérence, comme VCAM-1[126] et de chimiokines comme CCL-2
ou encore leur activité coagulante. Ces changements induisent une capacit¢ augmentée des
cellules endothéliales a recruter des monocytes, qui sont un type cellulaire clé¢ dans le

développement de [’athérosclérose. L’expression d’IL-1B est augmentée dans les artéres
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athérosclerotiques en comparaison aux artéres saines et corréle avec la sévérité de la
maladie[127]. Dans le contexte du VIH-1, I'IL-1B est augmentée notamment dans le

compartiment lymphatique et est associée avec la progression de la maladie[128].

L’IFN-y joue un role dans le développement de 1’athérosclérose. Il impacte le recrutement des
cellules immunitaires sur les sites d’accumulation de lipoprotéines et également Ie
développement des plaques et leur stabilité[129, 130]. L’IFN-y modifie I’expression des protéines
de transport du cholestérol comme les récepteurs capteurs ce qui favorise la formation de cellules
spumeuses qui est un des premiers signes du développement de 1’athérosclérose[131]. 1l a été
démontré que la stimulation de macrophages par I’'IFN-y pouvait augmenter I’expression de ces
récepteurs capteurs [132] tout en inhibant les protéines dites de transport inverse du cholestérol ,
ce qui résulte en I’accumulation de lipides et la formation de cellules spumeuses [133].L°IFN-y
est fortement produit par les cellules Th1[134] qui est le sous-type de lymphocyte T le plus
répandu dans les plaques athérosclerotiques[135, 136]. L’IFN-y déclenche I’activation de voies
de signalisation pro-inflammatoires dans de nombreuses cellules qui favorisent le recrutement de
monocytes de la circulation sanguine vers les cellules endothéliales ou il augmente I’expression

de leurs molécules d’adhérence comme ICAM-1 et VCAM-1[137, 138].

1.2.1.1 Inflammageing

L’inflammageing ou en frangais 1’inflammation liée a I’age peut étre décrit dans une population
agée par une présence ¢élevée de marqueurs inflammatoires, un risque augmenté de mort
prématurée, une forte incidence de comorbidités et un risque augmenté d’invalidité et de
faiblesse[139-142]. Plusieurs marqueurs inflammatoires sont augmentés chez les personnes agées
tel que I’IL-6, le TNF-a et les CRP et ces marqueurs ont été identifiés dans le plasma et le sérum
comme ¢étant de forts prédicteurs de mortalité dans cette population dans de nombreuses
études[143-145]. L’IL-1p a également été identifiée comme étant impliquée dans la pathogenése
de maladies liées a 1’age[146]. Dans le contexte du VIH, une augmentation de la circulation de
CRP et d’IL-6 est prédictrice du développement de maladies liées a I’age qui sont déja plus
prévalentes dans cette population en comparaison a la population générale[147-150]. Une étude
réalisée en 2014[151] a cherché plus de biomarqueurs pouvant étre associés avec le vieillissement
et ’inflammation. Sur 19 biomarqueurs potentiels, 10 étaient significativement liés a 1’age. C’est

le cas des CRP, de I'IL-1RA, de I’'IL-6, de I’'IL-10, de I'IL-15, de I'IL-18, de CCL4, de sGP130
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et des STNFR I et II. Cette étude nuance le dogme selon lequel le vieillissement augmente
uniquement la production de médiateurs inflammatoires. En effet, une augmentation de
I’expression de molécules anti-inflammatoires est observée parmi ces biomarqueurs suggérant
que le processus de vieillissement engendre des contres mécanismes a 1’inflammation pouvant

dans une certaine mesure protéger les personnes contre I’inflammation de faible intensité[151].

1.2.1.2 Sénescence cellulaire

La sénescence est un phénoméne associ¢ avec la diminution de la taille des télomeres en
conséquence d’un grand nombre de réplication de I’ADN[152]. Les télomeres sont formés d’un
complexe d’ADN et de protéines localisées a I’extrémité des chromosomes et qui avec la
télomérase, jouent un role essentiel dans le maintien de I’intégrité du génome[153]. La taille
moyenne des télomeres ainsi que 1’activité de la télomérase diminuent dans les lymphocytes avec
I’age[154]. La sénescence peut également étre provoquée par diverses insultes tel que le stress
oxydatif ou encore I’activation de signaux tumorigenes[155, 156]. La sénescence cellulaire
engendre un phénotype similaire dans la plupart des cellules comprenant I’arrét du cycle
cellulaire, une augmentation de I’activité de la béta galactosidase associée a la sénescence (SA-f
Gal), des dégats au niveau de ’ADN lorsque les télomeres sont érodés et la sécrétion de
cytokines inflammatoires comme IL-6 et IL-8[157]. Chez les PVVIH, les cellules T du sang
périphérique présentent plus de signes de sénescence tels qu’une augmentation de 1I’expression de
CD57 et une diminution de I’expression de CD28[158]. Dans cette population, on note un
enrichissement de cellules effectrices et de cellules « terminally differenciated » démontrant une

activation immunitaire déterminée par la co-expression d’HLA-DR et du CD38[159].

1.2.1.3 Immunosénescence

L’immunosénescence peut étre décrite comme un déclin de la fonction du systéme immunitaire
engendrant une augmentation de la prévalence de comorbidités comme les cancers, les maladies
cardiovasculaires, les infections et les maladies auto-immunes dans la population agée[160, 161].
Elle est influencée par I’historique des expositions antigéniques d’un individu, le stress
environnemental et les infections aigue ou chroniques[160]. Les maladies cardiovasculaires sont
associées a I’immunosénescence par différents mécanismes. Les cellules T sénescentes secrétent

des cytokines pro-inflammatoires activant les macrophages ce qui engendre la dégradation de la

45



matrice cellulaire par le relargage de métalloprotéinases. Elles secrétent également des

granzymes et des perforines engendrant des dégats aux cellules endothéliales.[162, 163].

1.2.1.4 Epuisement immunitaire

L’épuisement immunitaire est la résultante d’un dysfonctionnement d’un mécanisme normal
ayant pour role de contrdler 1’activation des cellules T afin de retrouver un niveau d’activation
homéostatique[164]. 1l est régulé par des inhibiteurs de checkpoint immunitaires incluant PD-1,
CTLA4, LAG3 ou encore TIM3, entre autres [165]. Cependant, dans le cas ou le pathogéne ne
peut étre €liminé, ce processus s’intensifie et les cellules immunitaires entrent alors dans une
phase dite d’épuisement cellulaire. Chez les cellules T CD8+, Cet état correspond a une perte de
la capacité effectrice des cellules, la perte de 1’expression d’IL-2, suivi par une perte de
I’expression de TNF-a et d’IFN-y et une co-expression augmentée de molécules inhibitrices[ 165,

166].

1.3 Conséquences de I’inflammation chronique sur le

développement du vieillissement prématuré :

La thérapie antirétrovirale combinée a fortement réduit la mortalité¢ chez les PVVIH ce qui a
induit une augmentation importante de leur espérance de vie[167]. Aux Etats-Unis en 2021, la
proportion de PVVIH de plus de 50 ans était de 53%[168]. Un chiffre qui pourrait atteindre 73%
d’ici a 2030 selon une étude[169]. Dans ce contexte, le vieillissement prématuré constitue un
obstacle a I’augmentation de I’espérance de vie des PVVIH pour la rapprocher de celle de la
population générale. Les PVVIH peuvent en effet montrer des signes de vieillissement accéléré
méme a un age relativement jeune comme une occurrence prématurée du développement de

maladies cardiovasculaires, d’atteintes cérébrales ou de cancer.

1.3.1 Maladies cardiovasculaires

Les PVVIH recevant un traitement antirétroviral sont en effet plus a risque en comparaison a la
population générale d’étre affecté par des infarctus du myocarde[170], des accidents vasculaires
cérébraux[171] (un risque de 1.7[172]) et de 'insuffisance cardiaque[173] (une incidence de
2,8% supérieure[174]), des pathologies liées au développement de 1’athérosclérose[175]. Des
é¢tudes ont démontré que parmi les patients agés, le risque de développer des maladies

cardiovasculaires augmente a la fois chez les PVVIH et dans la population générale mais que le
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risque était plus grand chez les PVVIH[176, 177]. Dans une ¢tude de 2007 et dans une population
de PVVIH, il a ét¢ montré que le taux d’infarctus du myocarde passait de 0,27 pour 1000
personnes par ans chez des individus de 25 a 30 ans a 16,99 pour 1000 personnes par ans chez
des individus d’age supérieur a 70 ans. L’athérosclérose joue un réle majeur dans 1’occurrence
des maladies cardiovasculaires et son étude est d’une importance capitale pour réduire la

prévalence des maladies cardiovasculaires chez les PVVIH[178].

La formation des plaques d’athérosclérose commence par I’accumulation de LDL-oxydées (ox-
LDL) dans la paroi artérielle et plus précisément dans 1’intima[179]. Cette rétention provoque
une inflammation locale avec un afflux de monocytes qui se différencient en macrophages. Ils
accumulent le cholestérol intracellulairement et produisent des médiateurs inflammatoires. Ces
médiateurs inflammatoires incluent IL-6 qui déclenche ’activation de la phase de réponse aigue
au niveau du foie et augmente la circulation de CRP dans 1’organisme[180]. Les cellules
vasculaires musculaires lisses jouent également un réle dans le développement de
I’athérosclérose. Dans les 1ésions athérosclerotiques avancées, il est considéré que plus le ratio de
ces cellules en comparaison aux macrophages est élevé, plus la plaque sera stable[181]. Il était
soupconné depuis plusieurs dizaines d’années que les cellules vasculaires musculaires lisses
possédaient la capacité de se transdifférencier vers un phénotype proche des macrophages afin de
stocker des lipides[182], des études ont pu confirmer cette affirmation[183, 184]. Plusieurs types
de cellules immunitaires jouent un role important dans le développement de I’athérosclérose

(Figure 8).

Les monocytes jouent un rdle important dans le développement de 1’athérosclérose, apres leur
attraction et leur migration trans-endothéliale, ils se différentient en macrophages sur les sites
inflammatoires, accumulent des lipides (LDL-oxydées) par phagocytose et forment les cellules
spumeuses [185]. Les monocytes engendrant cette réponse font majoritairement partie du sous-
type dit « classique » qui se caractérise par une forte expression de CCR2 et une faible expression
de CX3CRI. Il a été montré que ce sous-type de monocytes infiltre rapidement les tissus
inflammés tout en participant a I’inflammation chronique[186]. Ces cellules spumeuses peuvent
jouer un role dans la déstabilisation de la plaque en secrétant des métalloprotéinases de la matrice
(MMPs) et en dégradant les fibres de collageéne dans la matrice extracellulaire de la plaque [187,

188]. La résolution de I’inflammation au niveau des plaques d’athéroscléroses ne peut se faire a
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cause de la persistance des corps apoptotiques des cellules ayant accumulé des lipides engendrant

une inflammation chronique localisée et persistante.

Les neutrophiles sont impliqués dans le développement de 1’athérosclérose. Ils sont recrutés au
niveau des artéres par la liaison du CCLS5 avec CCR1 et CCRS, et de I’adhérence ferme avec
CCR2 et CXCR2[189]. L’infiltration de neutrophiles est associ¢e a des 1ésions tissulaires dans
une grande variété de contextes cliniques, y compris les 1ésions pulmonaires aigués, les infarctus
du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux[190, 191]. Les neutrophiles sont capables
d’activer des pieges extracellulaires. Ce processus commence par 1’activation des récepteurs de
surface qui modifie la perméabilité de la membrane plasmique, la réorganisation du cytosquelette
et de ’enveloppe nucléaire et I’assemblage de protéines antimicrobiennes comme des histones,
des protéines granulées et des protéines cytosoliques sur la chromatine[192, 193]. Le picge
extracellulaire extériorise I’ADN nucléaire et mitochondrial[194]. Ce processus permet de limiter
la dissémination des pathogénes en les capturant. Lorsque les piéges extracellulaires des
neutrophiles se retrouvent dans les arteéres, ils peuvent contribuer a la formation de thrombus en
exercant des activités pro-coagulantes et pro-thrombotiques et pouvant entrainer une thrombose
veineuse et artérielle[195]. C’est un mécanisme délétére retrouvé dans les maladies
cardiovasculaires comme 1'athérosclérose et les accidents vasculaires cérébraux[196]. De plus, les
histones contenues dans ces pieges extracellulaires stimulent les monocytes[197] et les cellules
endothéliales[198], deux types cellulaires jouant un rdéle majeur dans le développement de

I’athérosclérose.

Les cellules T sont également recrutées sur les lieux d’inflammation et peuvent étre retrouvées
dans les plaques d’athérosclérose[199]. Des cellules T CD4+ et T CD8+ sont présentent dans les
plaques bien que la majorité des cellules soient des T CD4+. Ces cellules T CD4+ peuvent alors
se différencier en Thl et produire des cytokines inflammatoires telles que ’IFN-y , IL12 et [L-18
jouant un role délétere dans le développement de I’athérosclérose[200]. Des cellules T CD8+ ont
¢été retrouvées dans des 1ésions athérosclerotiques dans un modele murin[201]. Les cellules T
CD8+ retrouvées dans les lésions athérosclerotiques présentent un phénotype mémoire en
exprimant CD45RO et VLA-1[202]. Peu d’information permettent de déterminer comment les
cellules T CD8+ se retrouvent dans les plaques. Une étude chez I’humain a récemment identifié

un sous type de cellules T CD8+ exprimant le récepteur CX3CR1, ce qui pourrait expliquer le
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recrutement de ce sous type par les cellules endothéliales produisant CX3CL1[203]. Deux études
ont déplétées les cellules T CD8+ dans un modele murin développant de 1’athérosclérose ce qui a
permis d’observer une diminution importante du développement des Iésions athérosclerotiques
apres 8 semaines de nourriture enrichie en lipides. Ces études ont également mis en évidence une
diminution du CCL-2 circulant, logiquement associée avec une diminution du nombre de
macrophages accumulés dans les plaques d’athérosclérose. Enfin, une diminution de la taille du
coeur nécrotique a pu étre observé dans les plaques, suggérant un role cytotoxique des cellules T

CD8+ dans ce contexte[201, 204].

Dans le contexte du VIH-1, en plus de I’inflammation chronique jouant un réle majeur, une
augmentation des niveaux des especes réactives de I'oxygene (ROS)[205], notamment par I’effet

de la protéine régulatoire Nef provoque la dysfonction des cellules endothéliales[206].
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Figure 8. — Pathogenése de I’athérosclérose

Présentation schématique de la pathogenése de 1’athérosclérose présentant les
différents stades de développement des Iésions, le stade d’initiation, le stade de strie
lipidique, le stade de plaque fibreuse et le stade de thrombose. Source: Stein/ DC,
Kaufmann BA. Ultrasound imaging for risk assessment in atherosclerosis. Int J Mol
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Sci. 2015 Apr 29;16(5):9749-69. doi: 10.3390/ijms16059749. PMID: 25938969,
PMCID: PMC4463615.

1.3.1.1 Les facteurs de risques dans le développement des maladies cardiovasculaires

1.3.1.1.1 Hypertension

L’hypertension est un facteur de risque majeur dans le développement des maladies
cardiovasculaires. Approximativement un adulte sur 4 développe de 1’hypertension[207]. Une
étude a conclu que le risque de développer une maladie cardiovasculaire augmente en fonction de
la pression systolique[208]. Une méta analyse a conclu que I’hypertension artérielle est associée a
un risque augmenté de développer des maladies coronariennes, de I’insuffisance cardiaque, des
accidents vasculaires cérébraux et une insuffisance rénale[209]. Chez les PVVIH, la prévalence
de I’hypertension est augmentée et de nombreuses études se sont intéressées a comprendre
pourquoi sans trouver de lien direct avec le traitement antirétroviral[210]. Il ressort néanmoins de
ces études que certains facteurs de risques liés aux habitudes de vie impactant I’hypertension sont
plus présents chez les PVVIH en comparaison a la population générale comme la consommation
de tabac, de méme que certaines comorbidités comme le diabéte et les maladies rénales
chroniques[210]. Certaines ¢études suggerent également que la dysfonction des cellules
endothéliales liée a ’infection et/ou au traitement par antirétroviraux pourrait contribuer au

développement de I’hypertension chez les PVVIH[211].

1.3.1.1.2 Anomalies lipidiques

Les anomalies lipidiques sont un facteur de risque important dans le développement des maladies
cardiovasculaires, il a en effet ét¢ montré que des taux élevés de lipoprotéines de basse densité
(LDL) et des taux bas de lipoprotéines de haute densit¢ (HDL) sont associ€és a un risque
augmenté de développer des maladies cardiovasculaires[212]. Dans le contexte du VIH, il a été
déterminé que la thérapie antirétrovirale combinée pouvait induire des lipodystrophies et de la
dyslipidémie[213]. Chez les PVVIH une augmentation des lipoprotéines de basse densité
oxydées (oxLDL) est observée, contribuant a [Dapparition de cellules spumeuses
inflammatoires[214] résultant de 1’internalisation de oxLDL par les macrophages et a la

formation des plaques d’athérosclérose.
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1.3.1.1.3 Consommation de tabac

Beaucoup d’études ont mis en avant le lien entre le tabagisme et les maladies cardiovasculaires
depuis de nombreuses années. Ces études rapportent un risque d’infarctus du myocarde 4,5 fois
plus grand et d’un risque de maladies coronariennes 2 fois plus élevé chez les fumeurs en
comparaison de la population générale[215, 216]. La prévalence des fumeurs parmi les PVVIH
est supérieure a la population générale et oscille entre 40 et 80 % selon les différentes études sur
le sujet[217, 218]. Nombre de complications sont associées a la consommation de tabac chez les
PVVIH comme une forte prévalence de problémes pulmonaires incluant le cancer du
poumon[219]. Globalement, des études reportent une perte de la qualité de vie chez les fumeurs
vivant avec le VIH[220]. La consommation de tabac chez les PVVIH est un facteur de risque
cardiovasculaire important et il a ét¢ montré que I’arrét de la consommation de tabac dans cette
population serait d’une importance capitale pour impacter positivement sa santé

cardiovasculaire[221].

1.3.1.1.4 Obésité

L’obésité est associée a une augmentation significative du risque cardiovasculaire. Elle augmente
le risque de développer une maladie coronarienne ayant pour origine I’accumulation de plaque a
I’intérieur de la paroi des arteres, le risque d’accident vasculaire cérébrale (AVC) et le risque de
développer de Dinsuffisance cardiaque[222]. De plus ’obésité entraine une inflammation
chronique qui accélére le développement de 1’athérosclérose[223]. Les adipocytes peuvent en
effet produire des cytokines inflammatoires telles qu’IL-6, IL-1p et le TNF-a ainsi que des
chimiokines comme CCL2[224] qui jouent un rdle délétere dans le développement de
I’athérosclérose[225]. Chez les PVVIH, I’accumulation de graisse viscérale est un facteur
important de morbidité[226] et 1’accumulation de graisse sous-cutanée correle avec des

marqueurs d’inflammation comme le TNF-a dans cette population, surtout dans un contexte de

diabéte[227].

1.3.1.1.5 Diabete

Le diabéte impacte significativement le risque de développement de maladies cardiovasculaires.
Les personnes atteintes par le diabéte de type 2 ont jusqu’a 4 fois plus de risque de développer
une maladie cardiovasculaire en comparaison a la population générale[228, 229]. De plus, le

diabete cause une inflammation chronique et une dysfonction endothéliale accélérant le
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développement de 1’athérosclérose[230]. Chez les PVVIH, des études suggerent que le traitement
par thérapie antirétrovirale et notamment par des inhibiteurs de la protéase augmente les
déreéglements métaboliques et le développement du diabéte de type 2[231]. La prévalence du
diabéte chez les PVVIH est de 10,3% en comparaison a la population générale qui est a

8.3%[232].

1.3.1.1.6 Maladie rénale chronique

La prévalence des maladies rénales chroniques est en augmentation mondialement et est liée au
développement des maladies cardiovasculaires[233]. Il a ét¢ montré que les patients avec des
maladie rénale de stade 4 et 5 sont plus a risque d’avoir des événements cardiovasculaires
graves[234]. Les maladies rénales chroniques sont fréquentes chez les PVVIH [235]. Les
mécanismes par lesquels les maladies rénales chroniques peuvent contribuer au risque
cardiovasculaire dans le cadre de I’infection par le VIH restent incertains mais il a ét¢ démontré
que les maladies rénales chroniques et 1’albuminurie sont associées aux maladies
cardiovasculaires et a la mortalité chez les personnes infectées par le VIH[236]. Une étude
suggere que les effets néfastes de la fonction rénale réduite sur le contrdle de la pression
artérielle, I’inflammation, la résistance a I’insuline et la dyslipidémie pourrait étre des causes du

développement de 1’athérosclérose chez les PVVIH[237].

1.3.1.1.7 Toxicité des traitements

I a été suggéré que les inhibiteurs de la protéase jouent un role important dans la lipolyse et que
les INTIs sont responsables d’une toxicité mitochondriale[238]. Parmi ceux-ci I’abacavir a été
associ€ a un risque accru de maladies cardiovasculaires. Aprés I’implémentation des inhibiteurs
de la protéase dans le traitement antirétrovirale, des rapports ont commencé a lier leur utilisation
avec le développement de diabéte ou une aggravation d’un diabéte préexistant [239, 240] et le
développement d’une résistance a 1’insuline[241, 242]. La dyslipidémie est également un
probléme récurrent chez les personnes traitées par thérapie antirétrovirale. Une étude a détecté
une augmentation des taux de triglycérides ou de cholestérol chez jusqu’a 74 % de leurs patients
recevant un traitement par inhibiteur de la protéase (IP)[243]. De plus, des taux de lipides plus
¢levés ont été décrits chez les patients recevant des INNTI, et des taux élevés de triglycérides ont

été trouvés chez les patients non traités par inhibiteur de la protéase et traités par des INTI[244,
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245]. Les conséquences des effets métaboliques du traitement antirétrovirale contribuent a une

prévalence accrue des maladies cardiovasculaires, majoritairement de 1’athérosclérose[246].

1.3.1.1.8 Usage de drogues

Il y a une forte prévalence de personnes s’injectant des drogues parmi les PVVIH en comparaison
a la population générale. L ’injection de drogue est un vecteur majeur de maladies transmises par
le sang. Il est estimé que 17.8% des personnes s’injectant des drogues sont des PVVIH. 1l est
¢galement estimé que 52% des personnes s’injectant des drogues sont infectées par I’hépatite
C[247]. L’utilisation de drogues injectables peut générer de 1’inflammation via les blessures
causées par 1’injection ou les infections y étant associées[248, 249]. 1l a également été montré que
les personnes s’injectant des drogues quotidiennement avaient des niveaux d’IL-6 plus élevés que
les personnes n’ayant injecté aucune drogue dans les six derniers mois[250], une cytokine jouant

un role dans le développement des maladies cardiovasculaires.

