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Résumé

La dérégulation du compartiment B est une conséquence importante de 1’infection
par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), qui peut mener a des manifestations auto-
immunes et ultimement a des lymphomes B. Parmi les premicres anomalies détectées, on
dénote I’activation polyclonale, reflétée par la présence d’hyperglobulinémie (hyper-Ig) et
des titres ¢élevés d’autoanticorps chez les patients. On observe également une altération des
dynamiques des populations, notamment une expansion de la population des cellules matures
activées. De plus, les patients évoluent vers I’incapacité de générer une réponse humorale
efficace, et sont sujets a une perte de la mémoire immunologique en phase chronique,
caractérisée par une diminution de la population des cellules mémoires et par 1’épuisement
cellulaire. Toutefois, on connait tres peu les mécanismes impliqués dans de telles altérations.

Les cellules dendritiques (DC) sont parmi les premicres populations cellulaires a
rencontrer et a propager le VIH lors d’une infection, et s’en trouvent affectées directement et
indirectement, par le virus et ses composantes. On retrouve en effet une diminution des
fréquences de DC dans le sang, les muqueuses et les organes lymphoides de patients infectés
par le VIH, ainsi qu’un blocage au niveau de la maturation cellulaire. Toutefois, un débat
perdure quant a I’apparition de ces altérations durant la phase aigiie de I’infection, et a la
restauration des fréquences et des fonctions des DC chez les patients sous traitement. Cette
controverse est due a la rareté des études longitudinales incluant des suivis qui s’échelonnent
de la phase aigiie a la phase chronique de I’infection.

Les DC jouent un role important dans le développement, la survie et ’activation des
lymphocytes B, de fagcon T-dépendante et T-indépendante, notamment via des facteurs de
croissance tel que BLyS (B Ilymphocyte stimulator). Par conséquent, nous formulons
I’hypothése que dans le cadre d’une infection VIH, les altérations observées au niveau des
cellules B sont modulées par les DC.

L’objectif majeur de cette étude est donc d’évaluer I’implication potentielle des DC
dans les altérations des cellules B au cours de I’infection par le VIH. Pour ce faire, nous
avons d’abord caractérisé de facon longitudinale le statut des populations de DC du sang
périphérique de patients infectés au VIH et présentant différents types de progression de la
maladie. Cela nous a permis d’évaluer la présence d’une corrélation entre les dynamiques de

DC et le type de progression. Par la suite, nous avons évalué la capacité des DC a exprimer
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BLyS, puis mesuré sa concentration ainsi que celles d’autres facteurs de croissance des
cellules B dans le plasma des patients. Enfin, nous avons caractérisé le statut des
lymphocytes B, en fonction du stade de I’infection et du taux de progression clinique des
patients.

Cette étude démontre une diminution de la fréquence des populations de DC
myéloides (mDC) dans le sang de patients infectés par le VIH sujets a une progression
clinique. Cette diminution est observée des le stade aigu de I’infection et au-dela du
traitement antirétroviral (ART). Des concentrations ¢élevées de MCP-1 (monocyte
chemotactic protein), MIP (macrophage inflammatory protein) -3a et MIP-3f suggérent la
possibilité d’un drainage vers des sites périphériques. Nous observons également des niveaux
supérieurs a la normale de précurseurs CD11¢'CD14'CD16 en phase chronique,
possiblement liés a une tendence de régénération des DC. Les patients en phase chronique
présentent de hautes concentrations plasmatiques de BLyS, reflétée par un haut taux
d’expression de cette cytokine par les mDC et leurs précurseurs. Parallélement, nous
observons une expansion des cellules B matures activées ainsi que des taux élevés d’IgG et
IgA dans le sang de ces patients. De plus, nous constatons I’expansion d’une population de
cellules B qui présente a la fois des caractéristiques de cellules B immatures transitionnelles
(TL, transitional immature), et de cellules B recirculantes activées de la zone marginale (MZ,
marginal zone), considérées ici comme des « précurseurs/activées de la MZ ».

Cette étude démontre aussi, chez les progresseurs lents, une meilleure préservation du
compartiment des DC du sang périphérique, accompagnée d’une augmentation de
précurseurs des DC de phénotype CD11c'CD14'CD16", ainsi que des concentrations
plasmatiques et niveaux d’expression normaux de BLyS. Conséquemment, nous n’avons pas
observé d’augmentation des cellules B matures activées et des cellules B précurseurs/activées
de la MZ. Toutefois, la fréquence des cellules B matures de la MZ est diminuée, reflétant
possiblement leur recrutement vers des sites périphériques et leur contribution a un
mécanisme actif de controle de la progression de la maladie.

L’ensemble de ce travail suggere que dans le cadre d’une infection au VIH, les
altérations observées au niveau des DC modulent les anomalies des cellules B. Par
conséquent, le maintien de 1’équilibre des fonctions DC, notamment les fonctions non-
inflammatoires, pourrait avoir un impact important dans la prévention de la progression de

maladies associées aux altérations du compartiment des cellules B.
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Abstract

Dysregulations of the B cell compartment are an important consequence of human
immunodeficiency (HIV) infection, which can lead to auto-immune manifestations and
ultimately to B cell lymphomas. One of the first alterations is polyclonal activation, reflected
by hyperglobulinemia (hyper-Ig) and elevated autoantibody titers. We can also observe
alterations in population dynamics, namely an expansion of the pool of activated B cells.
Furthermore, HIV infected patients evolve towards the incapacity to generate effective
humoral responses, and experience a loss of immunological memory in the chronic phase,
characterized by a decrease in the memory B cell pool and cell exhaustion. The mechanisms
involved in this phenomenon are poorly understood and thus remain to be elucidated.

Mucosal dendritic cells (DC) are among the first cell populations to encounter HIV
during an infection and are directly and indirectly affected by the virus and viral components.
Indeed, HIV infected individuals present decreased DC frequencies in their blood, mucosae
and lymphoid organs, as well as a block in DC maturation process. However, whether these
defects appear as soon as the acute phase and persist beyond ART, remains controversial.
This is mainly due to the scarcity of longitudinal studies including patients’ visits from the
earliest phases of infection and following ART.

DC play an important role in T-dependent and T-independent B cell development,
survival and activation, namely through the production of growth factors such as B
Lymphocyte Stimulator (BLyS). Therefore, we hypothesize that B cell abnormalities in HIV-
infected individuals may be modulated by altered DC populations.

The main objective of this study is to evaluate DC involvement in the establishment
of B cell alterations related to HIV infection. We have thus first characterized the DC status
by longitudinally assessing the dynamics of peripheral blood DC populations of HIV infected
individuals with different rates of disease progression. This allowed us to evaluate the
potential correlation between DC population dynamics and rate of disease progression. We
have then evaluated BLyS expression by mDC and their precursors, and measured plasma
concentrations of BlyS and other cytokines with B cell growth factor properties. Finally, we
have characterized the dynamics of blood B cell populations, with regard to the phase of HIV

infection and the rate of clinical progression.



We demonstrate a decrease in the frequencies of blood myeloid DC (mDC) in HIV
progressors. This drop was observed as early as in the acute phase and following the
initiation of ART. Elevated blood concentrations of monocyte chemotactic protein (MCP) -1,
macrophage inflammatory protein (MIP) -3a and MIP-3f suggest that the observed decrease
is due to recruitment to peripheral sites. However, this hypothesis will be tested in a
subsequent projet. We have also observed an increase of monocytic CD11¢'CD14'CD16 DC
precursors in chronic phases, possibly reflecting the high DC turnover. Furthermore,
chronically infected HIV progressors present elevated blood BLyS concentrations, and high
BLyS expression by DC and DC precursors. In parallel, these patients present increased
frequencies of blood mature activated B cells as well as hyper IgG and IgA. Interestingly, we
also observe expansion of a B cell population with features of precursors/activated marginal
zone (MZ) B cells.