1.3.2 Atteintes cérébrales
Le VIH-1 est transporté jusqu’au cerveau par les monocytes[251] environ deux semaines apres
I’infection[252]. Avant le développement de la thérapie antirétrovirale combinée, 50% des
patients atteints par le VIH-1 développaient de la démence associée au VIH (HAD)[253]. Depuis
l'implémentation de la thérapie antirétrovirale combinée la population vivant avec le VIH n'a
cess¢ de gagner en age et I’incidence des conditions neurologiques associées au VIH-1 a été
fortement diminuée[254]. Cette population étant plus sujette a des comorbidités reliées a 1'age,
elle présente également un risque plus élevé de dysfonctionnements cognitifs[255]. En effet les
protéines régulatrices du VIH sont impliquées dans le développement de la HAD notamment Nef,
Tat, Env et Vpu[256-259]. Une étude a montré que les personnes vieillissant avec le VIH ont de
moins bonnes performances en ce qui concerne l'attention, les capacités psychomotrices,
I’attention visuelle, et la capacité a exécuter une tdche en comparaison a la population
générale[260]. Cette atteinte du systéme nerveux est liée a de multiples facteurs imputables a la
présence du pathogene viral mais également a la toxicité des traitements, a la présence de
comorbidités, a 1’état psychologique, au style de vie et a 1’age (Tableau 2). L’inflammation joue
également un rdle important dans le développement de la HAD. Les niveaux de TNF-a, I’IL-1,
I’IFN-y et I’IL-6 corrélent avec la gravité des neuropathologies[261, 262].
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La dépression est 2 ou 3 fois plus commune chez les personnes vivant avec le VIH en
comparaison a la population générale[263]. Cette forte prévalence est multifactorielle, elle inclut
le stress de vivre avec une maladie chronique, le choc du diagnostic, la stigmatisation, et la

difficulté d'accés a des supports sociaux[264, 265].

Factor Clinical risk factor Pathogenic mechanisms
Viral factors Systemic antiretroviral treatment failure Ongoing HIV replication in the CNS leading to
Cerehrospinal fluid escape CNS cell damage
History of advanced immunosuppression CMS cell damage due to HIV sustained prior to
ART (legacy effect)
MNeuroinflammation Longer duration of untreated HIV disease Persistent CNS immune and glial cell activation
Antiretroviral drug tosicity Specific antiretroviral agents with known Multiple potential mechanisms
toxicities e.g., efavirenz
Comaorbid conditions Cardiovascular risk factors, in particular Cerebrovascular disease
hypertension
Hepatitis C seropositivity Mechanisms unclear
Mental health conditions Depression, anxiety, and stress Psychological and/or organic factors
Lifestyle factors Recreational drug use and other lifesty le factors Multiple mechanisms
Age Ageing MNeurodegeneration

Cerehrovascular disease

ART, antiretroviral therapy: CNS, central nervous system; (RIS, immune reconstitution inflammatory syndrome.

Tableau 2. — Résumé des principaux facteurs impliqués dans les atteintes cognitives liées au VIH-1

Tableau montrant les liens entre les facteurs de risques et les mécanismes
pathogéniques engendrant des atteintes cognitives chez les PVVIH. Source
Nightingale S, Winston A. Measuring and managing cognitive impairment in HIV.
AIDS. 2017 Jun 1;31 Suppl 2:S165-S172. doi: 10.1097/QAD.0000000000001402.
PMID: 28471947.

1.3.3 Cancer

Les PVVIH ont plus de risque de développer des cancers en comparaison a la population générale
bien que le traitement par thérapie antirétrovirale combinée ait significativement diminuer leur
incidence[266] (Figure 9). Malgré tout, le risque relatif de développer un cancer reste 1.7 fois
plus élevé pour une PVVIH. Jusqu’a 20% des déces de PVVIH sont causés par des cancers et le
taux de survie dans cette population est inférieur a la population générale[266, 267]. On distingue
deux types de cancer touchant les PVVIH, d’un c6té les cancers définis par le VIH et les cancers

non-définis par le VIH.
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Figure 9. — Cancer chez les PVVIH aux Etats Unis

Graphique montrant I’estimation du nombre de cancers chez les PVVIH aux FEtats-
Unis entre 1991 et 2005 et séparé entre les cancers définis par le VIH, les cancers non-
définis par le VIH et les cancers non spécifiques. Source : Yarchoan R, Uldrick TS.
HIV-Associated Cancers and Related Diseases. N Engl J Med. 2018 Mar
15;378(11):1029-1041. doi: 10.1056/NEJMral615896. PMID: 29539283, PMCID:
PMC6890231.

1.3.3.1.1 Cancers définis par le VIH

Les cancers définis par le VIH sont distingués des autres types de cancers chez les PVVIH, les
plus courants sont le cancer invasif du col de I'utérus, le lymphome non Hodgkinien ou encore le
sarcome de Kaposi[268]. Le risque pour une PVVIH de développer un cancer défini par le VIH
reste ¢levé malgré le traitement par thérapie antirétrovirale combinée et est proportionnel au
compte de T CD4+ et a la charge virale[269, 270]. Ce genre de cancer répond mieux au
traitement par chimiothérapie quand il est administré pendant la thérapie antirétrovirale

combinée[271].

1.3.3.1.2 Cancers non-définis par le VIH

Les cancers non définis par le VIH ont plus de risques de se développer chez les PVVIH,
représentent 2/3 des cancers dans cette population et sont deux fois plus fréquents que les cancers
définis par le VIH[148]. Leur incidence est expliquée par les cancers d’origine virale notamment

ceux liés aux virus de I’hépatite B et C, le virus d'Epstein-Barr et le papillomavirus[267]. Cette
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incidence est également expliquée par un impact plus marqué de facteurs de risque comme le

tabagisme et I’'usage de drogue.

1.4 Nouvel acteur de ’inflammation chronique dans le contexte du

VIH : Interleukine 32

Etant donné le role de I’inflammation chronique persistante dans le contexte de 1’infection par le
VIH-1 et sa contribution au développement des comorbidités listées ci-avant, il est d’une grande
importance de continuer a identifier de nouveaux médiateurs inflammatoires afin de comprendre

leurs mécanismes d’actions et éventuellement des moyens de bloquer leur impact.

1.4.1 Découverte de I’'IL-32

L’IL-32 est une cytokine pro-inflammatoire découverte aprés la stimulation d’une lignée
cellulaire NK par I’IL-2 et des mitogénes[272]. A sa découverte, elle fut d’abord baptisée NK4
Transcript. Il a été rapidement suggéré que NK4 Transcript pourrait jouer un rdle dans
I’adhérence cellulaire de par la présence d’un site RGD (Arg-Gly-Asp) dans sa structure[273]. La
protéine recombinante pour NK4 transcript a été synthétisée et a mené a 1’identification d’un
potentiel d’induction de cytokines inflammatoires (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8) et d’activation du
signal de transduction par NF-xB and p38 MAPK dans une lignée monocytique. NK4 transcript
est ensuite renommé Interleukine 32 bien qu’il ne partage aucune homologie avec les cytokines
connues[274]. La localisation génomique d’IL-32 a montré que sont gene se situait sur le
chromosome 16 p13.3 et se composait de 8 exons. Il a été¢ découvert qu’IL-32 est exprimé en de
multiples isoformes générées par €pissage alternatif[275]. Neuf isoformes d’IL-32 générées par
épissage alternatif ont été identifiées (IL-32a, 1L-32f, IL-32y, IL-32D, IL-32¢, IL-32(, IL-32n,
IL-320 et IL-32 small) (Figure 10). Les fonctions des isoformes de 1’IL-32 ne sont pas toutes
clairement établies. Les isoformes a, B et y sont les plus étudiées et des études ont montré des
fonctions différentes pour ces isoformes. IL-32 a été identifié dans d’autres mammiféres mais
n’est pas conservé chez les rongeurs, ce qui rend son étude sur les modeles animaux
difficile[274]. Le récepteur d’IL-32 n’a pas encore ét¢ découvert bien que plusieurs liaisons

protéiques aient pu €tre identifiées avec les intégrines aVP3 et aVP6 et la Protéinase 3[276].
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Figure 10. — Isoformes d’IL-32

Représentation graphique montrant les 9 isoformes d’IL-32 obtenues par épissage
alternatif (IL-32a, IL-32B, 1L-32y, 1L-320, 1L-32¢, 1L-32{, 1L-320, IL-32 and IL-32
small). Source : Hong JT, Son DJ, Lee CK, Yoon DY, Lee DH, Park MH. Interleukin
32, inflammation and cancer. Pharmacol Ther. 2017 Jun;174:127-137. doi:
10.1016/j.pharmthera.2017.02.025. Epub 2017 Feb 14. PMID: 28223235.

1.4.2 Effets de I’IL-32 sur les cellules immunitaires et non-immunitaires

Dés que les protéines recombinantes ont été disponibles, de nombreuses études ont été publiées
sur les effets des isoformes de I’interleukine 32 sur différents types cellulaires. Ces études ont été
majoritairement menées sur les isoformes a, B et y, seules disponibles commercialement. Des
études sur des monocytes, des macrophages dérivés des THP-1 et des macrophages dérivés des
monocytes ont montré la capacité de 1I’'IL-32y a provoquer 1’activation des voies de signalisation
ERK1/2, Akt et la tyrosine-protéine kinase Fyn induisant la production d’IL-6, d’IL-8, du TNF-a,
de CXCL-1 et CCL-2[277]. Une autre étude utilisant IL-32y pour stimuler la lignée THP-1 a
montré son potentiel a activer les voies de signalisation NF-«kB, la caspase-1 et le p38 induisant la
production d’IL-8, d’IL-6, d’IL-1B et de TNF-a[278]. Une étude conduite sur les éosinophiles a
démontré que leur traitement par NOD-1 et NOD-2 et IL-32y induisait la production de
chimiokines (CCL-3, CCL-4 et CXCL-8), de cytokines (TNF-a et IL-1B) et de molécules
d’adhérence (intégrine béta 2 et ICAM-1)[279]. Cet effet synergétique de NOD-1 et NOD-2 avec
IL-32y a pu étre aboli par ’utilisation d’un inhibiteur de la protéinase 3 (PR3) suggérant

I’importance de I’interaction de PR3 et IL-32y pour I’activité biologique de ce dernier sur les
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¢osinophiles[279]. 1l a été montré dans une étude que I’IL-32 induit par IL-1B engendrait a son
tour une augmentation dans I’expression d’IL-la, IL-8, IL-6 et ICAM-1 dans les cellules
endothéliales[280]. De plus il a ét¢ montré que 1’IL-32f intracellulaire joue un role prépondérant
dans les cellules endothéliales en contrélant 1’expression des molécules d’adhérence induite par
I’IL-1B et le TNF-a[281]. Le role de I’'IL-32B demeure néanmoins sujet a débat concernant son
role pro ou anti-inflammatoire car certaines études rapportent un role anti-inflammatoire de 1I’IL-
32 par sa capacité a induire IL-10[282, 283]. IL-32P joue un rdle pro-inflammatoire par sa
capacité a induire le TNF-a et I'[L-6 dépendamment des contextes[282]. IL-320 a la capacité
d’inhiber TNF-a dans un contexte de leucémie myéloide aigue[284] mais une étude récente a
démontré que cette isoforme a un fort potentiel d’induction de cytokines pro inflammatoires en
comparaison aux autres isoformes d’IL-32, notamment dans des cellules pulmonaires humaines

et de souris[285].

1.4.3 Induction d’IL-32

Les transcrits d’IL-32 peuvent étre retrouvés dans divers cellules immunitaires, non-
immunitaires, tissus et organes comme la prostate, le placenta, I’intestin gréle, le cerveau, les
leucocytes, les reins, les poumons, le colon, le ceeur, le foie, le pancréas, le thymus, la rate et les
muscles[274, 286, 287]. L’IL-32 peut étre induite par différents médiateurs inflammatoires et par
la présence d’infections bactériennes et virales (Tableau 3). L’induction d’IL-32 dans les cellules
immunitaires a €té documentée dans nombres d’études depuis sa découverte. Les mitogénes ont
montré un potentiel d’induction d’IL-32 dans les PBMCs[274]. L’induction d’IL-32 par des
cytokines inflammatoires telles que ’IFN-y, IL-18 et IL-1P a été¢ démontrée dans une lignée de
cellules épithéliales de méme que par I’IL-12 dans les NK et les cellules T CD4+[274, 287]. Le
GM-CSF induit IL-32 dans les €osinophiles en activant la voie de signalisation de la caspase-
1[278, 288]. IL-32 est induit par I’activation des voies de signalisation Jak/STAT et NF-kB aprées
stimulation de monocytes par le TNF-a et I'I[FN-y[289]. Il est également induit dans les
fibroblastes synoviaux par 1’activation des voies de signalisation Syk/PKC-d/JNK/c-J un apres

traitement avec le TNF-a[290].
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1.4.3.1 Induction et role dans les infections virales

IL-32 peut également étre induite par différents agents pathogenes. IL-32 est induite dans le cas
d’infections virales par le TLR3 de méme que par les protéines virales de la grippe dans les
cellules épithéliales. Cette observation a été conduite a la fois in vivo et in vitro dans la lignée
cellulaire épithéliale pulmonaire A549[291-293]. IL-32 peut également étre induite par les virus
de I’hépatite C (VHC) et B (VHB)[289]. L’expression d’IL-32 est ainsi augmentée dans le sérum
des patients atteints par le virus de la grippe A HS5N1. Une corrélation a été observée entre les
niveaux d’ARNm d’IL-32 exprimés dans le foie de patients infectés de manicre chronique par
I’hépatite C et le degré d’inflammation, de fibrose et de stéatose de leur foie. In vitro, I’infection
de la lignée cellulaire Huh-7.5 par le virus de I’hépatite C induit 1’expression d’1L-32[289]. Dans
le contexte du virus de I’herpes de type 2, il a été montré que les cellules T CD8+ de la muqueuse
génitale associée avec le contrdle viral expriment fortement 1’IL-32[294]. IL-32 est induite dans
le contexte de I’infection par le VIH-1. Le niveau d’expression d’IL-32 totale est augmenté dans
le sérum des patients vivants avec le VIH-1[295]. Une augmentation de 1’expression d’IL-32 a
été observée dans I’intestin et les ganglions lymphatiques a différents stades de 1’infection[296].
L’expression de toutes les isoformes de I’IL-32 est significativement augmentée dans les PBMC
des PVVIH traitées par rapport au groupe contrdle. Cette étude a également montré que 1’1L-32f3
représente 1’isoforme la plus exprimée dans les lymphocytes T et les cellules NK. [297]. L’IL-32
plasmatique est diminuée par le traitement contre le VIH-1 mais elle demeure plus élevée chez
les patients infectés par le virus par rapport au groupe controle[76]. Certaines études ont montré
qu’IL-32y pourrait augmenter la réplication du VIH-1 en constatant que les niveaux d’infection
étaient significativement accrus dans les cellules T CD4+ stimulés en présence d’IL-32y, tandis
que des niveaux d’infection semblables a ceux des cellules témoins non traitées étaient obtenus
aprés stimulation avec I’[L-32a[298]. Une autre étude au contraire a montré que le siRNA pour
IL-32 augmente la réplication dans la lignée cellulaire Jurkat suggérant un role antiviral d’IL-32
dans le contexte du VIH[295]. 1l a également été montré qu’IL-32y peut réactiver le VIH-1 dans
des lymphocytes T CD4+ isolés chez des sujets traités par thérapie antirétrovirale[297]. Une
¢tude a montré une augmentation de la réplication du VIH dans la lignée cellulaire monocytique
Ul apres le silencage génique des genes de I’IL-32 et a déterminé que cet effet était médié par un
mécanisme dépendant de I’IFN-a. De plus dans la méme ¢€tude, il a été démontré que le silengage

génique d’IL-32 augmentait la présence de la protéine p24 de 4 fois dans les PBMC[299]. Une
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seconde étude a montré que 1’activité des séquences terminales longues répétées (LTR) du VIH-1
¢était augmentée jusqu’a six fois quand I’IL-32 endogene était réduit[295]. Le rdle antiviral d’IL-
32 a également été démontré dans le cadre de I’infection par le virus de la grippe HSN1 suggérant
que la production virale est fortement inhibée par IL-32y, modérément affectée par I1L-32( et IL-
32P et peu affectée par IL-320 et IL-32¢. Dans cette méme étude, il a été montré qu’IL-32y
endogene impact négativement la production de ARNm, d’ARNc et d’ARNv du virus de la
grippe A H5N1 et qu’IL-32y exogeéne inhibe sa réplication[300]. 1l a ét¢ montré que 1’IL-32
endogene protege contre les virus 8 ADN et ARN comme I’herpés de type 2 (HSV2)[301].

1.4.3.2 Induction et rdle dans les infections bactériennes

IL-32 est induit dans différentes infections bactériennes. De nombreuses recherches liant IL-32 et
la tuberculose (TB) ont ét¢ menées. L’infection de PBMC ou de macrophages humains par M.
tuberculosis induit la production d’IL-32[302, 303]. Le silengage génique de I’IL-32 endogene
dans la lignée monocytique THP-1 a significativement diminué la production de TNF-a, IL-1p, et
IL-8 entrainant un effet délétére pour combattre I’infection[303]. Un des mécanismes
antimycobactérial supposés d’IL-32 serait 1i¢ a sa capacité a induire 1’apoptose des cellules
infectées par la voie de la caspase-3. IL-32y induit la production d’IFNy ce qui augmente
I’expression du récepteur de la vitamine D, menant a I’expression de la cathelicidine et de la p-
defensin-2, deux peptides anti-microbiaux intracellulaires[304]. L’expression d’IL-32 est
augmenté dans les poumons réséqués des patients atteints de TB. Cela indique un potentiel role
protecteur d’IL-32 in vivo contre la TB[305]. Il a ét¢ montré que la stimulation de PBMC
humains par le BCG provoquait la production d’IL-32[306]. Une stimulation de la lignée
cellulaire monocytique THP-1 par le LPS de Porphyromonas gingivalis a significativement
augmenté la transcription d’IL-32[307]. De plus une costimulation de PBMC de donneurs sains
par IL-32 et le peptide de muramyle qui est un composant du peptidoglycane bactérien a

engendré une augmentation de I’IL-6.
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Inducteur Type cellulaire Voie de signalisation Reference
Mitogenes Pbmc N.R [274]
IFN-y, IL-18, IL-1B Cellule épithéliale N.R [274]
IL-12 NK, T CD4 N.R [287]

GM-CSF Eosinophile Caspase-1 [278,288]
TNF-a, IFN-y Monocyte Jak/STAT, NF-kB [289]
TNF-a Fibroblastes synoviaux Syk/PKC-d/JNK/c-J [290]

Virus de la grippe A549 N.R [291-293]
Hépatite C et B Hepatocyte Jak/STAT, NF-kB [289]
Hépatite C Huh-7.5 Jak/STAT, NF-kB [289]
HSV2 T CDS8 N.R [294]
VIH-1 Pbme N.R [76]

Tuberculose Pbmc N.R [302,303]
Porphyromonas gingivalis THP-1 N.R [307]

Tableau 3. — Induction d’IL-32 dans différents types cellulaires

Tableau récapitulatif montrant les différents inducteurs d’IL-32 dans les cellules
immunitaires et non-immunitaires. N.R : non renseigné.

1.4.4 Role de I’IL-32 dans le développement des maladies cardiovasculaires

L’interleukine-32 est capable d’entrainer 1’induction d’autres cytokines inflammatoires jouant un
role délétere sur le systeme cardiovasculaire comme 1’IL-6, le TNF-a ou encore I’IFN-y dans le
cas des cellules T CD4+[76, 297]. Le développement de 1’athérosclérose dans un contexte
inflammatoire chronique est trés ¢tudié. L’interleukine-32 est impliquée dans des maladies
inflammatoires telles que I’arthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires de l’intestin ou
encore les maladies pulmonaires obstructives chroniques. Ces maladies sont liées au
développement des maladies cardiovasculaires puisqu’elles accélérent le développement de
I’athérosclérose. Les cytokines impliquées dans 1’inflammation chronique telles que 1’'IL-6, I’IL-
1B, ’'IL-8 et le TNF-a peuvent étre induites par IL-32. Cette boucle de rétroaction engendre un
état inflammatoire constant propice a 1’accélération du développement de I’athérosclérose. L’IL-
32 est augmentée dans le cadre de nombreuses infections notamment dans le cadre de I’infection

par le VIH-1 ou le traitement par ART ne normalise pas son expression, dans ce cadre, elle joue
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un role inflammatoire persistant[297]. Notre groupe a démontré que les isoformes I1L-32D et IL-
320 sont significativement plus ¢élevées chez les PVVIH atteintes d’athérosclérose subclinique en
comparaison aux PVVIH sans athérosclérose subclinique indépendamment de 1’age, du
tabagisme ou de traitement par des statines[308]. Dans cette méme étude, il a été¢ déterminé que
I’expression d’IL-32 correle avec I'IL-18 et 'IL-1B[308], deux cytokines effectrices du complexe
inflammasome NLRP3 médiatrices des maladies cardiovasculaires[309, 310]. Une autre étude de
notre groupe se concentrant sur les femmes vivant avec le VIH-1 et étant sous traitement montre
que les niveaux d’expression des isoformes IL-32a, B et € sont significativement plus €levés dans
les PBMC:s isolés des donneuses avec de I’athérosclérose subclinique par rapport aux témoins
dans la méme tranche d’age sans athérosclérose subclinique[311]. Une ¢tude a montré
I’expression d’IL-32 dans les cellules endothéliales et a été localisée dans les parois des artéres
dans une autre étude[286, 312]. IL-32 a également été associée avec la sténose de l’artere
coronaire et sa circulation est associée avec un mauvais pronostic chez les personnes souffrant

d’insuffisance cardiaque ayant eu un infarctus[313, 314].

1.4.5 Facteurs potentiels pour contrecarrer ’effet de 1’I1-32

1451 IL-17 A

Les cellules épithéliales intestinales produisent IL-32 in vitro et in vivo[315-317]. Son expression
a également ¢été rapportée dans le contexte du VIH-1 chez des individus non traités[296]. Une
étude récente a montré 1’expression de six isoformes spécifiques de 1’IL-32 dans le cdlon des
PVVIH traitées par traitement antirétroviral combiné et a conclu que I'IL-328 était
significativement surexprimée par rapport aux individus non infectés. Dans cette méme étude, il a
été démontré qu’IL-17A a le potentiel de diminuer 1’expression d’IL-32 induite par 1’activation
du TLR3[318]. Dans cette étude, des cellules HT-29 ont été stimulées avec du TNF-a en
présence de différentes concentrations d’IL-17A et les auteurs ont constaté une diminution de
I’ARNm et des protéines d’IL-32 dépendante de la dose d’IL-17A. Il est important de noter que

cette diminution n’a pas €té observée dans le cas d’un traitement par I’IL-17A seule, sans TNF-a.
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1.4.5.2 Acides gras a chaine courte

Les acides gras a chaine courte (SCFA) sont des acides gras possédant entre deux et six carbones
et comprenant les acides acétique (C2), propionique (C3), butyrique (C4), valérique (C5) et
caproique (C6). Ils sont le produit final majeur que les bactéries métabolisent dans le gros intestin
par la fermentation des fibres non digestibles[319]. Ils sont formés par les bactéries anaérobies a
partir de protéines, polysaccharides, oligosaccharides, glycoprotéines et peptides[320]. La
fermentation des glucides et des acides aminés engendre principalement la formation des acides
acétique, butyrique et propionique avec un ratio molaire dans le cbélon de 60:15:25,
respectivement[321]. Le catabolisme des acides aminés comme la valine, la leucine et
I’isoleucine méne a la formation des acides valérique et caproique qui sont produits dans des
quantités inférieures[322]. La diminution de I’abondance des SCFA est associée avec le diabete
de type I et II, ’athérosclérose, le syndrome du colon irritable et la cirrhose du foie[108, 323-
325]. Nombres de facteurs de I’hote influencent la formation des SCFA dans les intestins comme
le vieillissement, la dicte, le stress, la présence de maladie, de drogue ou encore la prise
d’antibiotiques pour n’en citer qu’une partie. Leur formation est également dépendante des
populations bactériennes colonisant I’intestin de I’hote et de la compétition entre ces différentes
populations. Il a été montré que dans le cadre de maladies inflammatoires de 1’intestin, les
quantités d’acides gras a chaine courte sont fortement réduites et que la prise de souches
bactériennes du genre Lactobacillus diminuait I’inflammation intestinale et restaurait la barricre
intestinale[326]. Il est probable que la réduction de I’inflammation chez les PVVIH traités par des
probiotiques proviennent de la restauration de la formation des acides gras a chaine courte[327].
Une ¢tude a démontré que 1’acide butyrique engendre une restauration de la population de Treg
anti-inflammatoire dans les tissus intestinaux dans un modéle murin[328]. Les PVVIH sous
traitement antirétroviral ayant une plus forte présence de souches bactériennes du genre
lactobacillus dans leurs intestins ont une diminution de la translocation bactérienne et une
augmentation de leur compte de T CD4+[329]. Une étude a également montré une diminution
des acides butyrique et valérique chez les PVVIH en comparaison a la population générale[330].
Dans une étude de notre groupe, il a ét¢ démontré que 1’acide caproique est diminué chez les
PVVIH et est associé¢ avec I’athérosclérose de 1’artére coronaire. Dans la méme étude il a été
observé que le pré-traitement de PBMC par I’acide caproique avant stimulation par le LPS

diminuait I’[L-32 intracellulaire ainsi que la production d’IL-1B et d’IL-18. Ces résultats
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suggeérent que 1’acide caproique pourrait représenter un important modulateur de

I’inflammation[308].

1.5 Role des cellules endothéliales dans le développement des

maladies cardiovasculaires

1.5.1 Role des cellules endothéliales dans le maintien de I’homéostasie

Les cellules endothéliales jouent un role crucial dans le maintien de I’homéostasie. Elles régulent
la perméabilité vasculaire en controlant physiquement la sortie de liquide, de protéines et de
cellules sanguines dans les tissus environnant par leurs jonctions serrées[331, 332]. Des protéines
tel que ZO-1, Claudin-1 & 5, JAM-A ou encore I’occludine maintiennent les cellules proches les
unes des autres (jonctions serrées) et représentent un processus essentiel pour le maintien de
I’équilibre osmotique dans I’organisme[333]. Bien que formant une barriére physique, les cellules
endothéliales participent a I’acheminement des protéines vers les cellules adjacentes par le biais
de vésicules de transport[334]. Les cellules endothéliales régulent également la coagulation
sanguine en produisant des molécules qui inhibent ou activent les facteurs de coagulation. Elles
produisent des facteurs anticoagulants tel que I’antithrombine III, la thrombomoduline et la
protéine C inhibant les enzymes impliquées dans la coagulation sanguine mais également des
facteurs pro-coagulants tel que le facteur de von Willebrand[335]. Cette double régulation permet
ainsi de garder un équilibre entre la formation de caillot de sang et la prévention de saignements
excessifs. Elles régulent aussi le flux sanguin en produisant des molécules qui dilatent les
vaisseaux sanguins comment 1’oxyde nitrique[336] ou les contractent comme 1’endothéline-
1[337]. Elles sont également capables de sentir les variations de pression sanguine et d’ajuster la
taille des vaisseaux sanguins en réponse a ce stimulus[338]. Les cellules endothéliales jouent un
role dans la régulation de la réponse immunitaire en régulant 1’adhérence et la migration des
cellules immunitaires. Dans des conditions homéostatiques, elles n’interagissent pas avec les
leucocytes[339] et répriment I’expression de leurs molécules d’adhérence tel que la P-selectin, E-
selectin, VCAM-1 et ICAM-1. En cas de dommages au niveau de I’endothélium, les cellules

endothéliales se divisent afin de régénérer la zone touchée. En cas de dommages plus importants,
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cette régénération peut étre assistée par le recrutement de cellules progénitrices endothéliales qui

migrent jusqu’a la paroi artérielle depuis la moelle osseuse[340].

1.5.2 Dysfonction des cellules endothéliales

Les cellules endothéliales peuvent s’activer de deux maniéres différentes, soit par une activation
de type I soit par une activation de type II. Lors d’une activation de type I, les cellules
endothéliales réagissent fortement a un stimulus (comme I’histamine par exemple) et modifient
de maniére transitoire la perméabilit¢ de 1’endothélium et leur capacité a recruter et transmigrer
des leucocytes sur les lieux de I’inflammation[341]. Cette premiére activation est trés rapide,
limitée dans le temps et n’engendre pas de profonds changements métaboliques dans les cellules
endothéliales et correspond aux signes cardinaux de I’inflammation aigue et transitoire (rougeur,
chaleur, gonflement, douleur). La dysfonction des cellules endothéliales est provoquée par la
présence continue de stimuli engendrant une activation de type Il (Figure 11) tels que le LPS, le
TNF-a, 'IFN-y et I'IL-1B[342]. Cette réponse engendre I’activation du facteur de transcription
NF-«B et une forte augmentation de 1’expression de molécules d’adhérence comme 1’E-selectin,
VCAM-1 et ICAM-1 ainsi que de chimiokines comme CCL-2 et CXCL-8[343-345]. Elles
produisent également du GM-CSF et de I’IL-1 créant ainsi une boucle de rétroaction localisée au
niveau de la paroi des vaisseaux sanguins[346]. L’hypertension artérielle, le tabagisme, le
vieillissement, le diabete ou encore une inflammation chronique sont autant de facteurs pouvant

entrainer leur dysfonction.
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Figure 11. — Activation de type II des cellules endothéliales

Représentation graphique montrant 1’activation de type Il des cellules endothéliales
aprés binding de I’IL-1B ou du TNF montrant les voies de signalisation impliquées et
les effets de cette activation sur I’expression de différentes molécules d’adhérence et
de chimiokines. Source : Pober, J., Sessa, W. Evolving functions of endothelial cells in
inflammation. Nat Rev Immunol 7, 803-815 (2007). https://doi.org/10.1038/nri2171

Des études cherchant a déterminer si les cellules endothéliales sont directement susceptibles a
I’infection par le VIH ont donné des résultats contradictoires[347, 348]. Il est néanmoins établi
que I’endothélium est constamment exposé a une variété¢ de stimuli inflammatoires d’origine
virale ou étant liés a la thérapie antirétrovirale[349] qui sont susceptibles de contribuer a la
dysfonction des cellules endothéliales. Il a ét¢ montré que le relargage de protéines virales du
VIH-1 par les vésicules extracellulaires et notamment Nef induit la dysfonction des cellules

endothéliales[350]. De la méme maniére, la protéine du VIH-1 Tat augmente 1’expression de
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VCAM-1 dans des cellules endothéliales humaines de 1’artére pulmonaire[351]. La protéine du
VIH-1 Nef quant a elle augmente la production de CCL-2 des cellules endothéliales par
I’activation de la voie de signalisation NF-kB[352]. Il a également été montré que le traitement
de cellules endothéliales cérébrales humaines primaires par Vpr induisait leur apoptose[353].
L’inflammation liée a I’infection par le VIH-1 joue un rdle important dans le développement de
la dysfonction des cellules endothéliales. Les cellules endothéliales vasculaires sont considérées
comme une cible importante du TNF-a [354]. Dans ce type cellulaire, le TNF-a entraine la
translocation de NF-«B du cytosol vers le noyau ou il engendre 1I’expression de nombreux geénes
pro inflammatoires dont le TNF-a lui-méme, formant ainsi une boucle de rétroaction perpétuant
la réaction inflammatoire. Il augmente ¢galement I’expression des molécules d’adhérence ICAM-
1 et VCAM-1[355]. Les cellules endothéliales sont également sensibles a I’'[L-6 et 'IL-1PB et il a
ét¢ montré que ces cytokines entrainent une augmentation de l’inflammation vasculaire, de
I’athérosclérose et de la dysfonction endothéliale[356]. Le traitement antirétroviral en lui-méme
peut impacter la dysfonction endothéliale. Il a notamment ét¢ montré in vitro que le traitement
des cellules endothéliales de I’artére coronaire avec I’Efavirenz augmente significativement leur
perméabilité. Une diminution dans I’expression de protéines des jonctions serrés a en effet été
observée pour 1’occludine, la claudine-1, JAM-1 et ZO-1[357]. Le Ritonavir a également un effet
sur les cellules endothéliales de 1’artere pulmonaire humaine ou on dénote une diminution de
I’ARNm et de la protéine d’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS: une enzyme

responsable de la génération de NO dans I’endothélium vasculaire[358])[359].

1.5.3 Recrutement des cellules immunitaires par les cellules endothéliales

Durant la réponse inflammatoire, les cellules endothéliales coordonnent la transition des

leucocytes a travers I’endothélium dans un processus appelé la migration trans-endothéliale.

La premiere étape de ce processus est une augmentation de la capacité des cellules endothéliales
a recruter des cellules immunitaires par I’augmentation de la production de chimiokines telles que
CXCL-8, CXCL-1 et CCL-2[360]. Le recrutement des neutrophiles se fait principalement par le
biais de CXCL-8 et de la E-selectin[339]. CXCL-8 participe a 1’attachement ferme des
neutrophiles aux cellules endothéliales et induit leur diapédese dans les tissus adjacents. CXCL-1
est exprimé de maniere constitutive par les cellules endothéliales mais est rapidement relaché au

courant de la réponse inflammatoire[361, 362]. CXCL-1 joue deux rdles distincts dans le
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recrutement des monocytes, d’abord comme une molécule chimio-attractive permettant leur
recrutement sur le lieu de I’inflammation mais aussi en étant exprim¢ directement a la surface des
cellules endothéliales ou il permet leur adhérence[363, 364]. CCL-2 joue un rdle dans le
recrutement des monocytes sur les lieux d’inflammation[365, 366] et est considérée comme la
chimiokine majeure dans ce processus. Il est intéressant de noter que les monocytes classiques
sont préférentiellement recrutés durant le développement de I’athérosclérose du fait de leur forte

expression de CCR2 (récepteur de CCL-2)[367].

La deuxieme étape est 1’adhérence des cellules immunitaires. Les leucocytes ayant migré vers les
cellules endothéliales sont capturés par la P-selectin et la E-selectin dans deux phases appelées la
capture et le roulement[368]. Ce roulement est progressivement stoppé par la liaison de
molécules d’adhérence supplémentaires comme ICAM-1 et VCAM-1 formant respectivement des
liaisons avec LFA-1 et VLA-4, deux intégrines exprimées a la surface des leucocytes. Cette étape
dite d’adhérence ferme permet de stopper les leucocytes du flux sanguin afin qu’ils puissent
commencer leur migration trans-endothéliale[369] et initie une activation cellulaire leur

permettant d’altérer la structure de leur cytosquelette[370].

1.5.4 Infiltration des cellules immunitaires a travers I’endothélium

A la suite de la phase de recrutement et d’adhérence, les leucocytes transmigrent a travers les
cellules endothéliales. Durant leur réponse inflammatoire, les cellules endothéliales entrouvrent
leurs jonctions serrées afin de permettre la transmigration des leucocytes sans pour autant
entrainer une augmentation importante de la perméabilité. La VE-cadherin est une protéine
majeure dans le maintien des jonctions serrés, elle forme des homodimeres avec les molécules
présentes a la surface des cellules endothéliales adjacentes[371]. La liaison de LFA-1 présent a la
surface des leucocytes et ICAM-1 a la surface des cellules endothéliales entraine la
phosphorylation de la VE-cadherin et le réarrangement de I’actine permettant 1’ouverture des
jonctions intercellulaires[372]. Les leucocytes entament leur diapédese a travers I’endothélium.
L’interaction de PECAM avec le CD99 exprimé a la surface des leucocytes permet de faciliter
leur transport vers une jonction et leur migration[373]. Les jonctions se ferment apres leur

passage et les leucocytes se détachent des cellules endothéliales.
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1.5.5 Dysfonction de I’endothélium en lien avec la rigidité artérielle

Le dysfonctionnement artériel joue un réle dans la plupart des maladies cardiovasculaires. Des
données montrent que des changements dans les fonctions artérielles sont notés apres 50 ans de
vie et notamment une altération de la vitesse de 1’onde de pouls et la dilatation endothéliale des
petites artéres. Chez les PVVIH, des résultats contradictoires ont été obtenus au fil des années et
des études essayant de trouver le lien entre rigidité artérielle et VIH-1. Certaines études ont en
effet observé une augmentation de la rigidité aortique chez les PVVIH[374, 375], tandis que
d’autres études n’ont trouvé aucun lien[376, 377]. Une étude ayant rapporté une augmentation de
la rigidité aortique entre les PVVIH en comparaison a la population générale note cependant que

le vieillissement a également un role a jouer dans son développement[374].

Le vieillissement engendre une perte de 1’¢lasticité de 1’aorte , elle devient plus rigide ce qui a
pour effet d’augmenter la pression artérielle systolique[378]. Ce constat est aussi vrai dans les
autres grandes artéres ou le vieillissement contribue au risque de maladies cardiovasculaires telles
que les accidents vasculaires cérébraux, la fibrose cardiaque, 1’hypertrophie ventriculaire ou
encore I’hypertension[379]. Il a été montré qu’un inversement du ratio du collagéne et de
I’¢lastine dans la paroi artérielle augmente la rigidité¢ artérielle[380, 381]. La réduction de
I’¢lasticité a également été liée a la glycosylation du collagéne[382]. Des changements importants
dans le comportement de la paroi artérielle sont donc en partie responsables pour le
développement de la rigidité artérielle et le développement de 1’athérosclérose. L’endothélium
représente une partie importante de la structure de la paroi artérielle. Un marqueur important de
la dysfonction de I’endothélium est la dilatation dépendante de l'endothélium (EDD). Son
altération est corrélée a ’age et est prédictrice d’événements cardiovasculaires[383]. Les
changements dans I’EDD avec l'dge contribuent au développement de l'athérosclérose et de
I'hypertension[384, 385]. De la méme manicre, I’inflammation liée a 1’age est associée avec la
circulation de TNF-a, VCAM-1, CRP et IL-6[386]. Les cytokines inflammatoires sont connues
pour impacter la réponse vasodilatatrice des vaisseaux sanguins en affectant la production
d’oxyde nitrique (NO), tandis que les especes réactives de 1'oxygene (ROS) créées pendant la
réponse inflammatoire consomment le NO existant[387]. Les cytokines comme le TNF-a et I’IL-
1B peuvent également modifier la demi-vie de ’ARNm codant pour 1’oxide nitrique (NO) dans

les cellules endothéliales[388]. Une étude a montré que le VIH-1 peut également diminuer la
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disponibilit¢ du NO[389], contribuant ainsi a la dysfonction de la réponse vasodilatatrice des

vaisseaux sanguins.

La présence de facteurs inflammatoires chroniques est associ¢ avec le déréglement des fonctions
des cellules endothéliales et une augmentation de la rigidité artérielle dans les grandes artéres.
L’IL-6 et les CRP sont deux facteurs inflammatoires circulant étant liés a la rigidité
artérielle[390] de méme que le TNF-a produit par les cellules vasculaires comme les cellules
endothéliales[391]. Les cellules endothéliales peuvent également entrer dans un état de
sénescence. La sénescence des cellules endothéliales est normale chez les individus
vieillissants[392, 393]. In vitro, cette sénescence se produit lorsque les cellules vasculaires sont
gardées en culture sur de longues périodes. Elles adoptent alors un profil de phénotype sécrétoire
associé a la sénescence (SASP) et secretent des niveaux élevés de cytokines inflammatoires, de
chimiokines et de facteurs de croissance. Elles produisent des médiateurs inflammatoires tels que
le ROS, des cytokines comme IL-6, IL-1, IL-8 et le TNF-a et la chimiokine CCL-2[394, 395]. Ce
profil peut étre retrouvé in vivo dans les cellules endothéliales chez des sujets agés. La
sénescence des cellules vasculaires est associée a nombre de maladies cardiovasculaires tel que le
développement de 1’athérosclérose et de I’hypertension[396]. De plus certaines études
soutiennent un rdéle important de NFxB dans 1’induction de SASP chez 1’humain[397, 398].
D’autres types cellulaires contribuent a [I’inflammation vasculaire comme les cellules
immunitaires infiltrant les artéres qui sont une source de ROS et de cytokines inflammatoires.
Les ROS jouent un réle dans I’inflammation des artéres et dans le développement des maladies
cardiovasculaires[399]. En réponse aux ROS ou a d'autres stimuli inflammatoires, IkB-a est
phosphorylé par l'inhibiteur de la kinase IKKP qui va reldcher son inhibition sur NF«kB,
conduisant a sa translocation nucléaire et a 'activation de la transcription de genes induisant la
production de cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-a et IL-6[400]. Des études in vitro
ont identifi¢ de nombreux facteurs liés au vieillissement pouvant engendrer la sénescence des
cellules endothéliales comme la persistance de conditions inflammatoires[401], un stress
oxydatif, une altération du flux sanguin ou encore I’hypoxie[402]. Cette sénescence des cellules
endothéliales est liée au développement de 1’athérosclérose. La longueur des télomeres des
cellules endothéliales aortiques est diminuée chez les patients agés et a également été observée
chez les patients atteints d’athérosclérose[403, 404]. Des cellules endothéliales sénescentes ont

¢galement été retrouvées dans les lésions athérosclerotiques de patients lors d’autopsies[405].

70



Des études suggerent que la sénescence des cellules endothéliales peut étre considérée comme la
cause et la conséquence de la dysfonction endothéliales[406, 407]. Etant donné I’impact direct et
indirect du VIH-1 sur cette dysfonction (voir paragraphe « Dysfonction des cellules
endothéliales ») il est probable que le VIH-1 joue un rdle sur la sénescence prématurée des
cellules endothéliales et donc sur le développement des maladies cardiovasculaires. Une étude
donne des résultats dans ce sens en affirmant que la gp120 et Tat accélérent la sénescence des

cellules endothéliales[408].
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Chapitre 2 : Hypotheses et objectifs de la thése

Ma these est construite en trois parties complémentaires ayant pour objectif principal une

meilleure compréhension de la biologie d’IL-32 dans le contexte du développement des maladies

cardiovasculaires et du vieillissement prématuré chez les PVVIH. Cela afin d’envisager 1’IL-32

comme une cible thérapeutique potentielle pour atténuer 1’incidence des comorbidités liées au

VIH-1. Pour ce faire, nous avons voulu examiner I’impact d’IL-32 sur la dysfonction des cellules

immunitaires et non-immunitaires et investiguer la maniére de bloquer les effets d’IL-32.

Manuscrit #1 : Dans un premier temps, a la suite d’observations recueillies par notre groupe de
recherche dans le passé montrant qu’IL-32 était augmentée chez PVVIH en perte de controle
immunologique et que CD96 était diminu¢ dans ce méme groupe, nous avons émis I’hypothése

d’un lien fonctionnel entre I’augmentation d’IL-32 et la diminution de CD96.
Pour cette hypothese les objectifs étaient :

1. Déterminer I’impact des isoformes d’IL-32 sur I’expression du CD96 chez les cellules T.

2. Etudier I’expression de CD96 sur les sous types de cellules T CD8+ chez les PVVIH en
fonction de leur statut immunologique.

3. Chercher I’existence de différences phénotypiques associées a la différenciation et la
fonction cellulaire des T CD8+ ayant une perte de I’expression du CD96.

4. Identifier I'impact de la perte d’expression du CD96 sur la réponse des cellules T CD8+

spécifiques aux antigenes du VIH-1.

Manuscrit #2 : Dans un deuxiéme temps, nous avons émis I’hypothese que les isoformes d’IL-
32 jouent un rdle dans le développement de 1’athérosclérose en impactant les cellules
endothéliales de I’artére coronaire en nous appuyant sur des études démontrant une augmentation
d’IL-32 dans les cellules endothéliales de personnes ayant des maladies coronariennes. Nous
avons choisi de réaliser cette étude sur des cellules de ’artére coronaire humaines primaires
(Coronary Artery Endothelial Cells / CAEC) étant donné leur role clé dans le développement de

I’athérosclérose.
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Pour cette hypothése, les objectifs étaient les suivants :

1. D’étudier les cytokines sécrétées par les CAEC aprés stimulation par les isoformes d’IL-
32 afin de voir si ce profil de sécrétion était similaire a nos précédentes études sur les
cellules immunitaires (monocytes/cellules T).

2. D’évaluer des différences dans la sécrétion de chimiokines par les CAEC et d’éventuels
changements dans leur capacité a recruter des monocytes en réponse aux isoformes d’IL-
32.

3. D’identifier un lien entre 1’expression des isoformes d’IL-32 et des facteurs de risques liés

a I’athérosclérose tel que la rigidité artérielle chez les PVVIH.

Manuscrit #3 : Enfin, dans un troisiéme temps, en nous basant sur des résultats obtenus par notre
équipe démontrant le lien entre la diminution des niveaux intestinaux d’acides gras a chaines
courtes (Short Chain Fatty Acid / SCFA), la présence de maladies cardiovasculaires et une
augmentation des niveaux d’IL-32, nous avons émis 1’hypothése que les SCFA pourraient
représenter une piste pour réduire les effets inflammatoires des isoformes d’IL-32. Nous avons

concentré nos efforts sur I’acide caproique qui était significativement diminué dans ce contexte.
Pour cette hypothése, I’objectif était le suivant :

Déterminer la capacité des acides gras a chaines courtes a réduire I’intensité de la réponse

inflammatoire et la dysfonction endothéliale engendré par les isoformes d’IL-32 et vy.
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Chapitre 3 : Résultats
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les données et supervisé I’étude. Tous les auteurs ont contribué a 1’article et approuvé la version

soumise.
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Abstract

Persistent immune activation and inflammation in people living with HIV (PLWH) are associated
with immunosenescence, premature aging and increased risk of non-AIDS comorbidities, with
the underlying mechanisms not fully understood. In this study, we show that downregulation of
the T-cell immunoglobulin receptor CD96 on CD8+ T cells from PLWH is associated with
decreased expression of the co-stimulatory receptors CD27 and CD28, higher expression of the
senescence marker CD57 and accumulation of a terminally differentiated T-cell memory
phenotype. In addition, we show that CD96-low CDS8+ T-cells display lower proliferative
potential compared to their CD96-high counterparts and that loss of CD96 expression by HIV-
specific CD8+ T-cells is associated with a suboptimal response to HIV antigens. In conclusion,
our results suggest that CD96 marks CD8+ T-cells with competent responses to HIV and the loss
of its expression might be used as a biomarker for CD8+ T-cell senescence and dysfunction in

PLWH.