On the other hand, slow progressors show a better preservation of their mDC
compartment, accompanied by an increase in DC precursors with a CD11¢'CD14'CD16"
phenotype. These patients present normal BLyS plasma concentrations and membrane
expression on DC and precursors. In parallel, they have normal frequencies of blood mature
activated B cells and precursors/activated MZ B cells. However, we found decreased
frequencies of mature MZ B cells, suggesting recruitment to peripheral sites and involvement
in active control of disease progression.

Our results suggest that, in an HIV infection, alterations observed in the DC
compartment contribute to B cell abnormalities. Therefore, it is crucial to maintain the
equilibrium of DC fonctions, namely non-inflammatory functions, in order to prevent

progression of disease attributable to dysregulation of the B cell compartment.

Keywords : Human immunodeficiency virus, blood, dendritic cells, B cells, clinical

progression, BLyS, inflammation
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Avant-propos

Depuis sa découverte en 1983, I’infection par le VIH a pris des proportions
pandémiques, et le nombre de personnes vivant avec le VIH est en constante augmentation.
On dénombre 33 millions de personnes qui vivent avec le VIH a travers le monde, dont 2.7
millions qui ont été infectées au cours de 1’année 2008 et 2 millions qui sont décédées du
syndrome d’immunodéfience acquise (SIDA) durant cette méme période (1).

La majeure partie de la pandémie mondiale du VIH se retrouve en Afrique
subsaharienne, ou 22.4 millions de personnes sont infectées. On retrouve néanmoins 1.4
millions de personnes vivant avec le VIH en Amérique du Nord, dont 60 000 au Canada, ou
on estime que 2000 a 4000 personnes sont infectées chaque année (2). Dans la population
canadienne, les principaux groupes touchés par 1’épidémie sont les homosexuels, mais on
retrouve aussi beaucoup de gens infectés parmi les utilisateurs de drogues intraveineuses et
les populations aborigénes (2,3).

L’arrivée de la trithérapie antirétrovirale (HAART, highly active antiretroviral
therapy), en 1996, a grandement amélioré la qualité de vie des personnes vivant avec le VIH,
notamment en supprimant de facon efficace la réplication virale dans 85% des cas. Bien
qu’étant inefficaces pour éradiquer ’infection, ces traitements ont grandement amélioré la
qualité et la durée de vie des patients. L’absence d’un traitement curatif et d’un vaccin contre
le VIH sont principalement dus au fait que les interactions entre le virus et le systéme
immunitaire ainsi que tous les mécanismes de protection et de pathogénése virale n’ont pas
encore ¢té¢ élucidés. En effet, un grand nombre de facteurs susceptibles d’influencer la
progression de la maladie demeurent controversés, et font I’objet de plusieurs projets de
recherche a travers le monde (4,5).

Des anomalies au niveau du compartiment des lymphocytes B sont fréquemment
observées chez les patients infectés par le VIH, mais les mécanismes impliqués demeurent a
étre ¢lucidés (6-11). Des altérations des DC ont également été décrites dans le cadre
d’infections au VIH, notamment au niveau des dynamiques des populations (12-19) et au
niveau de la maturation cellulaire (14,20-22). En raison du réle joué par les DC dans la
régulation des cellules B (23-26), nous avons recherché a établir un lien entre les altérations
des compartiments DC et B chez les patients infectés par le VIH. Une telle relation a été

observée dans un modele murin, et constitue la base de notre hypothése (27-30). Par



conséquent, nous avons évalué les dynamiques de populations de DC et de cellules B de
fagon longitudinale, chez des patients infectés par le VIH affichant différents taux de
progression clinique.

Avant de présenter le travail de recherche, un survol du cycle réplicatif du VIH et de
I’histoire naturelle de I’infection sera présenté, suivi d’une révision des facteurs connus
associés a des différences de progression clinique. Le sujet des DC est par la suite abordé, en
commengcant par une révision des différentes populations et de leurs fonctions, suivie d’une
sous-section sur les altérations fonctionnelles des DC induites par le VIH. Par la suite, les
lymphocytes B seront présentés, d’abord révisant la différentiation cellulaire et les fonctions
des différentes populations, ensuite décrivant les effets du VIH sur ces cellules. Cette revue
de la littérature se termine par une révision des observations sur « ’axe DC-cellules B dans le
contexte du VIH» qui ont donné lieu aux hypothéses de travail et aux objectifs de cette étude,
qui seront décrits par la suite. Les résultats obtenus sont présentés sous forme d’articles
démontrant un lien étroit entre les altérations des compartiments des DC et des cellules B. Le
tout sera suivi d’une discussion de ces résultats et de leur signification, une conclusion et une
section portant sur les perspectives de projets générées par les résultats obtenus lors de cette

étude.



Revue de littérature

1 Cyecle réplicatif du VIH

Le VIH appartient a la famille des Retroviridae, une famille de virus dont le génome est
composé d’acide ribonucléique (ARN), et dont la réplication comprend une étape de
transcription inverse, suivie de I’intégration de I’ADN proviral au génome de 1’hote (31). Le

cycle réplicatif du VIH est illustré ici dans la figure 1, et discuté en détails plus bas.
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Figure 1. Cycle de réplication du VIH.

Tiré de Pomerantz et coll. Nature Medicine 2003 (32).

Avec I’autorisation de Nature Publishing Group.



1.1 Entrée du virus

Le VIH cible les cellules exprimant la molécule CD4, qui agit en tant que récepteur
principal (33-35). Cette molécule est exprimée a la surface de plusieurs populations
cellulaires, notamment les lymphocytes T auxiliaires, les DC et les macrophages, et permet
I’activation de la cellule suite a sa liaison avec le complexe majeur d’histocompatibilité

(CMH) de classe II (36-42).

La premiére étape préalable a D’entrée est la reconnaissance de CD4 par la
glycoprotéine de I’enveloppe virale gp120. Cette liaison est toutefois insuffisante, et I’entrée
du virus requiert I'utilisation d’un co-récepteur. En effet, des études effectuées in vitro ont
démontré que certains virus, appelés « M-tropiques » se réplicaient préférentiellement dans
les macrophages, tandis que d’autres, les virus « T-tropiques », présentent un taux de
réplication élevé dans les cellules T mais pas dans les macrophages. Des études effectuées
par la suite ont permis d’identifier les récepteurs de chimiokines CCRS et CXCR4 en tant que
co-récepteurs (43,44). Les souches virales qui infectent les cellules CCRS", soit les cellules T
activées, mémoires effectrices et certaines populations de DC et de macrophages, sont dites
R5 (45-48) et les souches virales qui infectent les cellules CXCR4" sont dites X4. Ces
derniers sont notamment capables d’infecter des cellules CD4" naives et mémoires
quiescentes (45,48,49). Les implications cliniques de [’utilisation de 1'un ou I’autre des co-
récepteurs seront discutées en détails plus bas, dans la section « Facteurs de progression —

Changement de tropisme viral ».