Keywords: HIV, CD96, people living with HIV (PLWH), T-cell senescence, T-cell dysfunction,
1L-32
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Introduction

Since the introduction of anti-retroviral therapy (ART) in 1996, mortality and morbidity
associated with HIV infection have declined in people living with HIV (PLWH) (1, 2). However,
as HIV persists in latent reservoirs, PLWH have to adhere to lifelong therapy to avoid viral
rebound (3, 4). Furthermore, HIV persistence under ART is associated with immune activation
and low-grade inflammation that drive dysregulated immune functions. The hallmark of these
dysregulated functions is a state of immune exhaustion and immunosenescence (premature aging
of the immune system) that are associated with the development of multiple comorbidities. At the
T cell level, two phenotypes are described: (i) T-cell exhaustion was characterized by the
upregulation of multiple negative immune regulators, such as PD-1 and CTLA-4, which leads to
a reversible loss of the proliferative capacity and cytokine production in response to the cognate
HIV antigens; and (ii) T-cell senescence was characterized by the upregulation of surface
markers, such as CD45RA+, KLRGI, and CD57, with no expression of the costimulatory
receptors CD27 and CD28 (5-7) and a loss of the proliferative capacity associated with shortened
telomeres [a consequence of intense proliferative pressure in response to chronic antigenic
exposure and unresolved DNA damage (8, 9)]. Although senescent cells have altered replicative
capacities, they remain biologically active and may acquire a senescence associated secretory
phenotypes (SASP) characterized by the production of pro-inflammatory cytokines, such as IL-6,
IL-8, and IL-1b, which contribute to persistent inflammation, disruption of tissue functions and
development of aging (10, 11). Yet, senescence and exhaustion phenotypes overlap in multiple
characteristics that drive the T-cell dysfunction (12). Therefore, identification of cellular
proteins/receptors involved in pathways governing the development of both phenotypes in
PLWH is of particular importance for T-cell potentiation (reversing T-cell exhaustion) while
protecting against chronic inflammation (generation of senescent cells that may perpetuate
chronic inflammation). In this study, we investigated the role of the human CD96 molecule (also
known as TACTILE: T cell-activated increased late expression) in T-cell functions and
senescence. CD96 is an immunoglobulin-like receptor expressed on both NK and T-cells (13,
14). Although it was initially discovered on T-cells, much of the available knowledge on CD96
biology is related to NK cell functions (14, 15). Here, we show evidence that expression of CD96

characterizes CD8 T-cells with competent proliferation potential and function against HIV
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cognate antigens and the loss of which is associated with a T-cell phenotype related to

dysfunction and senescence in PLWH.
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Materials and methods

Study Population

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) used in the current study were isolated from
individuals participating in three different cohorts: 1) treatment naive Elite Controllers (ECs, n=9)
participating in the Canadian Cohort of HIV+ Slow Progressors (CCHSP), Logl0 average viral
load 1.67 £ 0.08 copies/ml and median CD4 count 842 + 246 cells/mm3; ii) treatment-naive
viremic typical progressors (TP, n=9) participating in the Montreal Primary Infection (PI) cohort,
Logl10 average viral load 4.76 + 0.51 HIV copies/ml and average CD4 count 389 + 97 cells/mm3;
and iii) ART-treated individuals (n=10) participating in the Canadian HIV and Aging Cohort
Study (CHACS), average Logl0 viral load 1.84 = 0.75 HIV copies/ml and CD4 count 450 + 292

cells/mm3 in addition to n=28 HIV seronegative controls.

Ethics Statement

This study was approved by the Institutional Review Boards (IRB) of the Centre de Recherche du
Centre Hospitalier de I’Université de Montréal Research (CRCHUM) and at all participating
sites’ IRBs. Experiments were performed in accordance with the guidelines and regulations
approved by the ethic committees from CRCHUM and all IRBs (Ethical approval #SL 04-061).
Study participants provided written informed consent for use of plasma and cells in the current

research investigation.

Cells and Reagents

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from blood or from leukapheresis
samples by density gradient centrifugation. Cells were frozen in 90% Fetal Bovine Serum (FBS,
VWR International, Radnor, PA) 10% dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), and

stored in liquid nitrogen until use.
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Flow Cytometry

Flow cytometry analysis was used to study the phenotype of CD96 on T-cells from HIV-positive
and HIV-negative individuals using a BD LSRII FACS Analyser (BD Biosciences, San Jose,
CA). Stainings was performed on 1 million of PBMCs with the following fluorochrome-
conjugated antibodies: mouse anti-human CD3-Pacific Blue (Clone UCHT1), mouse antihuman
CD4-Alexa Fluor 700 (Clone SK3), mouse anti-human CD8- APC-H7 (Clone SK1), mouse anti-
human CD45RA-APC (Clone HI100), mouse anti-human CD27-PE-CF594 (Clone MT271),
mouse anti-human CD28-V450 (Clone CD28.2), mouse anti-human CD96-PE (Clone 6F9), and
mouse anti-human CD57-FITC (Clone NK-1) (all from BD Biosciences, SanJose, CA).

Cell Stimulations and Proliferation Assay

PBMCs were resuspended at 2 million cells/ml in RPMI 1640 medium (Gibco by Life
Technologies, Waltham, MA) complemented with 10% FBS and stimulated with 500 ng/ml of
IL-32q, IL-32B, or IL-32y (R&D Systems, Minneapolis MN) in final volume of 1 ml. Cells were
incubated for 5 days at 37°C and 5% CO2. For cell proliferation, PBMC were labeled with 2.5
mM of 5-(and-6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE) according to
manufacturer’s instructions (SigmaAldrich, St Louis, MO) and stimulated with 1 pg/ml of

phytohemagglutinin-L (PHA-L) (Sigma) and 10 ng/ml IL-2 (R&D systems) for 4 days.

Intracellular Cytokine Staining

PBMCs were thawed and rested for 2 h in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS,
Penicillin-Streptomycin (Thermo Fisher scientific, Waltham, MA) and HEPES (Thermo Fisher
scientific, Waltham, MA) and stimulated with 0.5 mg/ml of HIV-1 Consensus B Gag peptide
pool, HIV-1 Consensus B Pol peptide pool, HIV-1 Consensus B Env peptide pool or HIV-1
Consensus B Nef peptide pool (all from JPT Berlin, Germany) corresponding to 150 15meric
peptide/pool derived from Gag, Pol, Env and Nef polyproteins, respectively. Stimulations were
carried out for 6 h in the presence of mouse anti-human CD107A-BV786, Brefeldin A, and
monensin (BD Biosciences, San Jose, CA) at 37°C and 5% CO2. DMSO-treated cells served as a

negative control. Cells were stained for aquavivid viability marker (Thermo Fisher scientific,
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Waltham, MA) for 20 min at 4°C and surface markers (30 min, 4°C), followed by intracellular
detection of cytokines using the IC Fixation/Permeabilization kit (Thermo Fisher scientific,
Waltham, MA) according to the manufacturer’s protocol before acquisition at a Symphony flow
cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA). The antibodies used for the surface staining were:
mouse anti-human CD3-BUV395 (Clone UCHT1), mouse antithuman CD45RA-BUV563 (Clone
HI100), mouse anti-human CD28-BUV737 (Clone CD28.2), mouse anti-human CD107aBV786
(Clone H4A3), mouse anti-human CD4-BB630 (Clone SK3), CD57-FITC, CD96-PE, CD27-PE
CF594, CD8-APC-H7, all from BD Biosciences, San Jose, CA. Antibodies used for the
intracellular staining were the following: mouse anti-human CD69-BV650 (Clone FN50), mouse
anti-human CD40L-BV711 (Clone 24-31) from Biolegend, San Diego, CA, mouse antihuman
IFNg-PECy7 (Clone B27), mouse anti-human Granzym-B -Alexa Fluor 700 (Clone GBI11),
mouse anti-human TNF-o APC (Clone Mab11) all from BD Biosciences (San Jose, CA).

Statistical Analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
Comparison of two groups for the same variable were analyzed using non-parametric Mann
Whitney tests (unpaired) or Wilcoxon signed-rank tests (paired comparisons). Kruskal-Wallis
with Dunn’s post-tests were used to analyze more than two groups for the same variable.
Between group differences were considered statistically significant when two-tailed p-values

were <0.05.
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Results

Down-Regulation of CD96 on T Cells Is Associated With Disease Progression

We have previously shown that persistent immune activation and chronic inflammation are
associated with increased viral load and decreased CD4+ T-cell counts in HIV-infected slow
progressors who experience loss of immunological and virological control (16). Our
transcriptomic analysis on PBMCs collected from these slow progressor individuals failing
control demonstrated that the human immunoglobulin-like receptor CD96 was significantly
down-regulated at the transcriptional level (Figure 1A, full data set available at the Gene
Expression Omnibus (GEO) database under the accession number GSE74790 (16)). Given the
concomitant downregulation of CD96 transcription with increased viral load, we aimed to
validate this phenotype at the protein level in HIV-infected typical progressors; individuals with
significantly high viral loads in the absence of ART (Logl0 average viral load 4.76 + 0.51 HIV
copies/ml) that do not meet the criteria of Slow Progressors as we previously described (16). To
this end, we measured CD96 expression on CD8+ and CD4+ T-cells from ART-naive typical
progressors (TP: n=9) and compared it to that in HIV-infected Elite Controllers (EC: n=9) and
uninfected controls (HIVneg, n=10) (study participants in Table 1) by flow cytometry. In line
with earlier reports (17), we observed that CD96 expression measured by mean fluorescence
intensity (MFI) was significantly downregulated on total CD8+ T-cells from both EC and TP
compared to HIVneg individuals (p=0.0189 and p < 0.0001, respectively), although it was more
pronounced in TP compared to EC. Meanwhile, differences in CD96 expression on CD4+ T cells
in both HIV+ groups compared to non-infected controls did not reach statistical significance

(Figure 1B).

CD96 expression on CD8+ T cells was previously shown to be downregulated at least in part by
LPS stimulation of human PBMCs (17). Activated CD8 T-cells are known to respond to LPS via
the surface expression of TLR4 and CDI14 (18). However, the mechanism and/or the
inflammatory mediator by which LPS induces CD96 downregulation is not yet clear. Here, we
investigated the potential impact of IL-32, a proinflammatory cytokine that we have previously
shown to be upregulated in HIV-infected slow progressors upon loss of immunological and

virological control and that coincides with CD96 downregulation (16). Of note, LPS is known to
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be a strong inducer of IL-32 (19, 20). Our data demonstrated that the dominantly expressed
IL32p and IL-32y isoforms (21) significantly downregulated CD96 on CD8+ T-cells upon PBMC
stimulation (Figure 1C p=0.031 for both). Together, these results indicated that CD96 expression
on CD8+ T cells is subject to downregulation by IL-32, which further links this mechanism to

disease progression in HIV infection.

Loss of CD96 Expression Is Associated With a Differentiated CD8+ T Cell Memory and

Senescence-Like Phenotypes

Similar to earlier reports (17), we observed significant loss of CD96 expression on the different
CD8 T-cell subsets; Naive (TN;CD8+CD45RA+CD27+), Central

Memory(TCM;CD8+CD45RA "¢ CD27+), Effector Memory (TEM ; CD8+CD45RA™ECD27"¢)
and terminally differentiated effector memory re-expressing CD45RA
(TEMRA;CD8+CD45RA+CD27neg) from HIV-infected TP (Figure 2, p=0.0027, p=0.0002,
p=0.0044, and p=0.0008, respectively). However, in the EC group, loss of CD96 expression was
only significant for TN and TEMRA (p=0.0186 and 0.0163, respectively, Figure 2). To further
investigate the contribution of these subsets to the pool of CD8 T-cells losing CD96 expression,
we determined the frequency of TN, TCM, TEM, and TEMRA in CD96+ and CD96— cellscells
(gated on total CD8 T-cells as shown in Figure 3A) from multiple groups of HIV+ individuals
including EC, TP as well as ART-treated (Table 1). Interestingly, the CD8+CD96— population
was enriched with the more differentiated cells; TEM (CD8+CD45RA™#CD27"%) and terminally
differentiated effector memory (TEMRA; CD8+CD45RA+CD27"%), in the three groups of HIV+
individuals (Figure 3B, right panels, p<0.0001 for both). In contrast, the CD8+CD96+ population
was enriched with the less differentiated TN and TCM cells from all the HIV+ individuals
(Figure 3B, left panels, p=0.0007 and p<0.0001, respectively). Similar phenotypes were also
observed in the HIV"® controls with the exception of the TN that were not different between
CD96+ and CD96— subsets (Figure 3C). Given the fact that differentiated cells are enriched in
CD96— CD8+ T-cells and that the down-regulation of CD96 is associated with disease
progression as shown in Figure 1, we hypothesized that the loss of CD96 expression might be
associated with T-cell senescence. To validate this hypothesis, we assessed the expression of

CD96 on CD8 T-cells with the CD28—CD57+ phenotype (a hallmark of cell senescence) within
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each of the four subsets; TN, TCM, TEM and TEMRA. As shown in Figures 4A, B, cells with
CD28—CD57+ phenotype expressed significantly lower CD96 levels, determined by the mean
fluorescence intensity (MFI), when compared with CD28+CDS57— cells (p<0.0001 for all
subsets). This was further confirmed by measuring CD96 on total CD8 T-cells after gating on the
co-stimulatory molecules CD28 and CD27 [the loss of both is associated with cell senescence
(22-24)]. As shown in Figure 4C, cells with the double negative DN phenotype (CD27-CD28-)
expressed significantly lower levels of CD96 compared to their double positive DP counterparts
(p<0.0001). We further adjusted these data for age as a confounder. ANCOVA test was run to
determine the effect of different readouts (flow cytometry values) after controlling for age. Prior
to linear modeling, MFI values were log2-transformed and tested for normality before testing and
the effect size was reported as GES (generalized eta squared). As shown in Table 2, differences
in CD96 expression between the different subsets remained significant suggesting these
differences are age-independent. Taken together, these results demonstrate that downregulation

of CD96 on CD8+ Tcells is associated with a senescence-like phenotype.

Loss of CD96 Expression on CD8+ T Cells Is Characteristic of Low Proliferative Capacity

and Poor Response to HIV Stimulation

T-cell senescence is associated with a low proliferative potential (25). To validate this hypothesis
as related to CD96 downregulation, we assessed the proliferative capacity of CD96— and CD96+
CD8+ T-cells, from HIVneg individuals, in response to the mitogenic stimulation with PHA.
Interestingly, we observed that proliferating cells (CFSElo cells) in both CD45RA+ and
CD45RAneg CD8+ T cells expressed significantly higher levels of CD96 compared to
nonproliferating cells (CFSEhi cells) (Figure 5, p = 0.0079 and p = 0.0079, respectively).

To further investigate this phenotype on HIV-specific T cells, we developed an intracellular
staining (ICS) to identify the specific cytokine responses of the CD8+ T cells from ARTtreated
individuals (n = 6, Log10 average viral load 1.6 HIV copies/ml plasma and average CD4 count
590 + 343 cells/mm3) to HIV-1 peptides (HIV-1 consensus B pools of Env, Gag, Nef or Pol,
peptides). Following a 6-h stimulation, we characterized two cell populations: (I) activated cells
that expressed one or more of the following proteins, TNF-a, CD40L, CD107a, and IFNg and co-

expressed the activation marker CD69 (called responding cells [R]); and (IT) non-activated cells,
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negative for the above markers and CD69 expression [called non-responding cells [NR)] (Figure
6A). Interestingly, we observed that TN, TCM, and TEMRA CD8+ T-cells from responding cells
had a significantly higher expression of CD96 compared to their counterparts of non-responding
cells (Figure 6B, p<0.0001, p<0.0001 and p = 0.0058, respectively). However, differences in
CD96 expression within the TEM subsets from responding compared to non-responding cells did
not reach statistical significance. Furthermore, we observed a negative correlation between the
expression of CD96 and the senescence marker CD57 on the pool of responses from the different
memory subsets to the 4-peptide pools (Figure 6C, r = —0,41, p = 0.0008). In line with these
observations, CD96 expression was significantly higher on CD27+CD28+ double positive (DP)
CD8+ T-cells when compared to the senescent-like cells with the CD27—-CD28— double negative
(DN) subsets from either R or NR CD8+ T-cells (Figure 6D, p=0.0005 and p<0.0001,
respectively). Taken together, these observations demonstrated that CD96 expression is
associated with functionally competent responses to HIV and its loss contributes to altering the

effectiveness of T-cell responses and potentially contributes to cell senescence.
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Discussion

In this study, we showed that CD96 was downregulated on CD8+ T-cells from HIV-infected
slow progressors who experienced loss of virological and immunological control. We confirmed
these observations in HIV+ TP, in whom CD96 downregulation was more pronounced than in
EC. These data suggested that CD96 downregulation is linked to HIV disease progression and, in
accordance with previous studies supporting a protective role for this protein (17). CD96 is a
member of the immunoglobulin superfamily (IgSF), which is expressed on both NK and T-cells
and contains an immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) (26). The presence of
this ITIM suggests that CD96 may function as an inhibitory receptor. Indeed, CD96 binds to the
poliovirus receptor (PVR)/CD155 to facilitate cell adhesion and also to play a positive co-
stimulatory role by promoting NK redirected killing through increased adhesion to target cells
(27). However, recent data, both in vitro and in vivo mouse models, showed that CD96
negatively regulates cytokine production by NK cells (15). In these studies, CD96—/— mice
developed NK-mediated hyperinflammatory response to toxic bacterial toxins, such as
lipopolysaccharide (LPS), which led to decreased animal survival and increased death mediated
by septic shock (15). These observations support the inflammatory potential of cells lacking
CD96 expression. In contrast to NK cells, less is known about the exact functions of CD96 on
Tcells. In line with our observations, Eriksson et al. (17), reported that CD96 expression is lower
on T-cells from HIV+ viremic individuals and EC compared to uninfected individuals. Their
studies showed that CD96— CD8+ T-cells expressed higher levels of perforin although both
CD96+ and CD96neg cells produce similar levels of IFN-g. These observations suggested that
CD96 may play a selective or a regulatory role on the functions of some, but not all, T-cell
subsets where the functions of subsets producing perforin are more regulated by CD96
expression. In line with these observations, the regulatory role of CD96 on specific T-cell
functions was also supported by data from murine models where Th9 (cells producing IL-9) but
not Thl (cells producing IFN-y) lacking CD96 expression showed highly inflammatory profiles
contributing to intestinal and colonic inflammation (28). Paradoxically, an emerging role for
CD96 as a negative immune checkpoint was recently proposed, since antibodies targeting CD96
seemed to enhance the anti-tumor potential of CD8+ T-cells in a number of mouse tumor models

(29). However, it is still unclear whether this proposed role of negative regulation of T-cells by

85



CD96 is linked with immune exhaustion, which is a typical characteristic for the expression of
negative immune checkpoint receptors (30). Intriguingly, recent data on CD96 functions
challenge the hypothesis of the negative regulation of T-cells (31). In these studies, antibody-
mediated cross-linking of CD96 on CD8+ Tcells from both human and mouse clearly
demonstrated that CD96 had positive co-stimulatory functions. The authors showed that CD96
triggering enhanced cytokine production and T-cell proliferation through MEK-ERK dependent
pathway (31). To gain insights into the potential role of CD96 on T-cell functions in HIV
infection, we characterized the memory phenotype of cells with low compared to high expression
of this immunoglobulin-like receptor. Indeed, we observed that CD96 downregulation was
associated with a differentiated memory phenotype (effector memory and terminally
differentiated effector memory) compared to cells with high expression of CD96 that were
enriched in naive and central memory T cell subsets. In addition, downregulation of CD96
expression was associated with loss of CD27 and CD28. In this regard, signaling provided by the
co-stimulatory receptors CD27 and CD28 in the context of T-cell receptor (TCR) stimulation
plays an important role in T-cell survival and IL2 production (32, 33). However, these co-
stimulatory receptors are known to be progressively downregulated as cycles of cell activation
increase, consequently leading to progressive loss of the replicative capacity and accumulation of
cells with the CD28—CD27— phenotype. These later cells are compromised in their ability to up-
regulate the telomerase activity (34). Such a progressive loss of surface markers is widely
believed to correspond to the impairment or loss of T-cell functions (35). In addition, loss of
CD27 and CD28 expression is typical of a cellular phenotype characterizing effector memory
cells that reexpress CD45RA (TEMRA), as we observed in our current studies. These cells
acquire the expression of markers associated with dysfunction and senescence, such as PD-1,

CD57, and KLRG-1 (36, 37).

Indeed, in our studies, we observed that cells negative for CD27 and CD28 expressed
significantly lower levels of CD96, but higher levels of CD57, which links the loss of CD96 with
cell senescence. This is further supported by inferior proliferative capacity of cells with lower
CD96 expression in response to PHA stimulation. In addition, CD8+ T-cells expressing lower
levels of CD96 responded poorly to HIV peptides as reflected by the absence of cytokine
production compared to their counterparts with higher CD96 expression. In this regard, the

absence of cytokine production by the CD96— senescent-like cells is intriguing as senescent cells
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are known for their production of inflammatory cytokines (38, 39). These observations may
suggest that loss of CD96 expression may characterize T-cells with an intermediate state
preceding the senescence phase. Accumulation of such cells might contribute to the accelerated
and premature aging observed in the HIV infected individuals, which are associated with the
increased burden of non-AIDS co-morbidities (40—42). This premature aging was even shown in
children < 5 years old where the infection was associated with shorter telomere length (43),
which is characteristic of cell senescence (44). In this regard, we acknowledge the limitation of
our current study where we investigated the senescence-like phenotype of cells with low CD96
expression (cells upregulating CD57 and downregulating CD27 and CD28) and their
proliferation potential without characterizing the telomere length of these cells. However, future

studies are planned to address this question.

Since we observed the downregulation of CD96 in PBMCs from HIV+ slow progressors and a
significant upregulation of the proinflammatory cytokine IL-32 in their plasma (16), it was
important to study the link between these two proteins. Our data showed that IL-32 decreases
CD96, consistent with earlier studies on the activation-induced downregulation of this
immunoglobulin-like molecule (17). Our present study suggests that 1L-32 is likely contributing
to T-cell dysfunction since cells downregulating CD96 showed a poor response to challenge with
HIV cognate peptides. However, it remains unclear by which mechanism IL-32 interferes with

CD96 expression on CD8+ T-cells and further studies are needed to answer this question.

Together, our data suggest that CD96 expression is linked to T-cell differentiation and plays a
protective role against loss of Tcell proliferative potential and cytokine production. The
compromised expression of CD96 on T-cells by IL-32 and potentially with other inflammatory
cytokines in HIV infection may lead to the accumulation of senescent-like cells with biased
replicative capacities. This phenotype impairs the potential of the memory T-cells to respond to
persistent HIV infection, which represents a major hurdle to viral control and a significant

contributor to the development of inflammation-associated comorbidities in PLWH (45).
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Figure 1: Down-Regulation of CD96 on total CD8 T-cells in HIV infection. (A) Heat map
showing transcriptional analysis by microarrays of total PBMC from HIV+ slow progressor
participants losing virological and immunological control (increased viral load and decreased
CD4 counts, n=5) between Visit 1 (before loss of control) and Visit 2 (after loss of control).
Selection of modulated genes with a cutoff of 1.3-fold and a p value <0.05. CD96 is highlighted
by red square. (B) Mean fluorescence intensity (MFI) of CD96 expression assessed by flow
cytometry on CD4 (left) and CD8 T-cells (right) from HIVneg (n=10) as compared to Elite
Controllers (EC) and Typical Progressors (TP) (n=9 per group). Data analyzed with the non-
parametric test Kruskal-Wallis and Dunn’s subtest. (C) Impact of the proinflammatory cytokine
IL-32 (isoforms a, b and g) on CD96 expression on CD8 T-cells (from n=5 non-infected donors)
following 5 days of stimulation. Data are shown as fold increase/decrease relative to mock-

stimulated cells and analyzed with the matched pair Wilcoxon test. NS, Non-significant.
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Figure 2: Decreased CD96 expression on CD8 T-cell subsets. (A) Representative ex vivo Flow
cytometry dot plots showing the gating strategy for CD96+ and CD96— expression on each of the
four CD8 T-cell subsets; Naive (TN; CD8+CD45RA+CD27+), Central Memory (TCM;
CD8+CD45RAnegCD27+), Effector Memory (TEM; CD8+CD45RAnegCD27neg) and
terminally  differentiated  effector = memory  re-expressing CD45RA  (TEMRA;
CD8+CD45RA+CD27neg) based on the Fluorescence Minus One (FMO) staining. (B) Analysis
of CD96 on the different CD8 T-cell subsets from HIVneg (n=10), TP (n=9) and EC (n=9)
showing the decreased frequency of CD96+ cells in HIV+ individuals. Data analyzed with the

non-parametric Kruskal-Wallis and Dunn’s subtest.
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Figure 3: Loss of CD96 expression is associated with more differentiated phenotypes. (A)

Representative ex vivo staining showing the gating strategy for CD96+/— cells based on FMO
(upper panels) and gating on memory subsets; TN, TCM, TEM and TEMRA from CD96— and

99



CD96+ CD8 T-cells (lower panels). (B) Pair analysis for the frequency of TN, TCM, TEM, and
TEMRA between CD96— and CD96+ cells from the HIV+ individuals EC (n=9) TP (n=9), and
ART-treated (n=10). (C) Same analysis as in (B) on HIVneg (n=28). Data analyzed with

Wilcoxon matched pair test. NS, Non-significant.
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CD28+CDS57— senescent compared to their counterparts of CD28—CD57+ cells from HIV+ EC
(n=5), TP (n=5), ART-treated (n=10) and HIVneg controls (n=23). (C) Analysis of CD96
expression on total CD8 T-cells with CD27+CD28+ double positive (DP) cells and
CD27-CD28— double negative (DN) cells from the same individuals as in (B) Data analyzed

with Wilcoxon matched pair test.
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Figure 5: Down-regulation of CD96 is associated with poor T-cell proliferation. (A)
Representative flow cytometry dot plots showing the gating strategy on proliferating (CFSElo)
and non-proliferating (CFSEhi) cells from CD8+CD45RA+ and CD8+CD45RAneg T-cells. (B)
Expression of CD96 on proliferating (CFSElo) and non-proliferating (CFSEhi) in
CD8+CD45RA+ and CD8+CD45RAneg T-cells in response to PHA stimulation (1 mg/ml) and

IL-2 (10 ng/ml) and 4 days incubation (n=5). Data analyzed with the non-parametric Mann-
Whitney test.
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responding to HIV-1 peptide pools (6 h stimulation with Env, Gag, Nef, or Pol peptide pools)
evaluated by intracellular cytokine staining in n=6 individuals on continuous ART (upper and
middle panels). Responding cells are represented by R, whereas non-responding cells are
represented by NR. Responding cells to each peptide pool (cells expression CD69 together either
TNFa, CD40L, CD107, or IFNg) were grouped together by OR Boolean gating followed by
gating on the memory subsets TCM, TEM, TEMRA and TN as well as gating on CD27 and
CD28 (lower left panels). Similar gating strategy was also used for nonresponding cells (lower
right panels). (B) Mean fluorescence intensity (MFI) of CD96 on TCM, TEM, TEMRA and TN
from responding compared to non-responding cells (responses corresponding to cells from six
participants stimulated with four peptide pools). (C) Correlations between CD96 MFI and CD57
MEFTI on all responding cells (corresponding to the pool of responses from TCM, TEM, TEMRA
and TN from n=6 participants). (D) Comparison of CD96 MFI on CD27+CD28+ double positive
(DP) and CD27—CD28- double negative (DN) subsets from both responding and non-responding
cells (corresponding to cells from 6 participants stimulated with 4 peptide pools). P values were

calculated by matched-pair Wilcoxon test in (B, D) and Spearman correlation in (C).
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Tables

Study participants HIV+ EC HIV+ TP (ART-naive) HIV+ (On ART) HIv"™?
Number/group 9 ] 10 28
(Men/Women) (7/2) (9/0) (10/0) (19/9)
Age (Years) 43+ 5 40+ 10 59+6 52 +8°
Logq Viral load 1.67 + 0.08 4.76 + 0.51 1.84+0.75 MN/A
Time since ART initiation (Years) N/A N/A 16+6 N/A
CD4 count (Cells/mm?) B42 + 246 389+ 97 450 + 292 NA
CD8 count (cell/mm?) 710 £ 281 911+ 210 637 + 400 MNA
CD4/CD8 ratio 1+032 0.40 + 0.06 0.88 + 0.62 NA
Numbers are shown in mean + SD.

“Unknown age for n = 8 individuals.

N/A, non-applicable; NA, non-available.
Table 1: Demographic and clinical parameters for the study participants.

Population Effect on CD96 DFn DFd F P P < 0.05 GES P. Sig
CD8 subsets

Naive CD28/CD57 1 66 17.531 8.55E-05 * 0.210 .
Tem CD28/CD57 1 66 57.699 0.00E+00 * 0.466 o
Tem CD28/CD57 1 66 52872 0.00E+00 * 0.444 o
Temra CD28/CD57 1 58 35477 2.00E-07 * 0.380 o
Total CD8 CD27/CD28 1 66 59.856 7.84E-11 * 0.476 o

Data analysis account for comparisons of populations from the same individual.

Din, degrees of freedom in the numerator; Dfd, degrees of freedom in the denominator; F, statistic test for ANCOVA; P. Sig, P Significance.

0 < 0.05, **p < 0.0001.

Table 2: ANCOVA analysis for adjustment of CD96 expression by age on T-cell subsets.
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Abstract
Chronic inflammation is associated with higher risk of cardiovascular disease (CVD) in people
living with HIV (PLWH). We have previously shown that interleukin-32 (IL-32), a multiisoform
proinflammatory cytokine, is chronically upregulated in PLWH and is linked with CVD.
However, the mechanistic roles of the different IL-32 isoforms in CVD are yet to be identified. In
this study, we aimed to investigate the potential impact of IL-32 isoforms on coronary artery
endothelial cells (CAEC), whose dysfunction represents a major factor for atherosclerosis. Our
results demonstrated that the predominantly expressed IL-32 isoforms (IL-32p and IL-32y) have
a selective impact on the production of the proinflammatory cytokine IL-6 by CAEC.
Furthermore, these two isoforms induced endothelial cell dysfunction by upregulating the
expression of the adhesion molecules ICAM-I and VCAM-I and the chemoattractants CCL-2,
CXCL-8 and CXCL-1. IL-32-mediated expression of these chemokines was sufficient to drive
monocyte transmigration in vitro. Finally, we demonstrate that IL-32 expression in both PLWH
and controls correlates with the carotid artery stiffness, measured by the cumulated lateral
translation. These results suggest a role for IL-32-mediated endothelial cell dysfunction in
dysregulation of the blood vessel wall and that 1L-32 may represent a therapeutic target to

prevent CVD in PLWH.

Keywords: HIV; inflammation; cardiovascular disease; IL-32; arterial stiffness; endothelial cell

dysfunction; CCL-2; CXCL-8; CXCL-1
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Introduction

Life expectancy of people living with HIV (PLWH) has been greatly enhanced with anti-
retroviral therapy, ART [1,2]. However, long-term health management is strictly needed as
PLWH are aging and are exposed to age-associated comorbidities. For instance, 10% of PLWH
worldwide are now over the age of 50, whereas in US and Canada, the aging population
represents 50% of PLWH [3]. This natural biological aging is further associated with
inflammation and chronic activation of the immune system in PLWH even under ART, which
accelerates the development of multiple comorbidities such as cancer, neurological, and
cardiovascular diseases [4—6]. In this regard, arterial dysfunction is known to be involved in
cardiovascular diseases including hypertension, stroke and heart disease [7,8]. The development
of dysfunctional arterial endothelium with age contributes to a number of hemodynamic changes

in the body by increasing large artery stiffness, oscillatory shear stress and resistant arterial tone

[9].

At the cellular level, endothelial dysfunction leads to an increase in CXCL-8 and CCL-2
chemokine secretion and increased expression of the adhesion molecules ICAM-I and VCAM-I
[10,11]. Among these, CCL-2 is a strong chemoattractant that guides monocyte trafficking to the
inflamed arteries and combined with CXCL-8 they play a role in firm adhesion of monocyte into
the endothelium [12]. Meanwhile, upregulation of the adhesion molecules ICAM-I and VCAM-I
promotes slow rolling, firm adhesion and migration of monocytes through the endothelium [13].
This endothelial dysfunction phenotype increases extravasation and subendothelial accumulation
of monocytes that can differentiate into macrophages and give rise to the pathogenic foam cells
[14,15]. Along with the endothelial dysfunction, elevated levels of IL-1B, IL-6 and TNF-a
inflammatory cytokines contribute to atherosclerotic plaque formation and cardiac irritability
[10,16,17]. IL-6 and TNF-o have been directly correlated with obstructive coronary artery
disease (CAD) along with 1L-32 that was shown to be highly expressed in the coronary artery
endothelium in people with CAD [18,19].

IL-32 is a pro-inflammatory cytokine produced by immune and nonimmune cells and is
expressed in at least 10 different isoforms (a, B, vy, 6, D, €, 0, {, 1, and small/sm, generated by

alternative splicing) [20-22]. We and others have shown that plasmatic IL-32 levels are
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upregulated in PLWH even under ART treatment [23,24]. We further demonstrated that specific
IL-32 isoforms (IL-32 a, B, and € in women but IL-32 D and 6 in men living with HIV) were
associated with carotid artery and coronary artery subclinical atherosclerosis, respectively
[25,26]. These observations warranted further studies to dissect the roles of IL-32 isoforms in
mechanisms underlying the development of CVD in PLWH. Herein, we aimed to investigate the
impact of exogenous IL-32 isoforms on the dysfunction of coronary artery endothelial cells
(CAEC) and carotid artery stiffening, and to identify their profile of key cytokines and

chemokines secretion in response to IL-32 activation.

111



Material and methods

The Study Participants

The current study included PLWH (n = 60) and control (n = 53) individuals participating in the
Canadian HIV and Aging Cohort Study (CHACS). The CHACS cohort follows longitudinally
PLWH and controls for the development of cardiovascular diseases where subclinical
atherosclerosis is measured using a cardiac computed tomography (CT) scan with injection of
contrast media and defined by the presence of atherosclerotic plaque (plaque+) in the coronary

arteries [27].

Cells

Primary Human Coronary Artery Endothelial Cells were obtained from Creative Bioarray
(Shirley, NY, USA). Cells were maintained in culture in Human Coronary Artery Endothelial
Cell Medium (Creative Bioarray, Shirley, NY, USA) and experiments were conducted between

passage 5 to 10.

Flow Cytometry Analysis

Flow cytometry analysis was used to study the expression of adhesion molecules on CAEC using
BD FACSAria (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Staining was performed with 1 million
CAEC cells detached with Accutase (STEMCELL, Vancouver, CAN) in 4% Fetal Bovine Serum
(FBS) in PBS. Cell surface staining was performed with fluorochromeconjugated antibodies from
Biolegend (San Diego, CA, USA); Alexa Fluor 700 Mouse anti-Human CD54 (Clone HASS, Cat
# 353126), APC Mouse anti-Human CD106 (Clone STA, Cat # 305810) and FITC Mouse anti-
Human CD31 (Clone WM59, Cat # 303104).

Cell Stimulation
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CAEC were stimulated with 500 ng/mL of IL-32 isoforms o (RND Systems Minneapolis, MN,
USA Cat # 3040-1L-050), B (Cat # 6769-1L-025) and y (Cat # 4690-1L-025/CF) at 90% cell
confluence. Cells were incubated for 3 h, 12 h or 72 h at 37 °C with 5%CQO2 as appropriate and
as described in the Figure legends. All stimulations were done in the presence of Polymyxin B

(inhibitor of the lipopolysaccharide LPS) at 1 pg/mL.

ELISA

IL-10, IL-18, IL-6, TNF-a, IL-1B, CCL-2, CXCL-1, CXCL-8, ICAM-I and VCAM-I were
quantified using commercially available ELISA kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA Cat
# DY217B-05, DY318-05, DY406-05, DY210-05, DY201-05, DY279-05, DY275-05, DY20805,
DY720-05 and DY809-05, respectively) as per the manufacturer’s recommendations in CAEC

supernatant.

Quantitative Reverse Transcription Assays (RT-qPCR)

Total RNA was isolated from CAEC using the RNeasy plus mini kit (QIAGEN, Toronto, ON,
CAN. Catalog No. 74134) as per the manufacturer’s protocol. Primers sets for the quantification
of the different genes were as follows: CXCL-1 (Forward 50- AACCGAAGTCATAGCCACAC-
30and reverse 50- GTTGGATTTGTCACTGTTCAGC-30) [28], CXCL-8 (Forward 50-
GACCACACTGCGCCAACAC-30 and reverse 50- CTTCTCCA CAACCCTCTGCAC-30)
[29], CCL-2 (Forward 50-CAGCCAGATGCAATCAATGC-30 and reverse 50-
TGGAATCCTGAACCCACTTCT-30) [30], ICAM-I (Forward 50-GGCCGGCCAGCT
TATACA-30 and reverse 5S0-TAGACACTTGAGCTCGGGCA-30) [31] and VCAM-I (Forward
50-TCAGATTGGAGACTCAGTCATG-30 and reverse 50-ACTCCTCACCTTCCCGCTC-30)
[31]. Primers used for the IL-32 isoforms quantification can be found in supplementary material
in our previous publication [22]. The IL-32 isoforms quantification assays were carried out using
one-step SYBR Green quantitative real-time PCR on RNA from PBMCs isolated from the study
participants and extracted using the RNeasy plus mini kit from Qiagen as per the manufacturer’s
protocol. RT-qPCR was performed on a LightCycler 480 II (Roche, Mississauga, ON, CAN)
apparatus using QIAGEN (Toronto, ON, CAN) reagents (RNase-Free DNase Set (50); Cat. No.
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79254). Real-time RT-qPCR was performed using 25ng RNA per reaction. Gene expression was
normalized to the housekeeping gene B-glucuronidase. RT-qPCR data were analyzed with the
ACT method using the housekeeping gene B-glucuronidase as an internal reference as we

previously described [22].

Transwell Assay

Negatively selected monocyte (STEMCELL, Vancouver, BC, CAN Cat #19058) migration was
carried out in a 3 um transwell insert (CELLTREAT, Pepperell, MA, USA. Cat # 230631) by
placing the monocytes in the upper chamber while placing the supernatants from IL-32 isoform-
stimulated CAEC in the lower chamber for 3 h with or without antagonists for CXCR2 (TOCRIS,
Toronto, ON, CAN. Cat # 2725) and CCR2 (TOCRIS, Toronto, CAN. Cat # 2517). Transwell
membranes were stained with DAPI (Sigma, Saint-louis, MO, USA Cat # D9542) for cell
nucleus and imaged with a Zeiss microscope with Z-stack. Automatic cell counting was
performed using FIJT (NIH, ImageJ2, v1.8.0 172) macro developed by the cell imaging facility
of the CRCHUM.

Carotid Artery Ultrasound Imaging and Image Analysis

Ultrasound imaging and image analysis have been carried as described in our previous work [32].
Ultrasound acquisitions were performed between October 2015 and October 2017. Arterial walls
of left and right common and internal carotids were assessed in this study; 4 cine-loops were thus
acquired for each participant. Longitudinal views of each vessel were acquired with an Aixplorer
system (SuperSonic Imagine, Aix-en-provence, FRA) using a 256-element linear array probe
(SuperLinear™ SL15-4) at 7.5 MHz. Participants were asked to hold breath during acquisitions.
The frame rate was set to 50 frames per s, and cine-loops of raw US radiofrequency data were
recorded for approximately 5 s. Examinations were performed by a vascular technologist with

more than 20 years of experience.
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Statistical Analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 8 (GraphPad software, San Diego, CA, USA) and
SAS 9.4 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Non-parametric Kruskal-Wallis and Dunn’s subtests
were used to analyze more than 2 groups for the same variable whereas Mann-Whitney non-
parametric analysis was used to compare two groups for the same variable. Linear regression was
used for multivariable analysis, adjusting for age, Framingham risk score, body mass index, and
LDL and HDL cholesterol levels. Differences between groups were considered statistically

significant at values of p < 0.05 with two-tailed analysis.
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Results

IL-32 Isoforms Exhibit a Differential Impact on Cytokine Production by the Primary
Coronary Artery Endothelial Cells

We first aimed to determine whether IL-32 isoforms would upregulate the production of
inflammatory cytokines by the primary CAEC based on our previous observations on both CD4
T-cells and monocytes where IL-32 isoforms induce multiple inflammatory mediators [24]. We
tested the production of key cytokines involved in CVD such as IL-6, TNF-a, IL-1p and IL-18 as
well as the anti-inflammatory cytokine IL-10 in CAEC supernatant by ELISA following 72 h of
stimulation with IL-32 isoforms. We observed that IL-32f and vy, but not IL-320q, significantly
upregulated the production of the inflammatory cytokine IL-6 (p < 0.0001 and p = 0.0095,
respectively) compared to the non-stimulated conditions (Figure 1A, left panel). In contrast to
what we observed on other cell types [24], CAEC did not upregulate any other inflammatory
cytokines such as TNF-a, IL-1 or IL-18 in response to IL-32 isoforms (Figure 1B), or even to
LPS stimulation (data not shown), suggesting that CAEC are not a source for these inflammatory
cytokines. Interestingly, we observed that IL-32f3, and to a lesser extent IL-32y, decreased the
production of the anti-inflammatory cytokine IL-10 in CAEC (Figure 1A, right panel, p = 0.0011
for IL-32P). These results demonstrated that, in contrast to the impact of IL-32 isoforms on T-
cells and monocytes where they induce a number of inflammatory cytokines [22,24,26],
endothelial cells respond to IL-32 isoforms by increasing the expression of the CVD-associated

cytokine IL-6 and decreasing the atheroprotective cytokine IL-10.
IL-32 B and y Induce Coronary Artery Endothelial Cell Dysfunction

Given the prominent role of IL-6 in endothelial cell dysfunction [33] and the specific
upregulation of IL-6 by CAEC in response to IL-32 as shown above, we aimed to determine the
impact of the IL-32 isoforms on the typical endothelial dysfunction markers ICAM-I and
VCAM-I [34]. We quantified these adhesion molecules at the RNA level by RT-qPCR in CAEC
following a 12h stimulation with IL-32 isoforms a, B or y. We observed that IL-32p and y
significantly upregulated ICAM-I (p = 0.0028 and p = 0.0303, respectively) and VCAM-I (p =
0.0016 and p = 0.0383, respectively) RNA expression compared to nonstimulated cells (Figure
2A). The upregulated RNA expression of ICAM-I and VCAM-I was associated with significantly
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increased levels of their secreted proteins quantified by ELISA in the supernatants of CAEC
following 72 h stimulation with IL-328 and y (ICAM-I; p = 0.0053 and p = 0.0068, respectively,
and VCAM-I; p < 0.0001 and p = 0.0001, respectively, Figure 2B). Furthermore, the expression
of ICAM-I and VCAM-I on the cell surface (a feature associated with the recruitment of
leukocytes to the inflammatory sites) was assessed by flow cytometry following 72 h stimulation
under the same conditions. In line with the RNA transcription and secreted protein data, 1L-32
and v significantly upregulated ICAM-I (p < 0.0001 and p = 0.0005, respectively) and VCAM-I
(p < 0.0001 and p = 0.0007, respectively) on the surface of CAEC compared to non-stimulated
cells (Figure 2C). Taken together, these results suggest that IL-32 isoforms 3 and vy, but not a,
induce cell dysfunction in CAEC.

IL-32 B and y Increase Chemokine Production in Coronary Artery Endothelial Cells

Expression of the adhesion molecules ICAM-I and VCAM-I, which are involved in leukocyte
recruitment by endothelial cells, further suggests that IL-32 isoforms might also impact the
chemokine production in CAEC, which together (adhesion molecules and chemokines) would
enhance the leukocyte recruitment potential of these cells to the site of inflammation. To this end,
we evaluated the expression of key chemokines known to be involved in leukocytes chemotaxis,
namely, CCL-2, CXCL-1, and CXCL-8 [35-38]. These chemokines were first quantified by RT-
qPCR following a 12 h stimulation with IL-32 isoforms. Similar to the CAEC dysfunction
markers, we observed that IL-32p and vy significantly upregulated the RNA expression of CCL-2
(p <0.0001 and p = 0.0012 respectively), CXCL-1 (p = 0.0001 and p = 0.0023 respectively) and
CXCL-8 (p < 0.0001 and p = 0.0028, respectively) compared to the non-stimulated condition or
IL-32a-stimulated cells (Figure 3A). The protein expression of these chemokines was further
assessed in CAEC supernatant by ELISA following 72 h stimulation with IL-32 isoforms. Of
note, all experiments were carried out in the presence of the endotoxin inhibitor Polymyxin B,
which did not significantly impact the CAEC response to IL-32 isoforms, while completely
diminishing the impact of LPS stimulation that was used at a similar concentration to IL-32
isoforms (500 ng/mL) (Supplemental Figure S1). Under these experimental conditions, we
observed that IL-32f and y upregulated CCL-2 (p < 0.0001 and p = 0.0132, respectively), CXCL-
1 (p <0.0001 and p = 0.0198, respectively) and CXCL-8 (p = 0.030 and p = 0.066 (marginally

significant), respectively) compared to the non-stimulated or IL-32a- stimulated cells (Figure
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3B). These results suggested a specific effect of [L-323 and y to induce chemokines’ expression

by CAEC, which would potentially increase their capacity to attract immune cells.