Suite a I’attachement du virus a ses récepteurs, le VIH entre dans la cellule par un
mécanisme de fusion membranaire initié par la protéine de I’enveloppe gp41. L’enveloppe
virale se lie alors & la membrane cellulaire, ce qui permet la livraison de la capside virale a
I’intérieur de la cellule (50). L’entrée du virus peut également se faire par un processus
d’endocytose mais sans dégradation subséquente dans les lysosomes. Ceci est caractérisé par
I’internalisation du virus dans des vésicules, suivie de la libération de la capside dans le

cytoplasme (47,51,52).



1.2 Décapsidation, transcription inverse et intégration

Suite a I’entrée du virus, la capside virale est libérée dans le cytoplasme puis dégradée.
Ceci permet la génération du complexe de transcription inverse, qui comprend 1I’ARN viral,
’'amorce ARN de transfert-lysine (tRNA™"), la transcriptase inverse, 1’intégrase et la
protéase, ainsi que la protéine structurale de la matrice, la nucléocapside et la protéine
accessoire Vpr (47). Ce complexe se lie aux microfilaments d’actine, ou la transcriptase
inverse, aidée de I’amorce tRNA", initie la synthése de I’ADN proviral (47,53). Il y a
ensuite formation du complexe de préintégration composé des protéines virales intégrase,
transcriptase inverse, Vpr et la matrice, liées a I’ADN proviral (54,55). Ce complexe est
transloqué au noyau via des microtubules (47,56,57). La translocation est suivie de
I’intégration au génome de la cellule hote, qui requiert la coupure de nucléotides a la fois au
niveau de ’ADN viral que de ’ADN cellulaire par la protéine virale intégrase, suivie de la
réparation de I’ADN par les polymérases de I’hdte (58-64). L’étape d’intégration peut
résulter en une auto-intégration, qui génere des formes circulaires d’ADN proviral, qui seront

dégradées car elles sont incapables de générer de nouveaux virions (65-70).

1.3 Assemblage

Une fois ’ADN viral intégré au génome de la cellule hoéte, la cellule produit des ARN
messagers viraux codant pour les protéines de structure et de fonction du VIH. L’extrémité 5’
du long terminal repeat (LTR) comporte des sites de liaison a plusieurs facteurs de
transcription cellulaires, permettant ainsi le détournement de la machinerie cellulaire (71-81).
De courts segments d’ARN sont initialement transcrits, et ne permettent que la synthése de la
protéine Tat. Cette protéine aura pour effet, par la suite, d’engendrer la génération d’ARN
plus longs, en permettant le recrutement de facteurs cellulaires d’élongation (82-84).
D’abord, des ARN fortement épissés codant pour les protéines Rev, Tat et Nef seront générés
puis exportés du noyau pour étre traduits en protéines. Par la suite, la protéine Rev est

retournée au noyau, et permet I’export d’ARN partiellement épissés, notamment Env, Vif,



Vpr et Vpu, et d’ARN non-épissés, soit Gag-Pol, et ’ARN génomique qui sera encapsidé
(85,86). La traduction de Gag-Pol génére deux polyprotéines, soit Gag et le précurseur Gag-

Pol, produit par un changement de cadre de lecture (-1) du ribosome (87).

Une fois les ARN messagers traduits, certaines protéines virales subissent des
modifications. Ainsi, I’ajout d’un acide myristique au domaine de la matrice du précurseur
Gag-Pol permet sa liaison a la membrane plasmique, préalable a ’assemblage de particules
virales (31,47,87,88). La protéine Env est synthétisée et glycosylée dans le réticulum
endoplasmique rugueux, puis clivée dans 1’appareil de Golgi par une protéase cellulaire. Ce
processus permet la génération des glycoprotéines gp120 et gp41, qui sont associées de fagon
non-covalente et portées a la membrane plasmique pour étre ensuite liées aux virions qui

seront généres (51).

Par la suite, les différentes composantes s’assemblent afin de former de nouvelles
particules virales. Le processus d’assemblage, initi¢ par le précurseur Gag-Pol, a lieu a la
membrane plasmique. Le domaine de la matrice se lie a la membrane via un acide myristique,
et la nucléocapside lie I’ARN viral, permettant son encapsidation (89). D’autres unités de

Gag se lient ensuite a ce complexe, accompagnées des protéines Env et Vpr (87,90).

Finalement, des virions immatures sont relachés par bourgeonnement, stimulé par le
domaine p6 de la polyprotéine Gag-Pol et par la protéine cellulaire tsgl01, partie du systéme
de triage des protéines de la voie vacuolaire (ESCRT, endosomal sorting complex required
for transport). Le complexe ainsi formé permet le transport des virions immatures vers les
vacuoles, et leur libération subséquente de la cellule (91,92). A la suite du bourgeonnement,
les virions subissent une dernicre étape de maturation, qui inclut le clivage des protéines Gag
et Gag-Pol par le domaine protéase de Gag-Pol, suivi du réarrangement des protéines ainsi
générées. Le clivage de la polyprotéine Gag produit les protéines de la capside, la
nucléocapside et deux peptides, pl et p2 (87). Le clivage du précurseur Gag-Pol génere les

enzymes protéase, transcriptase inverse et intégrase (87).



2 Progression clinique du VIH

L’infection par le VIH et la progression clinique chez les patients infectés par le VIH est
caractérisée par trois phases, soit la phase aigiie, la phase chronique et la phase SIDA, dont la

durée varie d’un patient a I’autre. Ces périodes sont illustrées ici dans la figure 2, et discutées

plus bas.
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Figure 2. Progression de I’infection par le VIH.
Adapté de : Grossman et coll., Nature Medicine 2006 (93), avec 1’autorisation de

MacMillan Publishers.



2.1 Transmission et primo-infection

La transmission du VIH a lieu selon trois différents modes, soit la transmission
mucosale, parentérale ou verticale. La transmission mucosale est la plus fréquente, et se
produit par contact hétérosexuel ou homosexuel (2). La transmission parentérale a lieu
principalement par I’injection de drogues intraveineuses (2). La transmission verticale
constitue la transmission du VIH de mére a I’enfant, via le placenta, durant I’accouchement,
ou a travers le lait maternel (1).

Au moment de I’infection, le virus traverse les muqueuses, ou on retrouve plusieurs
populations cellulaires susceptibles d’étre infectées, entre autres des cellules T CD4", des DC
et des cellules de Langerhans (94-100) Il y a alors établissement d’un foyer d’infection local
principalement composé de cellules T CD4" (101). Le virus est ensuite transporté vers les
organes lymphoides, ou il y a dissémination et établissement d’un réservoir viral, constitué
notamment de DC (96) et de DC folliculaires, qui sont des cellules stromales, ayant la
capacité de séquestrer des virions a la surface de la cellule, puis de les transmettres aux
cellules T par la suite (102,103). Ce stade, d’une durée de quelques semaines, constitue la
phase aigiie, ou la primo-infection. Les patients nouvellement infectés sont souvent sujets a
des symptomes tels que de la fievre, une fatigue intense, une lymphadénopathie, un mal de
gorge et des douleurs musculaires, qui peuvent étre confondus avec la mononucléose et donc
passer inapercus. Cette phase est également caractérisée par la réplication incontrélée du
virus et sa dissémination au niveau des organes lymphoides, accompagnée d’une diminution

rapide et marquée des lymphocytes T CD4" dusang et des muqueuses (104,105).