IL-32 B- and y-Induced Chemokines Drive Monocyte Transmigration towards CAEC

Supernatants

Since CCL-2 and CXCL-8 are known to be potent monocyte chemoattractants [36], we
hypothesized that CAEC stimulated with IL-32 isoforms would increase their potential to recruit
monocytes. We assessed the transmigration of primary monocytes towards the supernatant of
CAEC stimulated with IL-32 isoforms a, B and y in transwell assays and the total migrated cells
were counted by imaging (DAPI stain was used to identify the migrated cells on the transwell
membranes). We observed that supernatant from IL-32 B and y-stimulated CAEC significantly
attracted higher numbers of monocytes (p = 0.0005 and p = 0.0141, respectively) compared to the
non-stimulated cells (Figure 4A). To ensure this effect was specific and related to the
upregulation of CCL-2 and CXCL-8 by IL-32 isoforms, we pre-treated the monocytes with the
antagonists RS504393 and SB225002, which target CCR2 (CCL-2 receptor) and CXCR2
(CXCL-8 receptor), respectively, before running the transwell assay. Under these conditions, we
observed a significant decrease in the number of transmigrating monocytes compared to the non-
treated cells (IL-32f: p = 0.0018 for CXCR2 antagonist and p = 0.0051 for CCR2 antagonist, IL-
32y: p =0.0045 for CXCR2 antagonist and p = 0.0078 for CCR2 antagonist, Figure 4B). Of note,
the use of CXCR2 antagonist showed a modest but significant impact on the non-stimulated and
IL-32a-stimulated supernatants (p = 0.0039 and p = 0.0003, respectively), likely driven by the
inhibition of the spontaneous CXCL-8 production by CAEC as could be seen in Figure 3B.
Intriguingly, the use of either CCR2 or CXCR2 antagonists in the IL-32-stimulated conditions
strongly diminished the monocyte migration to levels close to the non-stimulated cells. However,
earlier studies demonstrated that monocyte migration by these chemokines (CCL-2 and CXCL-8)
and chemokine receptors (CCR2 and CXCR2) are highly interdependent through a synergistic
mechanism involving the activation of ERK1/ERK2 pathways and intracellular calcium signaling
[39]. These studies demonstrated that CXCL-8 largely enhances the chemoattraction potential of
CCL-2 [39]. Therefore, inhibition of CCL-2 in our assays would likely diminish the monocytes
migration as expected, but additionally, CXCL-8 inhibition would, on its turn, diminish the

synergistic effect for CCL-2-mediated migration as well. Taken together, these results suggest
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that IL-32-induced expression of the chemokines CCL-2 and CXCL-8 has the potential to
significatively and specifically increase monocyte recruitment by coronary artery endothelial

cells.
IL-32 Expression Is Associated with Carotid Artery Wall Stiffness

Since we had established the functional link between IL-32 and endothelial cell’s dysfunction and
cytokine/chemokine production, we further aimed to investigate whether IL-32 expression in
vivo might be correlated with arterial diseases. Accordingly, we quantified the 1L-32 isoforms a,
B, v, D, € and 0 (isoforms for which we have established RT-qPCR assays [22,25,26]) from both
PLWH (n = 60) and controls (n = 53) (Table 1), and studied their correlation with arterial
stiffness determined by cumulated lateral translation in the common carotid artery (CLT-CCA)
that is measured by ultrasound noninvasive vascular elastography (NIVE) [32]. CLT-CCA
represents the cyclic translation motion, during pulsation, of the arterial wall along the
longitudinal vessel axis. Consistent with our earlier observations [22,25,26], all IL-32 isoforms
that were tested (o, B, v, D, € and 0) were significantly upregulated in PBMCs from PLWH
compared to controls (p < 0.0001, p <0.0001, p <0.0001, p=0.0049, p=0.0001 and p < 0.0001,
respectively) (Figure 5A). Interestingly, the levels of IL-32 isoforms (a, B, vy, D, € and 0)
negatively and significantly correlated with cumulated lateral translation in the common carotid
artery (CLT-CCA) from the controls (p = 0.042, p = 0.017, p=0.018, p = 0.019, p = 0.009 and p
= 0.03, respectively, Figure 5B). These associations remained statistically significant after
adjustment for age, Framingham risk score, body mass index, and LDL and HDL cholesterol
levels, with the exception of isoforms a and D which became marginally significant (p = 0.09 and
p = 0.06, respectively). In PLWH, no significant correlation was observed between IL-32 and
CLT-CCA when we analyzed the total population of PLWH (Supplemental Figure S2A).
However, the negative significant correlations with IL-32 isoforms in PLWH were only observed
in the CLT-CCA measures within the upper quartiles (n = 30) but not the lower quartiles (n = 30)
(p=0.015, p=0.029, p = 0.024 for IL-32y, D and &, respectively, and marginally significant for
1soforms a, f and 6 with p = 0.054, p = 0.071 and p = 0.061, respectively) (Figure 5C). In further
analyses adjusted for age, Framingham risk score, body mass index, and LDL and HDL
cholesterol levels, the associations between IL-32 and CLT-CCA strengthened and were

statistically significant for all isoforms except for 6 (p = 0.09). These results were intriguing
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given the higher levels of IL-32 isoform expression in PLWH compared to the controls.
However, when we stratified PLWH by age for the upper and lower CLT-CCA quartiles, we
observed that individuals within the lower quartile of CLT-CCA (more arterial stiffness) were
older compared to individuals within the upper CLT-CCA quartiles (individuals with less
diseased arteries) (Supplemental Figure S2B, left panel). Of note, this effect was not observed
within the controls, where individuals within the upper (n = 27) and lower (n = 26) CLT-CCA
quartiles had similar ages (Supplemental Figure S2B, left panel). These results demonstrated that
the association between IL-32 expression and arterial stiffness was only observed in the relatively
younger but not the older PLWH, even with the significant correlation between 1L-32 and aging
(Supplemental Figure S2B, right panel). These results also suggested that IL-32 may accelerate
co-morbidities such as vascular diseases in PLWH at an earlier age; however, advanced
biological aging remains a dominant mediator/predictor for the deterioration of the arterial

functions.
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Discussion

IL-32 is known to be upregulated in multiple inflammatory conditions associated with increased
risk for the development of cardiovascular diseases, such with chronic viral and bacterial
infections, inflammatory bowel disease and chronic obstructive pulmonary disease [40—43].
Previous studies including ours demonstrated that IL-32 is persistently upregulated in both cells
and plasma from people living with HIV and is associated with the presence of coronary artery
and carotid artery atherosclerosis [23,25,26,44]. However, whether IL-32 contributes to the
pathogenesis of atherosclerosis is not clear. In the current study, we assessed the impact of 1L-32
isoforms on endothelial cell functions and cytokines/chemokines expression as it relates to
inflammation and recruitment of leukocytes. We demonstrated that specific exogenous IL-32
isoforms (IL-32f and y) have the potential to impact coronary artery endothelial cells leading to
their dysfunction and recruitment of monocytes, two conditions linked with the development of
atherosclerosis [45,46]. We first assessed CAEC pro-inflammatory cytokine production for IL-6,
TNF-a, IL-18 and IL-1p, which are four important players for the development of cardiovascular
diseases [47—49] together with the anti-inflammatory cytokine IL-10. Interestingly, only IL-6 was
upregulated by IL-32p and y as these CAEC do not produce either TNF-a, IL-18 or IL-1p, even
in response to LPS. IL-6 is considered to be an upstream inflammatory cytokine that is associated
with endothelial dysfunction (mediating the upregulation of the leukocytes’ adhesion molecules
ICAM-I and VCAM-I) and subclinical atherosclerosis [33,50] and therefore, its production by
CAEC in response to IL-32 B and y may represent one of the mechanisms by which IL-32
contributes to coronary artery dysfunction and inflammation. To validate this hypothesis, we
investigated the dysfunction of CAEC following IL-32 B and y stimulation by measuring their
expression of [CAM-I and VCAM-I. ICAM-I and VCAM-I were both upregulated at the RNA
level as well as at the protein level on cell surface. ICAM-I and VCAM-I have been shown to be
removed from the endothelial cell surface by proteolytic cleavage and shedding as a control
mechanism to limit the effect of the inflammatory process [51] and high levels of plasmatic
ICAM-I and VCAM-I have been shown to directly correlate with atherosclerosis [52]. This
phenotype was also induced by IL-32 in the current study and indicated that IL-32f and y induce

the upregulation of typical dysfunction biomarkers in CAEC. However, it remains unclear
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whether this mechanism is directly mediated by IL-6 and how IL-6 may signal in the context of

endothelial cells in vitro.

On top of being dysfunction markers, cell-associated ICAM-I and VCAM-I play a role in the
slow rolling and firm adhesion of monocytes to the arterial endothelium and initiation of
atherosclerosis [52,53]. The upregulation of these adhesion receptors by IL-32 isoforms suggests
a potential role for IL-32 in recruitment of immune cells and the contribution to the pathogenesis
of atherosclerosis. Indeed, not only IL-32 isoforms upregulate the adhesion receptors but also
increase the expression of a number of chemoattractants, namely, CCL-2, CXCL-1 and CXCL-8
at the RNA and protein levels. CCL-2, the prototype of chemoattractants, and CXCL-8 are both
known to be strong mediators of monocyte and macrophage chemotaxis/recruitment, firm-
adhesion and infiltration to the inflammation site [12,54]. The induction of these chemokines
further highlights the potential role of IL-32 in the pathogenesis of atherosclerosis given the high
expression of this cytokine in the atherosclerotic lesions [19]. Indeed, under the in vitro
conditions that we employed in the current study, the IL-32-mediated expression of both CCL-2
and CXCL-8 by the coronary artery endothelial cells was sufficient to induce monocytes’
recruitment in a specific manner demonstrated by the CCR2 and CXCR2 antagonists (ligands of
CCL-2 and CXCL-8, respectively). Monocytes play a crucial role in atherosclerosis by
infiltrating the atherosclerotic lesions, differentiating into macrophages, and forming
inflammatory foam cells [55-57]. Given these effects, we suggest an inflammatory role for IL-
32B and y on endothelial cells leading to their dysfunction and release of both inflammatory
cytokines and chemokines, which might promote arterial inflammation and monocyte recruitment
to the atherosclerotic sites. The deleterious effects of chronic upregulation of IL-32 and IL32-
mediated chemokine expression may also expand beyond atherosclerosis. For instance, CCL-2
was recently shown to mediate early seeding of the HIV reservoir by recruiting a unique subset of
CCR2/5+ CD4+ T-cells which become infected and form a significant reservoir for latent
infection [58]. Similar studies were also reported on CXCL-1 (an IL32 induced chemokine) on
the enhancement of HIV replication [59]. Moreover, CXCL-8, another IL-32-induced chemokine,
was shown to be upregulated in the plasma, serum and brain of PLWH presenting neurocognitive

impairment [60].
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While the current study as well as studies by other groups highlighted the role of IL-32 isoforms
B and y as proinflammatory [61], the role of IL-32a is not clearly established in the literature. In
previous studies, the anti-atherosclerotic potential of IL-32a was demonstrated as it inhibits
endothelial inflammation and vascular smooth muscle cell activation [62]. In line with these
observations, our earlier studies suggested an anti-inflammatory role of IL-32a as it induces IL-
10 expression in activated T-cells [22,24]. In the current study we further observed a tendency for
IL-32a to decrease the production/secretion of ICAM-I and CXCL-8 compared to the other IL-32
isoforms. However, this effect did not reach statistical significance under the current
experimental conditions. While our study was focused on the effect of exogenous IL-32 that
mimics the circulating IL-32 proteins, it was also shown that intracellular IL-32 could induce the
production of ICAM-I, IL-6 and CXCL-8 in HUVEC endothelial cells in response to IL-1p [63].
However, in the current study, IL-32 mediated these effects without the need for IL-1f, which

suggests the independent role of IL-32 on endothelial inflammation and dysfunction.

The arterial endothelium plays a critical role in maintaining a healthy vascular tone [64]. Changes
in the endothelium functions may lead to arterial stiffness [65,66] and contribute to CVD and
heart failure (HF) [67]. On the other hand, IL-32 was recently reported to be upregulated in HF,
with higher levels of IL-32 upon initial myocardial infarction predicting lower probability of HF-
free status for a period of 2 years [68]. This aligns with our own observations on the negative
association between the expression of IL-32 isoforms in blood from either PLWH or controls and
the common carotid artery health marker cumulated lateral translation. Of note, we have recently
shown that PLWH, when compared with controls, have lower lateral translation of common and
internal carotid artery walls, measured with ultrasound elastography, which indicates increased
vessel wall stiffness [32]. This was further accompanied with increased prevalence of carotid
artery atherosclerotic plaques [32]. The negative associations between IL-32 isoforms and the
arterial lateral translation further support the deleterious role of this inflammatory cytokine on the
cardiovascular system. Meanwhile, this association was only observed in the relatively younger
individuals of PLWH compared to the older population, which suggests that other inflammatory
mediators may also play similar roles during the aging process. For instance, earlier studies
demonstrated that inflammatory factors such as IL-6, hsCRP and D-dimers tend to remain higher
in PLWH, even after HIV-RNA is suppressed by therapy [69] and that cytokines such as IL-6 are

increased with aging [70]. Under this complex inflammatory condition, which characterizes the
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aging process of PLWH compared to the general population [71], it might be difficult to observe
clear associations with and discern the disease progression to one single inflammatory mediator

such as 1L.-32.

One limitation for the current study was the failure to integrate sex and gender into our analysis
of association between IL-32 expression and arterial stiffness. However, this was not possible as
the carotid artery stiffness measures were carried out on participants from the Canadian HIV and
Aging Cohort Study (CHACS), which is mainly a cohort of men with a very limited number of
women participants [27]. Of note are our recent studies on two independent cohorts, the CHACS
and the Women Interagency HIV Study (WIHS Cohort), which demonstrated that CVD-
associated IL-32 isoforms are differentially expressed in men versus women living with HIV
[25,26]. Therefore, future studies are warranted to explore these differences in larger cohorts

integrating both men and women.

Another limitation of the current study is that we only tested three IL-32 isoforms at the
functional level (IL-32a, B and y) out of the 10 known IL-32 isoforms (a, B, v, 9, D, €, 0, {, n, and
small/sm) [21,22], as these were the only commercially available isoforms. It thus remains
unclear whether the rest of the IL-32 isoforms may complement, counteract, or simply play a
redundant role on endothelial functions and carotid artery stiffening. Of note, our recent studies
demonstrated that both IL-32a and  are upregulated in peripheral blood mononuclear cells in
women living with HIV and are associated with carotid artery subclinical atherosclerosis [25].
While IL-32a seems to play an anti-inflammatory function by inducing IL-10 expression, IL-32
is highly inflammatory and induces multiple proinflammatory cytokines such as IL-6, TNF-a IL-
1B, and IL-18 in T-cells and monocytes [21,26]. However, IL-32 represented the dominantly
expressed isoform in individuals with subclinical atherosclerosis, which suggests that IL-32(-
associated functions are the prevalent ones, at least in blood [25,26]. In line with our data, earlier
studies also demonstrated that IL-32 is upregulated in the coronary artery endothelium from
individuals with coronary artery disease, and that both IL-32f3 and y are the dominantly expressed
isoforms in the atherosclerotic arterial vessel wall [19,72]. Therefore, we believe that the
functional data on IL-32p and y presented in the current study are of clinical relevance and
suggests a model in which persistent upregulation of IL-32 isoforms in PLWH is directly linked

with vascular endothelial dysfunction and continuous recruitment of monocytes and other
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leukocytes, likely through IL-6-mediated mechanisms. Therefore, IL-32 may represent a potential

therapeutic target to limit CVD in PLWH.

Supplementary Materials

The  following  supporting  information can  be  downloaded  at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/v15030700/s1, Figure S1: Impact of Polymyxin B on CAEC.
CXCL-1 expression by CAEC following stimulation with IL-32 isoforms (500 ng/mL) or LPS
(500 ng/mL) in the presence or absence of Polymyxin B. Left panel: CXCL-1 levels in pg/mL.
Right panel: Percentage of change (increase or decrease) in CXCL-1 expression for each
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stimulated. Figure S2: (A) Association between IL-32 expression and carotid artery wall stiffness
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Figure 1: IL-32 isoforms exhibit differential impact on coronary artery endothelial cell’s cytokine
production. (A) Modulation of IL-6 and IL-10 proteins in supernatants from CAEC following
stimulation with IL-32a, B and y for 72 h (500 ng/mL, n = 10). (B) TNF-a, IL-18 and IL-1fB
proteins in supernatants from CAEC following stimulation with IL-32a, B and y for 72 h (500
ng/mL, n = 10). Dots on the graphs represent experimental replicates from CAEC. Data analyzed
with the nonparametric test Kruskal-Wallis and Dunn’s subtest. NS: non-stimulated. ns: non-

significant.
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Figure 2: Coronary artery endothelial cell dysfunction markers are upregulated by IL-32 isoforms
B and y but not a. (A) Analysis of ICAM-I (CD54) and VCAM-I (CD106) RNA expression,
normalized to the housekeeping gene B-glucuronidase, in primary CAEC showing their increased
relative expression following 12 h stimulation with IL-32f3 and y but not a (500 ng/mL, n = 6).
(B) Analysis of ICAM-I and VCAM-I expression in CAEC supernatants following stimulation
with IL-320, B and y for 72 h (n = 10). (C) Upper panels: Representative Flow cytometry data
showing the gating strategy on CAEC live cells and overlapping histograms for ICAM-I and
VCAM-I on the cell surface following stimulation with IL-32a,  and y for 72 h (500 ng/mL).
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Lower panels: Analysis of ICAM-I and VCAM-I surface expression from n = 10 treatments (10
experimental replicates from CAEC). Data analyzed with the nonparametric test Kruskal-Wallis

and Dunn’s subtest. NS: non-stimulated.
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Figure 3: IL-32 B and vy increase chemokine production in coronary artery endothelial cells. (A)
Analysis of CCL-2, CXCL-1 and CXCL-8 RNA expression, normalized to the housekeeping
gene B-glucuronidase, in CAEC following 12 h stimulation with IL-32a, B and y (500 ng/mL, n =
10). (B) Analysis for the production of CCL-2, CXCL-1 and CXCL-8 proteins in CAEC

supernatants following stimulation with IL-32a, B and y for 72 h (500 ng/mL, n = 10

experimental replicates from CAEC). Data analyzed with the non-parametric test Kruskal-Wallis

and Dunn’s subtest. NS: non-stimulated.
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Figure 4: IL-32 B- and y-induced chemokines drive monocyte transmigration toward CAEC
supernatants. (A) Left panels: Representative fluorescent microscope images for monocytes
attached to the lower side (surface facing the lower chambers) of the transwell membrane. Nuclei
stained with DAPI on the transwell membranes. Right panel: Analysis for the numbers of
migrated cells towards the CAEC supernatant stimulated with IL-32a, B and y (n = 7). (B)
Analysis for the impact of pre-treating monocytes with the antagonists of either CCR2 or CXCR2
prior to exposure to supernatants from CAEC non-stimulated or stimulated with the IL-32a, B

and y isoforms (n = 7). Dots on the graphs represent experimental replicates from CAEC. NS:

non-stimulated. ns: non-significant.
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Figure 5: Association between IL-32 expression and carotid artery wall stiffness. (A) Increased
expression of IL-32 isoforms in PBMCs from PLWH compared to controls (n = 60 and n = 53,
respectively). IL-32 RNA levels were normalized to the housekeeping gene -glucuronidase. (B)

Correlation between IL-32 expression and carotid artery cumulative lateral translation (CLT)
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within the common carotid artery (CCA) from controls (n = 53). (C) Same as in B from PLWH
participants (shown is association between IL-32 and CLT data from the upper quartiles, n = 30).
Dots on the graphs represent data from individual participants in the CHACS cohort. CLT:

Cumulated lateral translation in common carotid artery. CTL: Controls.
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Supplemental Figure S1: Impact of Polymyxin B on CAEC. CXCL-1 expression by CAEC
following stimulation with IL-32 isoforms (500ng/ml) or LPS (500ng/ml) in the presence or
absence of Polymyxin B. Left panel: CXCL-1 levels in pg/ml. Right panel: Percentage of change
(increase or decrease) in CXCL-1 expression for each condition (Non-stimulated NS, 1L-32a-,
IL-32B-, IL-32y- and LPS-stimulated cells) from the left panel generated by the ratio between

Polymyxin B treated to untreated condition. NS: non stimulated.
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Supplemental Figure S2: A) Association between IL-32 expression and carotid artery wall
stiffness in the total PLWH population. B) Age comparison within the lower (Q1) and upper (Q3)
quartiles of CLT-CCA of PLWH (n=30 per quartile) and controls (n=27 for Q1 and n=26 for
Q3), Left panels. Right panel: correlations between total IL-32RNA from PLWH (n=60, left
panel) and controls (n=53, right panel) and age. Q1: First quartile, Q3: Third quartile. CLT:

Cumulated lateral translation in common carotid artery.
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Tables

Variable Controls PLWH p Value
Number of participants (Female/Male) 53 (5/48) 60 (1/59) NS
Age (Years) 55.9 + 832 57.6 £7.63
Predicted 10 years Framingham Risk score 11.08 £ 4.63 11.12 £ 6.77 NS
(number of individuals with available data) {5'3/53} {55/60]
D-dimer (mé/L) 0.301 + 0.107 0.292 + 0.155 NS
(number of individuals with available data) {15}/53} {39]60)
Body Mass Index (BMI) 27.11 =483 24.98 + 4.49 0,034
(number of individuals with available data) {1 7/53) {4—3/60) .03
LDL-C (mmol/L) 316 £0.77 2.86 + 1.06 0.01
(number of individuals with available data) (51/53) (55/60) 017
HDL-C (mmol/L) 138 +0.39 124 +033 0.056
{number of individuals with available data) (53/53} (53/60} (NS)
Duration of infection (Years) N/A 17.68 £ 7.9
Duration of ART (Years) N/A 14.36 + 6.8
Viral load (Logyy copies/mL) N/A 1.6 =001
Nadir CD4 count (cells/ mm?) N/A 215 + 161
CD4 count (cells/ mm?) NA 595 + 228
CD4/CDS8 ratio NA 0.9 +043

Table 1: Demographic and clinical parameters of study participants. Numbers are shown in Mean

+ SD. N/A: non-applicable. NA: Non-available.
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Abstract

Introduction: Persistent immune activation and inflammation in people living with HIV
(PLWH) receiving antiretroviral therapy (ART) is associated with multiple comorbidities such as
cardiovascular disease (CVD). Counteracting these unhindered immune responses represents an
unmet medical need. In this regard, we have recently shown that PLWH with CVD have lower
levels of the gut metabolites short-chain fatty acids (SCFAs), particularly the less abundant
caproic acid, compared to people without CVD. Given the anti-inflammatory potential of these
SCFAs we aimed in this study to test the impact of caproic acid on reversing the impact of
inflammatory cytokines on the endothelial cells’ dysfunction, a phenotype that we recently
showed to be associated with arterial stiffness and CVD in PLWH. Methods: Primary coronary
artery endothelial cells (CEAC) were stimulated with the CVD-associated cytokine IL-32. CEAC
dysfunction was monitored by measuring the expression of the inflammatory cytokine IL-6, the
leukocyte attracting chemokine CCL-2 as well as by the expression of the adhesion molecules
ICAM-I and V-CAM-1 in the presence or absence of the five SCFAs; acetic, propionic, butyric,
valeric and caproic acids. Results: Our data show that treatment of IL-32-stimulated CEAC with
caproic acid, significantly diminishes the expression of IL-6, CCL-2, ICAM-I and VCAM-I. This
effect was not mediated by induced cell toxicity or mortality as monitored by the cell plasma
membrane damage and release of the Lactate dehydrogenase LDH enzyme. Impact of the four
other short-chain fatty acids on CEAC was either negligible or, in contrast to caproic acid,
contributed to cell dysfunction by increasing the expression of IL-6 and CCL-2 such with the
treatment of butyric acid. Conclusions: Caproic acid seems to be consistent in reversing
endothelial cell dysfunction by inhibiting the inflammation-mediated expression of chemokines
and adhesion molecules. Further studies are thus warranted to investigate the underlined

mechanisms of caproic acid protective potential.

Key words: HIV, IL-32, short chain fatty acids, inflammation, endothelial cells.
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Introduction :
Short chains fatty acids (SCFA) are the result of bacteria metabolization of the non-digestible
fiber. They have two to six carbon atoms corresponding to short-chain fatty acids acetic (C2),
propionic (C3), butyric (C4), valeric (C5) and caproic (C6). Studies in mice showed that SCFA
play an important role in reduction of inflammation reduction, enhancing intestinal barrier
functions and protecting against cardiovascular diseases [1-4]. However, a vast majority of these
studies focus mainly on acetic, propionic, and butyric acids that represent the largest amount of
SCFA produced in the gut. In the context of HIV, it was recently shown that PLWH have a
decrease in the presence of propionic and isobutyric acids in their serum compared to the general
population and this decrease was linked with inflammation, morbidity, and mortality [5]. In line
with these reports, we have recently observed that caproic acid, the less abundant SCFA, was
further decreased in PLWH with subclinical atherosclerosis compared to counterparts without any
sign of atherosclerosis [6]. We also observed a negative correlation between caproic acid, in stool,
and the isoforms of the inflammatory cytokine IL-32, a measure that we showed to be associated
with subclinical atherosclerosis in men and women living with HIV [6, 7] indicating a potential
protective role of the caproic acid against IL-32. This observation warranted a study to test the
role of SCFA and IL-32 isoforms on the coronary artery endothelial cells (CAEC), a cell type

whose dysfunction plays an important role in the development of cardiovascular diseases.
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Material and methods

Cells

Primary Human Coronary Artery Endothelial Cells were obtained from Creative Bioarray
(Shirley, NY, USA). Cells were maintained in culture in Human Coronary Artery Endothelial Cell
Medium (Creative Bioarray, Shirley, NY, USA) and experiments were conducted between

passage 5 to 10.

Cell stimulation

Acetic, propionic, butyric, valeric and caproic acids used were all obtained from Sigma Aldrich
(Cat# A6283-100ML, 94425-1ML-F, B103500-100ML, 75054-1ML and 21529-5ML) and used at
ImM for 2 hours before stimulation. CAEC were stimulated with 500 ng/mL of IL-32 isoforms
(Cat # 6769-1L-025) and y (Cat # 4690-1L-025/CF) at 90% cell confluence. Cells were incubated
for 48h at 37 °C with 5%CO2 as appropriate and as described in the Figure legends. All
stimulations were done in the presence of Polymyxin B (inhibitor of the lipopolysaccharide LPS)

at 1 pg/ml.

Cytotoxicity assay

Cytotoxicity was measured with a lactate dehydrogenase (LDH) cytotoxicity assay kit from
Abcam (Cat # ab65393) as per the manufacturer’s recommendation on the supernatant of the

CAEC treated with SCFA and IL-32 isoforms [ and vy.

ELISA

IL-6, CCL-2 and VCAM-I were quantified using commercially available ELISA kits (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA Cat # DY406-05, DY279-05 and DY809-05, respectively) as

per the manufacturer’s recommendations in CAEC supernatant.

Statistical Analysis
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Data were analyzed using GraphPad Prism 8 (GraphPad software, San Diego, CA, USA). Non-
parametric Mann-Whitney analysis was used to compare two groups for the same variable.

Differences were considered statistically significant at values of p < 0.05 with two-tailed analysis.

Results and discussion
Short-chain fatty acids (SCFAs) contain between 2-6 carbon (acetic (C2), propionic (C3), butyric
(C4), valeric (C5) and caproic (C6) [8]. Among these fatty acids, acetic, propionic and butyric
acids are the most studied given their significant abundance (>95%), in human intestinal lumen
with molar ratios of 60:20:20 [9-11]. While the major role of these SCFAs is to provide energy for
the human cells and tissues other key roles were also described as related to the modulation of
metabolic health, modulation of immune responses, gut barrier functions and inflammation [12,
13]. For instance, propionic acid attenuates appetite and food intake, while acetic acid plays a role
in fat oxidation and improved glucose homeostasis [14] and together with butyric acid, limits the
frequency of autoimmune T cells and improve the B-cell functions, which together protects
against cardiovascular disease [15]. Meanwhile, less attention was given for the two other SCFAs,
valeric and caproic acids. Interestingly, fecal levels of caproic acid inversely correlate with the
inflammatory Crohn’s disease activity [16], a condition associated with cardiovascular disease. In
line with these reports, our recent data showed that fecal levels of caproic acid were inferior in
PLWH with subclinical atherosclerosis [6], an observation which warrant further investigation

into the function of this less abundant SCFA.

In this study, we aimed to investigate the functions of caproic acid on coronary artery endothelial
cells, particularly on counteracting the impact of the inflammatory cytokine IL-32 on these cells.
In this regard, our recent work demonstrated that IL-32 has the potential to induce endothelial cell
dysfunction by upregulating the expression of inflammatory cytokines (IL-6), chemokines (CCL-
2) as well as the leukocytes adhesion proteins ICAM-I and VCAM-I [17]. We first tested the
cellular toxicity of the SCFAs used at a ImM (a concentration that we previously showed to
mediate anti-inflammatory functions of caproic acid on human peripheral blood mononuclear cells
[6]). Lactate dehydrogenase LDH enzyme activity was tested in supernatants from SCFAs-treated
coronary artery endothelial cells. Of note, LDH is mainly an intracellular protein that is released

from dying/dead cells upon damage of the plasma membrane by either toxic compounds,
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apoptosis or necrosis [18]. As shown in Figure 1, LDH activity (quantified by spectrophotometer
colorimetric measures following 30min incubation of supernatants with the LDH substrate lactate)
were not significantly different between SCFAs-treated vs non-treated cells for either acetic,
propionic, butyric, valeric or caproic acids. The LDH activity were even slightly lower in the
treated cells, likely due to the beneficial effect of SCFAs on cells as these acids represent a source

of energy.

We further compared the impact of the five SCFAs on the production of inflammatory cytokines
and chemokines in response to the two most active isoforms of 1L-32 (IL-32p and IL-32y) by
measuring the production of IL-6 and CCL-2 in the presence or absence of either of the different
SCFAs. Interestingly, treatment of CAEC with caproic acid significantly diminished the IL-6
expression in both IL-32-stimulated and non-stimulated cells and also CCL-2 in IL-32y-
stimulated cells (Figure 2A, left and right panels, respectively). In contrast to caproic acid,
propionic, valeric and butyric acid showed differential enhancement for the IL-32-mediated
upregulation of IL-6 and CCL-2. While earlier studies showed that butyric acid may upregulate
IL-6 from a number of carcinoma cell lines [19], other studies in mouse showed the opposite
effect where IL-6 is decreased by butyric acid in type 1 diabetic animals [20]. These observations
suggest that certain SCFAs may, depending on the pathological condition and/or the responding
cell types, show differential impact on cell activation and secretion of chemokine and cytokines.
Indeed, this effect of butyric acid seemed to be selective against specific markers, at least under
the tested SCFA concentrations, as we observed that butyric acid significantly inhibits the
expression of the adhesion molecule VCAM-I but on the opposite enhances ICAM-I in both IL-
32-stimulated and non-stimulated cells (Figure 1B, left and right panels, respectively).
Interestingly, reports by other groups showed that butyric acid decreases ICAM-I expression in
human oral squamous cell Carcinoma cells but at much higher concentrations (10mM)[21]. In
contrast to butyric acid as well as to propionic, acetic and valeric acids, the impact of caproic acid
was consistent in diminishing the expression of the adhesion molecules VCAM-I and ICAM-I
(Figure 1B, left and right panels, respectively). When upregulated, these adhesion molecules
together with IL-6 and CCL-2 represent a dysregulation phenotype of CAEC cells. Therefore,
caproic acid shows a significant potential to revert the endothelium dysfunction, which is

associated with atherosclerosis in PLWH. However, further studies need to investigate the cellular
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receptors by which receptor caproic acid mediates its functions. It would also be important to
investigate the expression profiles of these potential receptors in HIV infection in people with
atherosclerosis and to finally investigate whether combination of caproic acid with other SCFAs
may represent a better complement to ART to decrease chronic inflammation and protect against

CVD in PLWH.
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Figure 1: Short chains fatty acids exhibit no toxicity on coronary artery endothelial cells.
Quantification of the lactate dehydrogenase activity following treatment with acetic, propionic,
butyric, valeric and caproic acids for 48h (ImM). Dots on the graph represent experimental
replicates from CAEC (n=6). Data analyzed with the Non-parametric Mann-Whitney analysis.
NT: non-treated.
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Figure 2: Short chain fatty acids show differential impact on coronary artery endothelial cells IL-
32 induced dysfunction markers. Modulation of IL-6, CCL-2, ICAM-1 and VCAM-1 proteins in
supernatants from CAEC following treatment with acetic, propionic, butyric, valeric and caproic
acids(InM) and stimulation with IL-323 and y for 48 h (500 ng/mL). Dots on the graph represent
experimental replicates from CAEC (n=6). Data analyzed with the Non-parametric Mann-

Whitney analysis. NT: non-treated.
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Chapitre 4 : Discussion

Bien que les traitements antirétroviraux soient trés efficaces dans le contrdle de la virémie du
VIH-1 et aident a juguler I’infection, ils ne représentent pas une cure et n’empéchent pas la
persistance du virus dans I’organisme. Certaines études suggérent que le VIH-1 continue sa
réplication a partir de réservoirs viraux et des sanctuaires immunitaires/tissulaires méme sous
traitement antirétroviral. Cette persistance de l’infection entraine une circulation résiduelle
d’antigénes viraux engendrant une activation du systéme immunitaire et son épuisement en
conséquence de la persistance de 1’inflammation chronique. L’inflammation chronique ainsi que
plusieurs autres facteurs de risques directement liés a I’infection engendrent une prévalence des
comorbidités et notamment du développement de 1’athérosclérose. Dans ce contexte, nous nous
sommes intéressés a la dysfonction cellulaire des cellules T dans le contexte du VIH-1, a la
dysfonction des cellules endothéliales de 1’artére coronaire provoquée par la cytokine pro
inflammatoire IL-32 et enfin a chercher un moyen de réduire cette dysfonction par 1’utilisation

des acides gras a chaines courtes.

La perte d’expression de CD96 comme biomarqueur de la
différentiation et de la dysfonction des cellules T CD8+ dans le

contexte de ’infection par le VIH-1

L’expression de CD96 est réduite chez les PVVIH en perte de controle

immunologique et est liée a la progression de la maladie

Nous nous sommes tout d’abord intéressés a la dysfonction des cellules immunitaires dans le
contexte de I’infection par le VIH-1. Lors de 1’analyse de nos études de transcriptomique, nous
avons identifi¢ CD96 comme ayant une expression réduite chez les PVVIH en perte de contrdle
immunologique. Le CD96 aussi appelé TACTILE pour: « T cell-activated increased late
expression », une immunoglobuline exprimée majoritairement a la surface de cellules NK et des
cellules T et d’une manicre générale a la surface des cellules issues de la lignée

hématopoiétique[409, 410]. Le CD96 est un récepteur transmembranaire a passage unique
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fortement glycosylé[409, 411]. Ce récepteur fait partie d’un réseau complexe d’interactions ou il
est désormais considéré comme une molécule inhibitrice[412] car il est suggéré qu'il signale via
un motif d'inhibition des récepteurs immuns basé sur la tyrosine (ITIM)[413]. Il entre en
compétition avec TIGIT (une autre molécule inhibitrice)[414-416] et CD226 (connu pour activer
les cellules T)[417-419] pour la liaison avec CD155. Le role de cette immunoglobuline est trés
controversé dans la littérature quant a son impact sur 1’activation cellulaire. La majorité des
¢tudes du CD96 porte sur la biologie des cellules NK et initialement, plusieurs études ont montré
une capacit¢ du CD96 a activer les cellules NK. Dans une premiére étude, il a ét¢ montré que
I’interaction de CD96 avec le CD155 augmentait les capacités cytotoxiques des cellules NK.
Dans cette étude, des cellules NK ont été traitées avec un anticorps monoclonal afin d’engager le
récepteur CD96. Cela a eu pour effet d’améliorer leur capacité de lyse sur des cellules de la
lignée cellulaire P815(une lignée de cellules de mastocytome) [410]. Ce résultat n’a pas pu étre
répliqué par une seconde étude qui a seulement observé une contribution modeste du CD96 sur
les capacités des NK médiées par 2B4 et NKp30[415]. Différentes études ont tenté de déterminer
les capacités du CD96 a activer les NK in vitro en utilisant des anticorps monoclonaux anti-CD96
qui n’ont révélé aucun effet sur les capacités des NK a lyser des cellules de myélome[420] ou de
cancer ovarien[421]. Dans une étude réalisée chez la souris, il a été démontré que les souris
CDY967" étaient plus sensibles a une stimulation par le LPS en comparaison aux souris WT et que
cet effet était di a une production augmentée d’IFN-y par les cellules NK. Cette observation
implique un rdle plutot suppressif du CD96 et entre en contradiction avec les précédentes études
de cette immunoglobuline chez les NK. En outre, les mémes effets ont été¢ observés in vivo chez
les souris WT aprés qu’un anticorps anti-CD96 leurs ait été administré. Chez les souris CD967",
les effets protecteurs étaient liés a une augmentation de la production d’IFN-y, ce qui a été prouvé
apres traitement avec un anticorps neutralisant anti-IFN-y qui a aboli les effets protecteurs.
Aucune différence dans les capacités des cellules NK entre les souris CD967™ et les souris WT n’a
été démontrée, renforgant 1’idée que le CD96 ne joue pas de role direct dans les capacités de
«kill » des NK[412]. Bien que CD96 ait été identifi¢ chez les cellules T[409], peu de
connaissances ont été obtenues depuis sur son role dans les populations cellulaires de T CD4+ et
T CD8+. Une étude a montré que /a perte de CD96 était plus prononcée chez des patients avec
une forte charge virale du VIH-1, ce qui est en accord avec notre observation que la perte de

I’expression de CD96 a la surface des cellules T CD8+ était liée a la progression du VIH-1. Dans
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la méme étude, il a été observé que bien que les cellules CD8+ CD96" et CD96!°Y soient toutes
deux capables de produire de I'IFN-y, les T CD8+ CD96'°" produisaient également des perforines
[422]. Cette étude ne s’est néanmoins concentrée que sur I’expression de perforine par les T
CD8+ CD96'" mais n’a pas cherché a identifier une perte de leur polyfonctionnalité ou de leur

capacité de prolifération comme nous 1’avons fait dans la suite de notre étude.

La perte de I’expression de CD96 est associée avec un phénotype mémoire et

sénescent

Nous avons ensuite cherché a savoir si ’expression de CD96 sur les sous types de cellules T
CD8+ ¢était différente. Nous avons observé qu’une faible expression de CD96 était associée avec
un profil mémoire plus différencié (« effector memory » et « terminally differentiated effector
memory ») alors qu’une expression plus forte correspondait a un profil de cellules naives et
centrale mémoire. La diminution de 1’expression de CD96 correspond avec des populations de
cellules T exprimant faiblement CD27 et CD28, deux corécepteurs importants dans la biologie
des lymphocytes T. CD28 joue un rdle essentiel au bon fonctionnement des populations de
cellules T. Son engagement déclenche des événements biochimiques intracellulaires critiques,
notamment des étapes de phosphorylation menant a la signalisation transcriptionnelle, il impacte
le métabolisme et la production de cytokines, de chimiokines et de signaux de survie essentiels a
I’expansion et a la différenciation a long terme des lymphocytes T[423-426]. CD27 est membre
de la famille des récepteurs du TNF jouant un rdle clé dans la costimulation des lymphocytes T et
B[427]. Son engagement participe a 1’activation cellulaire des cellules T, une amélioration de leur
expansion clonale et contribue a la différentiation des cellules T en cellules cytotoxiques et en
cellules mémoires[428-432]. La perte commune de I’expression de CD28 et de CD27 est un
marqueur de la sénescence des cellules T[433, 434]. Nous avons donc voulu valider que ces
cellules étaient sénescentes en observant leur expression de CD57. CD57 est exprimé sur les
cellules T CD4+ et T CD8+ étant dans des stades de différenciation avancée [435]. Il a été
montré que les cellules T CD8+ CD57" possédaient des téloméres courts, une faible expression
de genes liés au cycle cellulaire en comparaison aux cellules T CD8+ CD57 [436]. Les cellules T
CD8+ CDS57+ peuvent donc étre décrites comme sénescentes. Dans notre étude nous avons
associé la perte d’expression de CD96 avec une diminution de I’expression de CD27+ et CD28+

et une augmentation de I’expression de CD57 soit avec un profil sénescent de cellule T. Nous
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avons donc défini la perte de CD96 comme un biomarqueur de cette sénescence. L’accumulation
de cellules T sénescentes a été liée avec le développement de 1’athérosclérose dans plusieurs
études. Il a été montré qu’une augmentation de la fréquence de cellules T CD4+ sénescentes est
associée avec I’athérosclérose subclinique mesurée par la calcification des plaques et 1’épaisseur
de I'intima de la carotide[437]. Chez les PVVIH, une étude a montré qu’une fréquence
augmentée de cellules T CD8+ CD28- CD57+ était associée avec une plus forte prévalence de

maladies cardiovasculaires[438].

La perte de I’expression de CD96 modifierait-elle la réponse des cellules T

CD8+ spécifiques aux antigénes dans le contexte de I’infection par le VIH ?

Nous avons ensuite testé la capacité des cellules T CD8+ a répondre a une stimulation par les
peptides du VIH-1 et avons observé que les cellules répondantes possédaient une expression plus
importante de CD96 en comparaison aux cellules non-répondantes. Nous avons de plus observé
une corrélation négative entre 1’expression de CDS57 et CD96 a la surface des cellules
répondantes. Toujours dans le contexte du VIH-1, il a été montré que les cellules T CD8+
pouvaient augmenter leur expression de CD57 et devenir sénescentes[439]. Cet état de fait peut
également étre 1ié a une co-infection par le CMV qui est un agent infectieux particuliérement
impactant pour I'immunosénescence[440, 441]. Le CMV engendre une prolifération clonale
importante des cellules T CD8+ spécifiques ayant pour effet une réduction de leur expression de
CD28, une augmentation de leur expression de CDS57 et une attrition de la longueur de leurs
télomeres[442, 443]. Dans notre étude, 1’expression du CD96 a la surface des cellules T semblait
jouer un rdle protecteur puisque sa perte était marquée sur les cellules sénescentes. Il est
néanmoins difficile de savoir si le changement de I’expression du CD96 est une cause ou une
conséquence de cette sénescence et notre étude ne répond pas a cette question. Bien que la
sénescence et I’épuisement immunitaire soient deux états cellulaires différents, certains points
communs peuvent étre trouvés. Dans une étude récente, il a été montré que 1’utilisation
d’anticorps bloquant anti-CD96 associés avec des anticorps bloquant anti-PD-1 avait pour
conséquence d’améliorer 1’efficacité¢ du blocage de PD-1 et d’améliorer la fonction des T CD8+
infiltrant les tumeurs (TILs) dans un contexte de cancer cervical chez la souris et ex vivo chez
I’humain[444]. Bien que le résultat de cette étude soit tres intéressant pour 1’étude de la biologie

du CDY6, il est difficile de savoir si les anticorps bloquants anti-CD96 utilisés n’activent pas la
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signalisation du CD96. En effet, certaines études montrent que la réticulation avec CD3 est
possible et décrivent le CD96 comme une molécule de costimulation capable de signaler via les
voies de signalisation MEK-ERK [445]. Cela étant dit, bien que le cancer et I’infection par le
VIH-1 soient deux contextes différents, ils représentent tous deux un milieu fortement €puisant
pour les cellules effectrices que ce soit par la forte expression de points de contrdle dans le cadre
du cancer ou de la circulation persistante d’antigénes (viraux et bactériens) et de I’inflammation
chronique dans le contexte du VIH-1. Si le role inhibiteur de CD96 a la surface des cellules T est
avéré, il pourrait étre intéressant d’étudier [’utilisation d’anticorps monoclonaux afin de
partiellement restaurer les capacités effectrices des cellules T CD8+ épuisées dans le contexte de
I’infection chronique par le VIH-1. En plus, des études montrant un lien entre la sénescence des
cellules T et le développement de maladies cardiovasculaires décrites dans le paragraphe
précédent[438], certaines études ont démontré la présence de T CD8+ ayant un phénotype
d’épuisement chez des patients souffrant de syndromes coronariens aigus[446]. Il serait
intéressant de vérifier I’expression et le role de CD96 a la surface de ces cellules afin de
déterminer s’il pourrait étre envisagé comme une cible thérapeutique dans la lutte contre le

développement des maladies cardiovasculaires.

Le lien entre la cytokine pro-inflammatoire IL-32 et la perte

d'expression de CD96

Dans nos études transcriptomiques, nous avions donc identifié la perte d’expression du CD96
chez les personnes en perte de contréle immunologique comme une opportunité de recherche
intéressante qui nous a menée a I’identifier comme un biomarqueur de la sénescence des cellules
T CD8+. Dans cette méme étude transcriptomique, notre groupe a identifier 1’interleukine 32
comme ¢étant digne d’intérét étant donné 1’augmentation de son expression chez les PVVIH en
perte de contréle immunologique et la capacité¢ des isoformes d’IL-32 B et y a réduire
I’expression du CD96 a la surface des cellules T CD8+ in vitro. Dans une étude publiée en
2016[76], notre groupe a pu identifier I’IL-32 comme un biomarqueur de la perte de contrdle
immunologique en déterminant que les isoformes P et y corrélaient avec le déclin des cellules T
CD4+, une augmentation de la charge virale, une diminution du ratio CD4/CD8 et une

augmentation de I’expression de marqueurs inflammatoires comme IL-6 et CD14. Cette
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observation sur la perte de controle aprés plusieurs années de contrdle efficace du VIH-1
interpelle quant a ’implication du vieillissement dans ce changement. L’interleukine 32 est une
cytokine inflammatoire persistante qui n’est pas normalisée par le traitement antirétroviral et qui
contribue au développement de maladies cardiovasculaires. Notre groupe a démontré que chez les
PVVIH atteintes d’athérosclérose subclinique, les isoformes IL-32D et IL-320 sont
significativement plus élevées en comparaison aux PVVIH sans athérosclérose subclinique
indépendamment de 1’age, du tabagisme ou de traitement par des statines[308]. Une autre étude
de notre groupe s’intéressant aux femmes vivant avec le VIH-1 et étant sous traitement, montre
que dans les PBMCs isolés des donneuses ayant de 1’athérosclérose subclinique, les niveaux
d’expression des isoformes IL-32a, B et € sont significativement plus élevés par rapport aux
témoins dans la méme tranche d’age sans athérosclérose subclinique[311]. Les mécanismes par
lesquels cette cytokine agit sur le développement des comorbidités liées au VIH-1 sont
néanmoins mal connus. L’IL-6 et le TNF-a sont directement corrélés avec les maladies
coronariennes ainsi que I’IL-32 qui s’est avérée ¢Egalement fortement exprimée dans
I’endothélium de [1’artére coronaire chez les personnes affectées par des maladies
coronariennes[447, 448]. Nous avons donc décidé d’étudier son impact sur les cellules
endothéliales afin de mieux comprendre la relation entre cette interleukine et le développement

des maladies cardiovasculaires.

Impact des isoformes d’IL-32 sur la fonction des CAEC, un lien

potentiel avec I’athérosclérose et la rigidité artérielle

Les isoformes d’IL-32 montrent un impact différentiel sur les CAEC

L’¢étude de I’impact des isoformes circulante d’IL-32 n’ayant jamais été effectuée sur les cellules
endothéliales de 1’artére coronaire (CAEC) nous avons choisi de le faire sur des cellules
primaires pouvant étre gardées en culture. Nous avons commencé par quantifier les cytokines
exprimées par les CAEC pour constater que la production d’IL-6 était augmentée et que la

production d’IL-10 était diminuée apres traitement par les isoformes d’IL-32 3 et y. IL-10 est une
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cytokine athéro-protectrice de par sa capacité a inhiber la production d’IL-1p, de TNF-a et d’IL-8
par les macrophages et promouvoir leur polarisation vers le type 2 (M2)[449]. Sa diminution par
les isoformes d’IL-32f et y concomitante avec une augmentation d’IL-6 nous indique le role
inflammatoire de ses isoformes. IL-6 est considéré comme une cytokine inflammatoire en amont
du développement de I’athérosclérose du fait de sa capacité¢ a engendrer la production de
multiples médiateurs inflammatoires et 1’augmentation de I’expression de molécules d’adhérence
sur les cellules endothéliales[356, 450, 451]. Nous en avons conclu que sa production par les
cellules endothéliales apres stimulation par les isoformes d’IL-32B et y représente un des
mécanismes par lesquels IL-32 contribue au développement de I’athérosclérose. Il est intéressant
de noter qu’IL-6 peut signaler de deux maniéres en fonctions du type cellulaire impliqué. I1 peut
signaler par la liaison a son récepteur IL-6R, a la surface de la membrane cellulaire induisant
alors la signalisation intracellulaire par le biais de la GP130[452]. Il peut également signaler dans
les cellules n’exprimant pas le récepteur IL-6R a la surface de leur membrane cellulaire par
« trans-signaling » en se liant a une forme libre du récepteur IL-6R qui lui permet de stimuler des
cellules exprimant la gp130[453]. La signalisation par « trans-signaling » est associée avec des
fonctions pro-inflammatoires alors que la signalisation classique est liée a des fonctions anti-

inflammatoires[454].