2.2 Séroconversion

Aprés la phase aigiie, environ huit & douze semaines suivant I’infection, il y a
production d’anticorps spécifiques de type IgG contre les protéines de structure du VIH. Ce
stade se nomme la séroconversion, et c’est a partir de ce moment qu’il est possible de poser

le diagnostic d’infection par le VIH (106). Bien que ces anticorps ne permettent pas la



neutralisation du virus, leur apparition coincide avec la restauration partielle des taux de
cellules T CD4" du sang circulant, le développement de réponses cytotoxiques et une
diminution suivie d’une stabilisation de la charge virale & un niveau appelé le « set-point

virologique » (107-109).

2.3 Phase chronique

Suivant la stabilisation de la charge virale et des cellules T CD4" du sang, le patient
entre alors dans la phase chronique de I’infection, qui est une phase de latence clinique,
généralement asymptomatique. Cette phase est d’une durée variable, pouvant aller de
quelques mois a plus de vingt ans, mais d’une durée moyenne de sept a onze ans en ’absence
de ART (110).

Bien qu’elle soit asymptomatique, la phase chronique est néanmoins caractérisée par
un déclin progressif des cellules T CD4" dans le sang, et une réplication du virus (111-114).
Ces phénomeénes ont lieu a des vitesses variables selon les individus, ce qui explique les

différences de durées des différents stades, discutées plus bas (110,115-118).

2.4 SIDA

Malgré I’absence de symptomes lors de la phase chronique, les fonctions immunes des
patients sont graduellement détériorées, et deviennent insuffisantes pour combattre plusieurs
infections. Ce stade, nommé SIDA, est caractérisé par ’apparition d’infections opportunistes
telles des pneumonies, des candidoses buccales ou eosophageales ou la tuberculose. Certains
cancers sont associés au SIDA, notamment le sarcome de Kaposi, les lymphomes non-
hodgkiniens, et le carcinome cervical invasif (119). Il peut également y avoir infiltration de
virus et de médiateurs d’inflammation au cerveau, ce qui mene a un €tat de démence associée

au SIDA (120-128).
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2.5 Traitement antirétroviral

Des agents antirétroviraux peuvent étre ¢laborés ciblant chacune des étapes du cycle de
réplication du VIH. Toutefois, on retrouve en grande partie des médicaments dirigés contre la
transcriptase inverse et la protéase. Le traitement antirétroviral trés actif (HAART, highly
active antiretroviral therapy) consiste en un cocktail de médicaments composé de deux
inhibiteurs de transcriptase inverse et d’un inhibiteur de protéase. L’Organisation mondiale
de la Santé (OMS) recommande généralement I’initiation du traitement lorsque les taux de
lymphocytes T CD4" sanguins des patients sont sous le seuil établi de 350 cellules/mm”, ou
lors de I’apparition de symptomes ou de maladies opportunistes (129).

Les effets immédiats du traitement antirétroviral sont la diminution de la charge virale
et la restauration des fonctions immunes, notamment [’augmentation des lymphocytes T
CD4" du sang (130,131). Par contre, en raison de 1’établissement de réservoirs viraux et de la
dissémination du virus a des sites inaccessibles, ces traitements ne permettent pas
I’éradication de l’infection et la guérison des patients (132-134). Ce traitement permet
toutefois d’augmenter la durée de vie des patients et de retarder I’apparition de symptdmes et
de maladies opportunistes (131,135).

Etant donné le haut taux de réplication du VIH et la génération de mutations par la
transcriptase inverse, on voit fréquemment apparaitre des cas de résistance aux
antirétroviraux. Au Canada, on estime la résistance a au moins un médicament a environ 9%,
tandis que la résistance multiple est d’environ 1% (2). En outre, ces traitements entrainent de
nombreux effets secondaires, tels la lipodystrophie et la néphrotoxixité, qui peuvent entrainer
une mauvaise prise de ces médicaments, et par conséquent entrainer le développement de
résistance (136-142).

Bien qu’on observe une restauration des lymphocytes T CD4" chez la majorité des
patients sous thérapie, les impacts de ces traitements sur les autres paramétres immunitaires
demeurent controversés et feront I’objet de discussions plus loin dans cet ouvrage (12-

19,143-153).
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2.6 Types de progression clinique

2.6.1 Progresseurs rapides

Le temps médian de progression clinique de I’infection par le VIH est de sept & onze
ans en I’absence de ART (110). Toutefois, environ 10% des patients vont atteindre la phase
SIDA en moins de trois ans, et sont donc appelés progresseurs rapides (115,116). Ces
individus présentent un déclin rapide des taux de cellules CD4" sanguins, de méme qu’une
charge virale élevée et qui ne diminue pas apres la phase aigiie de ’infection. IIs présentent
¢galement des bas niveaux d’anticorps spécifiques pour les protéines structurales pl7 et p24
(115,117), des réponses cytotoxiques déficientes, et des marqueurs d’inflammation qui
reflétent 1’activation immune chronique (116). Les facteurs influengant la progression

clinique du VIH seront discutés en détails dans la section suivante.

2.6.2 Progresseurs « normaux » ou classiques

Certains individus maintiennent des taux de lymphocytes T CD4" sanguins supérieurs
a 200 cellules/ml pour une période supérieure a 5 ans. Bien que leur progression soit plus
lente que celle des progresseurs rapides, ces patients vont ensuite &tre sujets a une
progression clinique et développer le stade SIDA. Ils sont appelés les progresseurs normaux,

ou classiques, en raison de leur vitesse de progression (115,118).

2.6.3 Progresseurs lents

Un groupe distinct de patients, appelé les contréleurs ou progresseurs lents, ont une
phase asymptomatique d’une durée supérieure a dix ans. Ils représentent environ 5% des
personnes vivant avec le VIH, et maintiennent des taux normaux et stables de lymphocytes T
CD4" sanguins et une charge virale basse en I’absence de ART (154). Le premier groupe de
contrdleurs a avoir été identifié est la cohorte de la banque de sang de Sydney, en Australie,
composée de huit patients qui ont été infectés par transfusion sanguine au début des années

1980 (155). Depuis ce jour, les progresseurs lents ou controleurs font 1’objet de nombreuses
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recherches tentant d’élucider les corrélats de protection ou de contrdle de la progression

clinique du VIH (154,156-160).

3 Facteurs de progression clinique du VIH

Divers facteurs peuvent influencer la progression clinique du VIH. Bien qu’ils n’aient
pas tous été €lucidés, il est connu que certains de ces facteurs sont attribuables au virus,
tandis que d’autres sont des facteurs de I’hote, principalement de nature génétique ou
immunologique. La section suivante constitue une description des facteurs qui ont été

associés a des différences de progression clinique.

3.1 Facteurs viraux

3.1.1 Charge virale

La charge virale est un des facteurs utilisés pour évaluer la progression clinique des
patients. Bien que ce facteur ne soit pas suffisant lorsqu’utilisé seul, certains groupes ont
démontré qu’une charge virale élevée au «set point virologique » est associée a une

progression clinique et un déclin plus rapide des cellules T CD4" (108,109,115,161).