Les isoformes d’IL-32f et y induisent la dysfonction des CAEC

Nous avons ensuite voulu savoir si les isoformes B et y d’IL-32 provoquaient la dysfonction des
cellules endothéliales. Pour se faire, nous avons évaluer les capacités d’IL-32 a augmenter
I’expression d’ICAM-1 et de VCAM-1 dans les cellules endothéliales qui sont considérées
comme des biomarqueurs de leur dysfonction[455]. Nous avons observé que 1’expression du
niveau ARNm et de la protéine sécrétée dans le milieu était augmentée. Cette observation
renforce notre conviction qu’IL-32 contribue au développement des maladies cardiovasculaires
étant donné que de hauts niveaux de circulation des forme solubles d’ICAM-1 et de VCAM-1
correlent avec 1’athérosclérose[456]. La forme soluble d’ICAM-1(sICAM-1) peut provoquer des
réponses pro et anti inflammatoires en fonction de sa concentration. Si les niveaux circulants sont
hauts, il augmente la migration des cellules endothéliales[457] et I’angiogenese[458] et inhibe les

liaisons des lymphocytes avec les cellules endothéliales par compétition[459]. Si les niveaux de
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sICAM-1 sont bas, il provoque 1’activation des voies de signalisation NF-kB et ERK menant a la
sécrétion de CCL-3, de CXCL2, du TNF-o, de I'IFN-y et d’IL-6 par les cellules
endothéliales[460] participant ainsi a I’inflammation chronique. La forme soluble de VCAM-1
(sVCAM-1) est produite durant les premieres phase du développement de 1’athérosclérose, ou
son expression augmente l’adhérence des cellules inflammatoires[461, 462]. Les niveaux
d’expression de sVCAM-1 sont augmentés chez les patients atteints de cardiomyopathie
ischémique[463], des myocardites aigues[464], de fibrillation atriale[465] et de maladies
coronariennes[466]. Son expression a ¢également été identifiée comme un fort prédicteur
d’événements cardiaques fatals dans une cohorte de patients ayant des maladies
coronariennes[456, 467]. Pris ensemble ces informations nous permettent de penser que
I’augmentation des niveaux circulant de SICAM-1 et sVCAM-1 imputable au isoformes f et y
d’IL-32 pourrait jouer un role dans la pathogenese du développement de 1’athérosclérose (pour
sICAM-1) et influencer le niveau d’expression que représente le biomarqueur sVCAM-1 dans les
maladies cardiovasculaires. Nous avons ensuite développé un protocole de cytométrie en flux
permettant d’étudier ses molécules d’adhérence sur les cellules qui nous a permis de voir que
ICAM-1 et VCAM-1 ¢étaient significativement plus exprimés a la surface des CAEC apres
traitement par les isoformes d’IL-32B et y, confirmant que ces isoformes provoquent la
dysfonction des CAEC. ICAM-1 et VCAM-1 jouent également un rdle dans I’adhérence ferme
des leucocytes aux cellules endothéliales en formant respectivement des liaisons avec LFA-1 et
VLA-4[369]. La liaison LFA-1/ICAM-1 entraine la phosphorylation de la VE-cadherin et le
réarrangement de I’actine dans les cellules endothéliales permettant 1’ouverture des jonctions
intracellulaires et la migration des leucocytes[372]. A partir de ces informations, nous pouvons
supposer que les isoformes d’IL-32f et y augmentent la capacité des leucocytes a traverser
I’endothélium en impactant directement 1’expression de ICAM-1 et VCAM-1 sur les CAEC.
Bien que cet effet des isoformes de 1'[L-32 puisse €tre médié par 1'IL-6 comme mentionné ci-
dessus, nous n’avons pas vérifi¢ ’expression du récepteur IL-6R a la surface des CAECs, nous
ne pouvons donc pas conclure sur la signalisation d’IL-6 dans ce type cellulaire dans le contexte

de notre étude.
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Les isoformes d’IL-32p et y augmentent la production de chimiokines des

CAEC et leur capacité a recruter des monocytes

Dans la suite de notre étude, nous avons observé que les isoformes d’IL-32f et y n’augmentaient
pas seulement les molécules d’adhérence des CAEC mais aussi la sécrétion de CXCL-1, CCL-2
et CXCL-8 par les CAEC. Ces chimiokines posseédent la capacité de recruter des cellules
immunitaires sur les lieux de I’inflammation. CXCL-1, CCL-2 et CXCL-8 jouent un role dans le
recrutement des leucocytes et leur adhérence ferme a la surface des cellules endothéliales[468,
469]. CXCL-1 engendre le recrutement de neutrophiles dans les plaques d’athéroscléroses [469].
Les neutrophiles secrétent des cytokines pro-inflammatoires et des protéases qui participent a
I’amplification de la réponse inflammatoire dans les plaques[470]. Il a ét¢ montré que CXCL-1
augmente D’infiltration des monocytes dans le cceur, un procédé inflammatoire li¢ avec
I’hypertrophie cardiaque et la fibrose[471]. La liaison de CXCL-1 avec son récepteur CXCR2
augmente également 1’adhérence des monocytes et participe a leur arrét a la surface de
I’endothélium dans des conditions inflammatoires[472-474]. CXCL-1 impacte aussi directement
les macrophages en augmentant 1’expression de leur récepteur phagocytaire de macrophage de la
classe A (SR-A) et le CD36[475] qui sont tous deux des récepteurs pour le oxLDL[476, 477].
CXCL-1 joue également un rdle dans la sécrétion de métalloprotéinases de matrice par les
cellules musculaires lisses vasculaires, engendrant la déstabilisation des plaques
d’athérosclérose[475]. L expression de CXCL-1 par les CAEC en réponse au isoformes 3 et y
d’IL-32 pourrait donc directement impacter le recrutement des neutrophiles et des monocytes sur
les lieux d’inflammation et indirectement contribuer au développement de 1’athérosclérose en
augmentant 1’expression des récepteurs de oxLDL a la surface des macrophages. La liaison de
CCL-2 avec son récepteur CCR-2 a la surface des monocytes engendre leur migration vers les
lieux de formation des plaques d’athérosclérose[478]. Une ¢tude réalisée sur des tissus obtenus a
partir d’autopsie démontre que CCL-2 est détecté dans les premicres phases de formation des
plaques d’athéroscléroses suggérant qu’il joue un rdle dans I’initiation de la migration des
monocytes et donc dans I’initiation de la formation des plaques[479]. De hauts niveaux
d’expression de CCL-2 ont été mesurés dans les 1€sions athérosclerotiques contenant un grand
nombre de macrophages[480]. De plus, une expression plus forte de CCL-2 a été détectée dans

les zone riches en macrophages autour du noyau nécrotique suggérant que la migration

166



ininterrompue de monocytes et I’accumulation de lipides pourraient contribuer a la déstabilisation
de la plaque[481]. Ces observations suggeérent un mécanisme supplémentaire par lequel les
isoformes d’IL-32f et y pourraient indirectement impacter 1’initiation de la formation des plaques
d’athérosclérose et leur déstabilisation en augmentant la sécrétion de CCL-2 par les CAEC.
CXCL-8 est une chimiokine se liant avec le récepteur CXCR2, et il a été montré que cette liaison
engendre 1’adhérence ferme des monocytes a I’endothélium[468]. Les concentrations de CXCL-8
sont plus importantes chez les personnes ayant des maladies coronariennes en comparaison a la
population générale[482]. Une ¢tude a démontré que les niveaux de CXCL-8 dans le sérum
peuvent servir de prédicteur aux événements cardiovasculaires chez des personnes présentant des
maladies coronariennes stables[483]. Il a également été montré que CXCL-8 est un facteur
prédictif de mortalité cardiovasculaire pour chez les personnes souffrant de maladie rénale en
phase terminale[484]. Une étude récente a montré que CXCL-8 peut induire le relargage de
piéges extracellulaires par les neutrophiles, ce qui aggrave le développement de
I’athérosclérose[485]. Par ce mécanisme, les neutrophiles peuvent contribuer a la formation de
thrombus en exercant des activités pro-coagulantes et pro-thrombotiques. Dans la suite de notre
étude, nous avons vérifié¢ la capacité des CAEC a recruter des monocytes apres traitement par les
isoformes d’IL-32f et y et avons déterminé une augmentation de la capacité de recrutement de
ces cellules apres traitement. Nous avons déterminé que ce recrutement se faisait par les axes
CCR-2/CCL-2 et CXCR-2/CXCL-1&8 en utilisant des inhibiteurs, ce qui est en accord avec la
littérature comme développé ci-avant. En résumé, en augmentant la sécrétion de CXCL-1,
CXCL-8 et CCL-2, les isoformes d’IL-32B et y jouent un role dans la pathogenese de
I’athérosclérose de maniére directe en influengant sur le recrutement et I’adhérence ferme des
monocytes a la surface des CAEC et potentiellement de maniere indirecte en augmentant
I’expression des récepteurs de oxLDL a la surface des macrophages via CXCL-1, en initiant la
formation des plaques d’athérosclérose et leur déstabilisation via CCL-2 et en augmentant la
sécrétion de pieges extracellulaires par les neutrophiles via CXCL-8. 1l est intéressant de noter
que des niveaux augmentés de CXCL-1, CXCL-8 et CCL-2 sont retrouvés chez les PVVIH[486].
IL-32 pourrait représenter une cible thérapeutique pour réduire I’expression de ces chimiokines

dans le contexte de I’infection par le VIH-1.
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L’expression des isoformes d’IL-32 est associé avec la rigidité artérielle

L’age est connu pour étre le facteur de risque le plus important pour le développement des
maladies cardiovasculaires et de la mortalité[487]. De plus, la rigidité artérielle augmente
naturellement avec 1’age[380, 488, 489], rendant sa corrélation difficile avec d’autres médiateurs
pouvant I’influencer. Il a déja été montré que 1’inflammation chronique peut jouer un rdle dans le
développement de la rigidité artérielle[390, 391]. Les PVVIH sont sujets a 1’inflammation
chronique, et I’'IL-32 est une cytokine qui n’est pas normalisée par la thérapie antirétrovirale
combinée chez les PVVIH[76]. Nous avons donc étudié la corrélation entre I’expression des
isoformes d’IL-32 et les valeurs de translation latérale cumulée dans I’artére coronaire commune
(CLT-CCA) obtenue par ¢lastographie vasculaire par ultrason, un procédé non invasif[490]. La
valeur de CLT-CCA représente le mouvement de translation cyclique, pendant la pulsation, de la
paroi artérielle le long de I’axe longitudinal du vaisseau. Nous avons observé une corrélation
négative entre les isoformes d’IL-32a, B, v, D, € et 0 et les valeurs de CLT-CCA chez les
individus du groupe contrdle. Nous avons également retrouvé cette observation chez les PVVIH
mais seulement dans le quartile le plus haut donc chez les personnes avec moins de rigidité
artérielle. Nous avons également remarqué que ce quartile contient des individus plus jeunes. Par
cette observation, nous avons constaté que I’association entre la rigidité artérielle et les isoformes
d’IL-32 était seulement observable chez les PVVIH relativement jeunes. Nous en avons déduit
que 1’age reste le facteur majeur pour le développement de la rigidité artérielle et empéche de
voir la corrélation avec 1L-32 dans la population de PVVIH plus agées. Bien que notre étude ne
se soit pas concentrée sur le mécanisme par lequel les isoformes d’IL-32 impactent la rigidité
artérielle, il est intéressant de noter qu’il a été montré qu’IL-6 était augmentée dans le plasma des
personnes atteintes par des maladies coronariennes[491], de plus IL-6 a directement pu étre
corré¢lée avec la rigidité artérielle[492, 493]. Des études ont également fait le lien entre
I’expression de CCL-2 et la rigidité¢ artérielle dans un contexte d’hypertension[492] et de
maladies rénales chroniques (via I’expression d’« angiopoietin-2 »)[494]. Les isoformes d’IL-32
B et vy ont la capacité d’augmenter la production d’IL-6 et de CCL-2 dans les CAEC, il est
possible qu’IL-32 joue un rdle dans le développement de la rigidité artérielle de maniére indirecte

via ces deux molécules.
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Les acides gras a chaines courtes pour contrecarrer 1L-32 ?

L’IL-32 n’est pas normalisée par la thérapie antirétrovirale combinée chez les PVVIH ou elle
joue donc un rdle pro inflammatoire constant. Dans ce contexte, il est important de trouver des
solutions afin de bloquer ou limiter son action sur les cellules immunitaires et non-immunitaires.
Malheureusement, aucun récepteur n’a ¢té¢ identifié pour I’IL-32. Quelques études se sont
intéressées aux partenaires cellulaires d’IL-32 et ’'une d’elles a pu identifier sa capacité a entrer
en synergie avec les « Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 1 et 2 »
(NODI et NOD2) menant a une augmentation de la production d’IL-1B et d’IL-6 de 3 a 10 fois
dans les PBMC de patients atteints par la maladie de Crohn[306]. Il a également été déterminé
que la protéinase 3 (PR3) pouvait se lier a IL-32a et engendrer son clivage[495]. Une autre étude
a déterminé la capacité d’IL-32a et B a se lier aux intégrines avp3 et avB6 soit le premier
exemple de protéines extracellulaires capables de se lier aux isoformes d’IL-32[276]. Ces études
ne permettent néanmoins pas 1’identification d’un récepteur pouvant étre ciblé afin de
contrecarrer la signalisation des isoformes d’IL-32 dans les cellules. Nos études ont montré que
I’'IL-32 induit d’autres médiateurs athérogénes comme I’IL-6 ou le CCL-2 dans les cellules
endothéliales. Bien que des solutions aient été développées pour bloquer certains médiateurs
comme des anticorps bloquants contre IL-6, ces anticorps peuvent mener a des effets indésirables
comme une augmentation modérée de la sensibilité aux infections[496]. Dans le cas du blocage
de CCL-2, des études cliniques sont en cours afin de déterminer si le blocage du récepteur CCR-2
pourrait étre bénéfique pour le traitement de maladies inflammatoires[497]. Bien que deux
anticorps bloquants aient ét¢ développés dans le passé pour contrer les effets de CCL-2
(Carlumab et Plozalizumab), ils se sont avérés inefficaces et leur utilisation a été
abandonnée[497]. IL-32 est une cytokine inflammatoire qui agit en amont de la sécrétion de
certains de ces médiateurs inflammatoires mais pour laquelle aucun traitement n’a ét¢ développé.
Nous nous sommes donc intéressés a la possibilité de réduire les effets pro-inflammatoires d’IL-
32 grace aux propriétés anti-inflammatoires des acides gras a chaines courtes (SCFA) et
notamment pour déterminer si ces acides pouvaient réduire les marqueurs de la dysfonction sur

les CAEC apres stimulation par les isoformes d’1L-32.
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Les acides gras a chaines courtes atténuent la dysfonction des cellules

endothéliales.

La majorité des études concernant les acides gras a chaine courte ont été concentrées sur les
acides acétique, butyrique et propionique qui représentent 1’écrasante majorité¢ de la production
intestinale avec des ratios de 60/20/20, respectivement. Des études chez la souris ont montré un
effet important des SCFA dans la réduction de I’inflammation, 1’amélioration des fonctions de la
barriére intestinale et la protection contre les maladies cardiovasculaires[328, 498-500]. Dans une
étude récente, il a été observé qu’une diminution importante des acides propioniques et
isobutyriques était présente dans le sérum des PVVIH en comparaison a la population générale et
que cette diminution dans la capacité a produire des SCFA protecteurs est liée a I’inflammation, a
la morbidité et a la mortalité. Cette étude suggere également que les variations de concentration
des SCFA sont plus intéressantes a quantifier dans le sérum plutot que dans les mati¢res fécales
afin de pouvoir mesurer les SCFA réellement disponibles dans 1’organisme[501]. En effet, des
études sur les humains consistant en une supplémentation en fibre n’ont pas été¢ capables de
montrer une augmentation d’acide butyrique et propionique dans les selles[502]. Dans une étude
récente publiée par notre groupe, nous avons montré que I’acide caproique était significativement
diminué chez les PVVIH ayant des maladies cardiovasculaires en comparaison aux PVVIH n’en
ayant pas. De la méme manicre, I’acide caproique était significativement diminué lorsque nous
groupions les PVVIH avec la population générale en les distinguant par la présence de maladies
cardiovasculaires. Dans cette méme étude, nous avons montré une corrélation négative entre les
mesures d’ARNm de I’[L-32 et les concentrations fécales d’acide caproique[308]. Nous en avons
alors déduit que I’acide caproique pourrait jouer un role protecteur contre IL-32. Dans le cadre de
I’étude présente, nous avons testé¢ cote a cote 'impact des différents SCFA sur les CAEC (un
type cellulaire en contact direct avec la circulation sanguine) et les résultats obtenus nous portent
a croire que l’acide caproique est un candidat de recherche intéressant pour réduire
I’inflammation endothéliale. Nous avons été surpris de constater que le traitement par 1’acide
butyrique conduisait a une augmentation des marqueurs inflammatoire IL-6, CCL-2 et I[CAM-1
sur les CAEC apres traitement par IL-32f3 et y. Le seul SCFA étant constant dans la réduction des
marqueurs de dysfonction des CAEC dans notre étude était donc ’acide caproique. D’autres
études ont porté leur attention sur 1’acide caproique, notamment dans le contexte des maladies

rénales chroniques ou il a €t€ montré que son expression était enrichie dans la population controle
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mais réduite chez les personnes malades[503]. En prenant en compte que les maladies rénales
chroniques et les maladies cardiovasculaires ont une plus forte prévalence chez les PVVIH, nous
pensons que 1’acide caproique pourrait étre un important modulateur de 1’inflammation dans le

contexte du VIH-1 et des maladies inflammatoires.

Conclusions

Nos études ont permis de montrer 1’importance de 1’interleukine 32 dans la dysfonction cellulaire
dans le contexte du VIH-1. Nos études sur le CD96 ont permis de révéler qu’IL-32 diminue
I’expression du CD96 a la surface des cellules T CD8+, menant potentiellement a une
accumulation de cellules sénescentes et dysfonctionnelles déléteres dans la réponse immunitaire
contre le VIH-1 et pour I’inflammation chronique dans cette population. Nous avons également
pu déterminer que la diminution de I’expression du CD96 a la surface des cellules T CD8+ est un
biomarqueur de leur sénescence. Notre étude sur le role de I’IL-32 sur les cellules endothéliales
de I’artére coronaire a permis de mieux caractériser son role dans le développement des maladies
cardiovasculaires. En effet, en montrant qu’il joue un rdéle dans la dysfonction des cellules
endothéliales de 1’artére coronaire, nous avons ajouté aux connaissances sur cette cytokine et les
mécanismes par lesquelles elle contribue au développement de I’athérosclérose. Enfin, notre
travail sur I’utilisation des acides gras a chaines courtes a permis d’envisager une premicre
maniere de réduire la dysfonction des cellules endothéliales liée aux isoformes d’IL-32 et de
montrer I’intérét de 1’acide caproique dans ce contexte, qui était peu €tudi€ jusqu’ici. A partir de
nos études, nous proposons un modele montrant les effets des isoformes inflammatoires de I’'IL-
32 sur les cellules endothéliales et les cellules T CD8+ et leur lien avec I’inflammation chronique
et le développement de I’athérosclérose et 1’utilisation des acides gras a chaine courtes pour

réduire ces effets (figure 12).
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Figure 12. — Role de I'L-32 dans le dysfonctionnement cellulaire et son effet sur
I’inflammation chronique et le développement des maladies cardiovasculaires dans le
contexte du VIH-1.
Mode¢le récapitulant les résultats des ¢tudes montrant les effets des isoformes
inflammatoires d’IL-32 sur les cellules T CDS et les cellules endothéliales. Le modele
détails le role que ces isoformes d’IL-32 jouent dans ’entretien et le développement de
I’inflammation chronique et des maladies cardiovasculaire ainsi que 1’utilisation des
acides gras a chaine courtes pour réduire leurs effets déléteres.
Perspectives

Nos travaux ouvrent la voie a plusieurs thématiques de recherche notamment sur le lien entre
I’IL-32 et le CD96 dont les expressions pourraient étre étudiées au sein de cohorte permettant de
voir si une corrélation existe entre ces deux marqueurs. De plus, il serait intéressant de définir le
lien fonctionnel entre les isoformes d’IL-32 et I’expression du CD96 a la surface des cellules T
CDS8+ in vitro afin de comprendre le mécanisme par lequel cette cytokine impacte la prolifération
et les changements phénotypiques de ce type cellulaire cl¢ dans la lutte contre I’infection par le
VIH-1. En montrant la perte du CD96 a la surface des cellules T CD8+ ayant un profil sénescent,
nos résultats semblent indiquer que le CD96 pourrait étre une molécule importante pour
I’activation des cellules T, des recherches en ce sens pourraient donner lieu au développement de

stratégies pour secourir les cellules T CD8+ épuisées dans le contexte du VIH-1 en combinaison
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avec d’autres molécules notamment des anticorps bloquant contre PD-1, Tim-3 ou encore LAG-3
mais aussi en bloquant I’IL-32 afin d’empécher son impact sur la diminution de I’expression de
CD96. Ces recherches seraient extrémement bénéfiques pour une meilleure compréhension de la
signalisation intracellulaire de cette immunoglobuline pour laquelle la littérature est extrémement

contradictoire.

Nos recherches sur I’impact de I’interleukine 32 dans la dysfonction des cellules endothéliales
pourraient étre poursuivies en s’intéressant a 1’IL-6 induite par IL-32 afin de déterminer dans
quelle proportion un rdle autocrine de cette interleukine impacte la dysfonction des cellules
endothéliales. Les cellules endothéliales dysfonctionnelles sont également connues pour modifier
leur utilisation d’oxyde nitrique (NO). En effet, une diminution de la production et de la
disponibilit¢ de NO joue un role majeur dans la dysfonction des cellules endothéliales dans le
contexte des maladies cardiovasculaires [504]. Il a notamment ét¢é montré que les personnes
atteintes d’athérosclérose avaient moins d’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) réduisant
ainsi la disponibilit¢ de NO[505]. C’est un point que nous n’avons pas développé dans nos
recherches mais qui pourrait étre crucial pour mieux comprendre I’impact de I’IL-32 sur le

métabolisme des cellules endothéliales.

Il serait intéressant d’étudier les effets de I’acide caproique pour les autres isoformes de I’IL-32 et
de comprendre précisément par quel récepteur il signale dans les cellules. Nos études concernant
I’utilisation des acides gras a chaine courte permettent a terme d’envisager 1’¢tude de
supplémentation en acide caproique pour aider a réguler I’'inflammation. De telles études sur des
modeles animaux pourraient paver la voie vers le développement de traitements innovants étant
donné la forte insulte subite par I'immunité mucosale dans le contexte du VIH-1 et la difficulté a

revenir a un équilibre homéostatique a ce niveau méme sous traitement antirétroviral.
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