3.1.2 Changement de tropisme viral

Le récepteur primaire pour I’entrée du VIH est la molécule CD4, présente a la surface
de plusieurs populations de lymphocytes T, de DC, de monocytes et de macrophages. Le VIH

utilise également un co-récepteur qui varie selon les souches de virus, et influence le tropisme
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viral. Lors de la primo-infection, le co-récepteur principal est CCRS, exprimé notamment par
les cellules T mémoires effectrices, les macrophages et certaines populations de DC. Ces
cellules sont présentes dans plusieurs tissus incluant les muqueuses vaginale et intestinale,
qui constituent les principales portes d’entrée du VIH (47,48,162). Leur infection permet a la
fois la réplication du virus au site d’infection et la dissémination au niveau des organes
lymphoides. Lors de la phase chronique, un changement de tropisme pour CXCR4 peut
survenir. Retrouvés en minorité et seulement en stade de maladie avancée chez les patients
infectés par le VIH, les virus de tropisme X4 sont associés a la progression vers le SIDA

(163-167).

3.1.3 Co-infections et super-infections

I est possible, pour les patients, d’étre infectés simultanément ou séquentiellement
par plusieurs souches de VIH. Une deuxiéme infection avant la séroconversion se nomme
une co-infection. Une ré-infection qui survient aprés la séroconversion est moins fréquente
que la co-infection, et est appelée une super-infection (168,169). L’absence d’anticorps
neutralisants favorise ’infection par une seconde souche virale (170). Une conséquence
importante de la co-infection est la recombinaison inter-souche, qui peut avoir pour effet de
rescaper des quasiespéces ayant une capacité réplicative déficiente (171), et d’entrainer une
perte de controle des cellules cytotoxiques (172). L’infection par plusieurs souches virales est
donc associée a une charge virale élevée et a une progression clinique rapide (173,174). 1l est
toutefois a noter que de rares cas de co-infections ou de super-infections ont été détectés chez
des contrdleurs et n’ont pas été associés a une progression clinique, ce qui met 1’emphase sur

des facteurs autres que virologiques pouvant contribuer a I’absence de progression (175).
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3.1.4 Polymorphisme génétique viral

En raison de son haut taux de réplication et de I’absence de fiabilit¢ de la
transcriptase inverse, le VIH est sujet 2 de nombreuses mutations, donnant lieu a différentes
quasiespeces ayant des capacités réplicatives variables. Certaines mutations dans des génes
accessoires du VIH, notamment nef, vif, vpr et vpu ont été associées a des différences de
progression clinique et d’infectivité virale, et démontrent I’importance de ces protéines dans

la pathogénéese du VIH (176-186).

Les nombreuses fonctions de la protéine Nef incluent I’augmentation de I’infectivité
et de la réplication virales, notamment dans les cellules quiescentes (187-189). Nef cause
¢galement une diminution de I’expression du CMH de classe I et du récepteur CD4, de méme
qu’une réorganisation du cytosquelette, ayant pour effet d’inhiber la migration des cellules en
réponses au chimiokines (190-192).

Chez le premier groupe de controleurs ayant été identifié, ’absence de progression
clinique a ét¢é attribuée a une délétion au niveau du gene nef, qui codait pour une protéine non
fonctionnelle (176,177). D’autres délétions au niveau de ce geéne ont ¢té identifiées chez des
contrdleurs, et ont été attribuées a une importante diminution de la capacité réplicative du
virus, contribuant par conséquent au maintien d’une charge virale indétectable ou trés basse

chez les patients (178).

A P’instar de Nef, la protéine Vpr exerce plusieurs fonctions qui ont un impact sur la
pathogénese virale. Vpr est notamment responsable d’accélérer la réplication virale et le
développement d’effet cytopathiques, et de réactiver les infections latentes (193,194). Elle
peut également bloquer la progression du cycle cellulaire en causant son arrét en phase G2, et
augmenter la permissivité des cellules a I’infection par le VIH (195,196). En outre, Vpr
diminue la production d’interféron gamma (IFN-y) et des chimiokines telles que MIP
(Macrophage inflammatory protein)-1o, MIP-1B et RANTES (Regulated upon activation
normal T cell expressed and secreted) (197,198).

Des délétions et mutations au niveau du C-terminus de Vpr, domaine impliqué dans le

blocage du cycle cellulaire, ont été identifiées chez des contréleurs, mais n’ont pas été
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observées chez des individus qui ont progressé jusqu’au stade SIDA (179). De plus, la
substitution d’une glutamine pour une arginine en position 77 (R77Q) a été associée a une

diminution d’effets cytopathiques et a I’absence de progression clinique (180-182).

Le role de la protéine Vif est de bloquer la fonction de la prot¢ine APOBEC-3G, et
d’induire son ubiquitination, préalable a sa destruction. APOBEC-3G est une protéine
cellulaire incorporée dans les virions, qui agit comme facteur de restriction dans les
prochaines cellules ciblées par le virus. Cette protéine modifie I’ADN proviral nouvellement
synthétisé en induisant la mutation des cytosines en en uridines au niveau du brin négatif
d’ ADN nouvellement synthétisé, ce qui cause I’hypermutation des guanosines en adénosines
au niveau du brin positif qui sera synthétisé par la suite, rendant par conséquent le nouveau
virus défectueux (199-202). Indépendamment de son activité catalytique, APOBEC-3G cause
¢galement une déstabilisation des particules virales et du complexe de transcription inverse
(203). Lors de I’assemblage des virions, Vif cause ’'ubiquitination d’APOBEC-3G, ce qui
entraine sa dégradation par le protéasome (204-209). Vif peut également se lier a ’ARN
messager d’APOBEC-3G et empécher sa traduction (210), et inhiber la fonction de la
protéine et son encapsidation en 1’absence de dégradation (211-213). En outre, Vif posséde la
capacité de causer I’ubiquitination d’IRF (interferon regulatory factor)-3, ce qui a un impact
négatif sur la réponse antivirale (214). Certains polymorphismes de Vif ont été associés a des
différences de progression clinique chez des patients infectés par le VIH. La présence d’une
sérine a la position 132 de la séquence d’acides aminés est associée a une basse charge virale
et a une diminution de la réplication virale, tandis que la présence d’une arginine a cette
position est associée a une charge virale plus ¢élevée (183). Un motif KKRK aux acides
aminés 90 a 93, normalement associ¢ a une séquence de localisation nucléaire des protéines a
¢té identifié chez un contréleur. La protéine encodée, principalement localisée au noyau
plutét que dans le cytoplasme est incapable d’exercer sa fonction anti-APOBEC, et la
réplication et I’infectivité du virus sont réduites (184). D’autres mutations, telles que des
délétions, insertions et codons stop prématurés, ont été indentifiées chez des controleurs, et

sont associces a des protéines Vif non fonctionnelles (185,186).

La protéine virale Vpu a comme fonction de contrer I’action du facteur de restriction

humain nommé tetherine (215-217). La tetherine est une protéine membranaire qui inhibe le
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bourgeonnement des virus enveloppés, notamment le VIH, en les retenant a la membrane
plasmique (215-221). Elle peut également limiter la transmission de virus de cellule a cellule,
en transférant de larges aggrégats de virus qui s’accumulent a la surface des cellules cibles et
ont une capacité de fusion diminuée (222). Vpu induit I’internalisation de la tetherine, sa
séquestration dans des compartiments périnucléaires, et sa dégradation dans les lysosomes et
par le protéasome (218,223-231). Les acides aminés Al4, A18 et W22 ont ¢été identifés
comme étant importants pour I’activité anti-tetherine de Vpu (229). L’acide aminé S52 est
¢galement essentiel pour I’activité de Vpu dans les macrophages, et la mutation S52A a une
action anti-tetherine affaiblie (232). De plus, la présence de mutations telles que des
insertions, et un codon de terminaison prématuré au niveau de la séquence de vpu ont été
identifiées chez des contrdleurs (233,234). Toutefois, la présence de codons de terminaison
prématurés a également ¢été identifiée dans des isolats viraux obtenus du liquide
céphalorachidien de patients ayant une démence associ¢e au VIH (235). En outre, une étude
impliquant des patients ayant atteint le stade SIDA a révélé la présence de délétion de la
région 5’ du géne vpu, résultant en I’absence de protéine fonctionnelle (236). Une mutation
au niveau du codon d’initiation a également été répertoriée dans un isolat primaire
responsable de I’induction de syncitium, normalement associé a une progression clinique
avancée (237). Ces observations suggerent que malgré I’importance de Vpu pour la
production virale, I’importance de cette protéine au niveau de la pathogénese demeure

controversée (235-237).

3.2 Facteurs génétiques de I’hote

3.2.1 CCRA5delta32

Le VIH utilisant CCRS5 en tant que corécepteur principal lors de la transmission, le
blocage de ce récepteur ou I’inhibition de son expression peut empécher 1’infection. En effet,
la présence d’une délétion de 32 paires de bases dans la région codante de CCRS, soit

CCRS5A32, confére une résistance a I’infection par le VIH. Les individus homozygotes pour



17

cette mutation sont résistants a I’infection. Ils représentent 1 a 5% de la population non-
infectée par le VIH, tandis qu’on retrouve cette mutation chez moins de 0,1% des patients
infectés par le VIH. D’autre part, les hétérozygotes ont une progression clinique beaucoup
plus lente que ceux qui codent pour une protéine fonctionnelle (238-240). De plus, un rapport
récent indique qu’un patient atteint du VIH a regu un transfert de cellules souches d’un
donneur homozygote pour CCR5A32, et est demeuré plus de vingt mois sans rebond viral, en

I’absence de thérapie antirétrovirale (241).

3.2.2 CCR2

Le récepteur CCR2 a comme ligand naturel la chimiokine C-C ligand 2 (CCL2,
appelé aussi MCP-1), qui inhibe I’entrée de certains isolats viraux. La substitution d’une
isoleucine pour une valine en position 64 (V64I) a été identifiée comme facteur ralentissant
considérablement la progression clinique des patients infectés par le VIH qui sont
homozygotes pour cette mutation, sans avoir une influence sur I’incidence du VIH (240,242).
Cependant, cette mutation a également été associée a une détérioration neurologique précoce
des patients infectés par le VIH, sans toutefois étre associée a la charge virale plasmatique et
aux fréquences de lymphocytes T CD4" sanguins (243). Par conséquent, le phénoméne de
neuropathogénése 1ié a la mutation V641 est possiblement dii a Iinflitration de médiateurs
d’inflammation au cerveau, plutét qu’a un mécanisme viral (244). Chez les caucasiens, cette
mutation est retrouvée dans environ 9% de la population, sans différences significatives entre
les individus séropositifs et séronégatifs, mais elle est retrouvée seulement en I’absence de la

mutation CCR5A32 (240).

3.2.3 CMH de classe I

En raison de son rdle dans la présentation d’antigénes, le CMH de classe I, ou

antigéne des leucocytes humains (HLA, human leucocyte antigen) joue un réle central dans
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la génération des réponses immunes. Les individus hétérozygotes pour ces geénes, en raison
de la diversité des peptides présentés, générent des réponses CD8 anti-VIH plus diversifiées
que les individus homozygotes. En effet, les individus homozygotes aux loci A et B ont été
démontrés comme ayant une progression clinique plus rapide en raison de la faible diversité
des réponses CD8 générées (245,246). Par ailleurs, certaines études rapportent un role central
de HLA-B comparativement a HLA-A et HLA-C dans le controle de la réplication du VIH,
mais le mécanisme impliqué n’a pas été ¢lucidé (247).

Certains alléles de HLA de classe I ont ¢té associés a différents rythmes de
progression clinique. HLA-A29, B22, B*35 et Cw*04 ont été associés a une progression
rapide, tandis que B14 et C8 sont associés a une absence de progression (245,248). De plus,
HLA-B27 et B57 sont associés a une progression lente (249-251), car ils entrainent des
réponses CTL vigoureuses contre des épitopes immunodominants, et sont associés un faible
taux de mutations d’évasions (252) et a une sélection positive de variants avec une moins
grande capacité réplicative (253).

HLA-G est un HLA «non-classique » qui a pour effet d’inhiber I’action des
lymphocytes T CD8" et des cellules tueuses naturelles (NK, natural killer ), et d’activer les
cellules T régulatrices et stimuler la sécrétion d’IL-10. De hautes concentrations de HLA-G
soluble ont été détectées chez des individus & progression clinique rapide, et persistent a la

suite d’un traitement antirétroviral efficace (254).
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3.3 Facteurs immunologiques de I’hote

3.3.1 Lymphocytes T CD4"

Les cellules T CD4" constituent un groupe hétérogéne de cellules, qui jouent des
roles différents dans les réponses immunes. Les principales populations de cellules T CD4"

sont illustrées ici dans la figure 3.
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Figure 3. Différentiation des cellules T CD4", facteurs de transcription et cytokines
caractéristiques des différentes populations.
Tiré de Martinez et al. Annals of the New York Academy of Sciences, 2008 (255).

Avec l’autorisation de John Wiley and Sons.

Les cytokines produites par les cellules présentatrices d’antigénes, notamment les

DC, lors de I’activation des cellules T CD4" naives sont responsables du développement de
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différents types de cellules effectrices. Ainsi, les cellules activées en présence d’IL-12 sont
appelées a devenir des cellules de type Thl (256). Les cellules Thl, caractérisées par le
facteur de transcription T-bet, produisent de 'IFNy et du TNF, et sont principalement
impliquées dans 1’immunité cellulaire, caractérisée par D’activation des cellules T
cytotoxiques (256,257). L’activation des cellules T en présence d’IL-4 deviennent des
cellules Th2. Les cellules Th2 sont caractérisées par le facteur de transcription GATA-3,
produisent les cytokines IL.-4, IL-5 et IL-13, et sont principalement responsables des réponses
humorales, notamment contre des pathogenes extracellulaires (256,257). Les cellules Thl et
Th2 ont été identifiées durant les années 1980, et la dichotomie Th1/Th2 a longtemps été un
paradigme en immunologie (256). Toutefois, différentes populations de cellules T CD4" ont
¢té identifiées plus récemment, telles que les cellules Th1l7 et les cellules T régulatrices
inductibles (256). La production d’IL-1 et IL-23 cause la différentiation de cellules Th17,
caractérisées par le facteur de transcription ROR-yt et qui produisent les cytokines IL-17 et
IL-21 (258-261). Les cellules Th17, initialement identifiées dans des maladies autoimmunes,
sont essenticlles au maintien de I’immunité mucosale, notamment la muqueuse gastro-
intestinale (262). La production de TGF-f et d’acide rétinoique induit la différentiation de
cellules T régulatrices (263). Ces dernicres peuvent également se développer naturellement
dans le thymus (256). Elles sont caractérisées par le facteur de transcription FoxP3, et
possedent une fonction immunosuppressive, responsable de la régulation de la réponse
immune (263,264). L’équilibre entre les cellules T régulatrices et Th17 est important pour le
maintien de I’homéostasie entre I’immunité et la tolérance (260,265). Finalement les cellules
T auxiliaires folliculaires se développement indépendamment des cellules Thl, Th2 et Thl7,
en présence des cytokines IL-6 et IL-21 (266). Localisées dans les follicules des organes
lymphoides, elles sont responsables de générer des signaux de survie et d’activation aux

cellules B a I’intérieur des centres germinatifs (266-270).

Le principal marqueur de la progression clinique du VIH, utilisé pour évaluer 1’état
du patient, est la déplétion des lymphocytes T CD4" dans le sang circulant. Certaines études
ont démontré que les cellules T CD4" qui sont préférenticllement diminuées sont les cellules

mémoires CCR5", qui incluent notamment les cellules Th17 (91-93).
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Le systéme immunitaire des muqueuses joue un role central dans la transmission et la
réplication virale, et on peut observer une infection massive des cellules T CD4" de la
muqueuse gastro-intestinale (271). Il y a également une déplétion importante de ces cellules,
des les premiers stades de I’infection (272-274). Toutefois, contrairement aux cellules T
CD4" du sang, la déplétion au niveau de la muqueuse intestinale est irréversible et les cellules
ne sont donc pas restaurées par ART (275). Les cellules T CD4" qui seront préférentiellement
diminuées au niveau de I’intestin sont les cellules mémoires CCRS5", qui incluent notamment
les cellules Th17 (273,274,276-278). Cette diminution est d’une part due a la lyse des cellules
infectées, mais également & 1’apoptose suite a I’activation cellulaire. Ce phénomene est
observé d’une part lors de la phase de contraction des cellules a la suite de leur activation, et
d’autre part chez les cellules qui présentent des caractéristiques d’épuisement, discuté en
détails plus bas. De plus, les protéines virales exprimées a la membrane ou sécrétées par les
cellules infectées peuvent interagir avec des récepteurs sur les cellules environnantes, et
augmenter la susceptibilité de ces derniéres a 1’apoptose (279-281). On observe en outre une
diminution de la capacité de régénération cellulaire, également responsable de la diminution

des taux de cellules T CD4".

Outre une diminution du nombre de lymphocytes T CD4", les capacités effectrices de
ces cellules sont altérées. L’expression de la molécule CD154 sur les cellules T est essentielle
a son activation, de par sa liaison a CD40 sur les DC. Or, on peut observer, chez les patients
infectés par le VIH, une diminution de I’expression de CD154 (282-288). Par conséquent, les
fonctions auxiliaires des cellules T sont diminuées (289-291). De plus, les cellules T CD4"
spécifiques pour le VIH sont préférentiellement altérées et affichent des caractéristiques
d’épuisement cellulaire (292,293). En effet, I’expression de PD-1 et CTLA-4 sur ces cellules
correle avec la progression clinique des patients (292,293). D’autre part, une récente étude de
Koup et coll. a démontré que chez les patients co-infectés par le VIH et CMV
(Cytomegalovirus), certaines cellules étaient résistantes a I’infection par le VIH et
demeuraient fonctionnelles. En effet, les cellules spécifiques pour le CMV produisent des
ligands de CCRS5, notamment MIP-1a, MIP-1p, qui agissent de fagon autocrine pour bloquer

I’infection et préserver la fonctionnalité des cellules (294).



22

Bien que les cellules T CD4" « totales » soient diminuées chez les patients infectés
par le VIH, on assiste a une altération de la balance des différentes populations cellulaires. En
effet, il y a une augmentation de la fréquence relative et de I’activation des cellules T
régulatrices, qui se retrouvent a un ratio supérieur aux cellules effectrices (295).
Normalement responsables d’inhiber les réponses inflammatoires, elles suppriment les
réponses CD4 et CD8 anti-VIH chez les patients (295-298). La prévalence de ces cellules
dans le sang, la muqueuse gastro-intestinale et les tissus lymphoides corréle avec la charge
virale, soulignant leur role dans [D’inhibition des réponses anti-VIH (299-301). Un
renouvellement élevé, caractérisé par un haut taux de prolifération et une augmentation de
I’apoptose, résulte ultimement en un déclin graduel de cette population. Ce phénomene est
associ¢ a I’hyperactivation du systéme immunitaire qui correle avec la progression vers le

stade SIDA (278,302).

De facon générale, les controleurs sont caractérisés par un déclin moindre des
cellules T CD4" que les progresseurs, et par une moins grande expansion relative des cellules
T régulatrices (303-305). De plus, ces patients maintiennent des fonctions T auxiliaires

efficaces, démontrant un meilleur contréle des fonctions immunes (290).

3.3.2 Lymphocytes T CD8"

Les lymphocytes T CDS8', ou celluless T cytotoxiques (CTL, cytotoxic T
lymphocytes ), sont spécialisés dans la lyse des cellules infectées par des virus (306,307). La
génération de ces cellules a partir de cellules T CD8" naives requiert d’abord I’activation et la
co-stimulation par des cellules présentatrices d’antigénes préalablement activées a la suite
d’un « dialogue » avec des cellules T CD4" (308-315). Par la suite, les cellules cytotoxiques
lysent des cellules infectées suite a la reconnaissance de peptides viraux présentées par les
HLA de classe I (306,307). Elles sont également impliquées dans la production de cytokines
pro-inflammatoires telles que I'IL-2, IFN-y et TNF (Tumor Necrosis Factor)-o. (316,317).
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Lors de ’infection par le VIH, la grande majorité des réponses CD8 observées sont
générées contre la protéine virale Gag, une protéine de la capside virale largement conservée,
donc moins sujette a générer des mutations d’évasion, et contre la polyprotéine (Pol) (318).
De telles réponses sont détectables durant la primo-infection, et sont responsables du controle
initial et du déclin de la virémie (319-321). Malgré un contréle de la charge virale, ces
réponses entrainent par la suite des mutations dans les épitopes présentés par les HLA, qui
ont pour effet de causer 1’évasion du virus a de nouvelles réponses CDS8 et entrainent par
conséquent une perte de contrdle de la virémie (322-324). Par la suite, les réponses CDS sont
dirigées contre des épitopes sous-dominants et deviennent donc moins efficaces (325). Le
nombre de peptides reconnus par les lymphocytes T CD8" diminue avec le temps et est

corrélé de facon négative avec la charge virale (318).

D’autre part, lors de I’infection chronique, les CTL spécifiques pour le VIH adoptent
un phénotype activé mais non fonctionnel, nommé I’épuisement cellulaire (326). Les cellules
sont alors caractérisées par une perte graduelle de fonctionnalité et une augmentation de

I’expression du récepteur de mort programmée (PD, programmed death)-1 (292,327-332).

Plusieurs études associent de meilleures réponses cytotoxiques et une production plus
élevée de cytokines par les cellules T CDS8", a I’absence de progression clinique (290,327-
330,333-339). Ce phénoméne a également été observé chez des individus exposés au VIH
mais non infectés (340-342). Ces études suggérent que la magnitude et la qualité des réponses
cytotoxiques, de méme qu’une capacité a controler rapidement ces réponses peuvent avoir un
impact sur la susceptibilit¢ a Dl’infection, ou sur la progression clinique des patients.
Toutefois, ceci demeure controversé, car d’autres études démontrent une tendance des
controleurs a ignorer le virus, reflétée par le peu d’activité cytotoxique (343,344). Ceci
semble étre attribué a un moins haut niveau d’activation et de stimulation virale que chez les

progresseurs, qui semble bénéfique pour les patients (304,345).



24

3.3.3 Anticorps neutralisants

Les premier anticorps générés contre le VIH sont dirigés contre des protéines de
structure et n’ont pas d’activité neutralisante. Plusieurs semaines plus tard, des anticorps
neutralisants peuvent étre détectés dans le sang, spécifiques contre les glycoprotéines de
I’enveloppe gp120 et gp41. Toutefois, gp120 et gp41 subissent de nombreuses mutations ou
changements de patrons de glycosylation, et sont par conséquents sujettes a 1’évasion
immune (346,347). De plus, la production d’anticorps neutralisants étant amorcée seulement
apres plusieurs semaines d’infection, elle n’a donc pas d’impact sur le contrdle de la virémie
(6,348,349). En outre, les patients infectés par le VIH sont sujets a une perte de capacité de
générer et maintenir la mémoire immunologique, ce qui a un impact négatif sur la production
de ces anticorps (discuté en détails plus loin, dans la section des effets du VIH sur les
lymphocytes B). Toutefois, deux études récentes ont démontré la présence, dans le sérum de
patients infectés par le VIH, d’anticorps dirigés contre le site de liaison & CD4 de I’enveloppe
virale, qui affichent un large spectre de neutralisation des isolats viraux (350,351). Ces
anticorps ont une activité neutralisante malgré la glycosylation de gp120, ce qui suggere leur

importance potentielle dans le développement de vaccins anti-VIH (350,351).

L’impact des d’anticorps neutralisants sur le contréle de la progression clinique est
controversé. D’une part, certaines études démontrent une plus grande production d’anticorps
neutralisants chez les controleurs que chez les progresseurs, indiquant une implication
possible de ce mécanisme dans le controle de I’infection (348,352,353). D’autre part, on a
¢galement démontré une moins grande production d’anticorps neutralisants chez les
controleurs (333,354,355), et une corrélation positive entre la charge virale et la production
de ces anticorps, en raison de la présence constante de stimulation virale (356,357).
Toutefois, la présence d’anticorps neutralisants de type IgA au niveau de certains sites,
notamment les muqueuses, a été observée chez des individus exposés mais non infectés au
VIH. Par conséquent, la production de ces anticorps aux sites d’entrée du virus joue

potentiellement un réle dans la modulation de la susceptibilité a I’infection (358-363).
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3.3.4 Activation immune chronique

L’activation persistante du systéme immunitaire est un phénomeéne important observé
chez les patients infectés par le VIH, et est étroitement liée a la pathogénese et a la
progression clinique (364,365). Plusieurs mécanismes sont en cause dans ce phénomene. La
perte d’intégrité de la muqueuse gastro-intestinale entraine la translocation des endotoxines
bactériennes vers le sang, et est fortement associée a la progression clinique (305,366,367).
Les produits microbiens lient les PRR, tels que les récepteurs de type Toll (TLR, Toll Like
Receptor ), causant ainsi ’activation non-spécifique de cellules telles que les monocytes,
macrophages, DC ou les lymphocytes B (368). De plus, un complexe formé du TLR-4 et des
molécules MD-2 et CD14, qui existent sous formes membranaire et soluble, peuvent conférer
une réponse au LPS aux cellules n’exprimant pas CD14 (369-371). Dans le sang des patients
infectés par le VIH, de hautes concentrations de LPS, CD14 soluble et la protéine liant les
lipopolysaccharides (LBP, lipopolysaccharide binding protein) sont détectées, ce qui
contribue a perpétuer I’inflammation, et correle avec la progression clinique et I’apparition de
symptdomes (372,373).

La stimulation virale chronique est également une des causes de I’activation immune,
car certaines composantes virales telles I’ARN et les protéines virales lient différents PRR,
causant ainsi I’activation cellulaire (374).

La présence de hautes concentrations de cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-1,
IL-6, IL-8 et TNF-a, observées fréquemment chez les patients infectés par le VIH, constitue
¢galement un marqueur d’inflammation chronique. Tel que discuté dans la section suivante,

ces cytokines ont été associées a la progression clinique de I’infection (375-379).

3.3.5 Cytokines et chimiokines

Plusieurs cytokines ont été associées a D’infection par le VIH, et peuvent
potenticllement constituer des marqueurs de progression clinique. Les cytokines pro-

inflammatoires sont souvent associées a la progression de la maladie. Ainsi, le TNF-a, I'IL-1
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et 'IL-8, ont été observées en exces chez les patients infectés par le VIH, et associces a des
taux de cellules T CD4" sanguines inférieurs a 200 cellules/microlitre (375,376,378,380).
L’IL-6 a également été associée avec une haute charge virale (379). Inversement, Le VIH
peut également supprimer la production de cytokines importantes pour les réponses immunes.
On peut en effet observer, chez les patients infectés par le VIH, des défauts de production
d’IL-2 et d’IL-12, essentielles a I’établissement de I’immunité cellulaire (381,382), et d’IFN-
a, important pour les réponses antivirales (383). Les patients qui maintiennent la capacité de
produire de hautes concentrations d’IL-2, IL-12 et IFN-y pendant !’infection aigiie ont
également une charge virale basse et des hauts taux de lymphocytes T CD4"

(377,378,381,384). Une haute concentration d’IFN-y durant la phase aigiie correle également
avec 1’expansion des cellules T CD8" (385).

D’autre part, de hautes concentrations d’IL-10 ont été détectées dans le sang des
patients infectés par le VIH, et corrélent positivement avec la charge virale et négativement
avec les taux de lymphocytes T CD4" (384,386). Cette cytokine provient principalement des
cellules myéloides telles que les DC et les monocytes, mais peut également étre produite par
les cellules T, B, ou NK. L’IL-10 active les cellules T régulatrices et inhibe les réponses

prolifératives CD4, et par conséquent altére I’immunité antivirale (387).

Les chimiokines beta, notamment MIP-1a, MIP-1 et RANTES, lient le récepteur
CCRS5, et sont associées a une protection contre 1’infection par les virus de tropisme RS
(294,388,389). Cette protection est principalement due a un blocage du récepteur par la
chimiokine, qui interfére alors avec la liaison du virus. Le role de ces chimiokines dans la
progression clinique du VIH demeure toutefois controversé (390). Chez les patients infectés
par le VIH, des concentrations ¢levées de ces chimiokines ont d’une part €été associées a une
infection asymptomatique, et a une meilleure réponse a la thérapie antirétrovirale (391-397).
D’autres études ont associ¢ la production de ces chimiokines avec une haute charge virale et
un déclin des lymphocytes T CD4" (398-400). Il est possible que la production de
chimiokines dans certains milieux propices & I’infection cause un recrutement de cellules
permissives au VIH, ce qui promeut la réplication virale (401). Ceci a également été
démontré avec CCL20 (MIP-3a), dans une étude ou le blocage de cette chimiokine inhibe le

recrutement des cellules exprimant CCR6, notamment les DC immatures, empéchant par
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conséquent 1’infection et la dissémination virale (402). Par conséquent, le site et le moment
de production de ces chimiokines contribuent a influencer différemment la susceptibilité a
I’infection ou la progression clinique.

Les chimiokines CCL19 (MIP-3B) et CCL21 (SLC, chimiokine des tissus lymphoides
secondaires, secondary lymphoid tissue chemokine) sont responsables du recrutement des
cellules exprimant CCR7, soit les DC matures et des cellules T CD4" naives et mémoires
centrales, aux ganglions. Elles sont ¢galement associées a des différences de progression
clinique. Ces chimiokines augmentent la permissivit¢é des cellules a D’infection, et
promeuvent la réplication virale au niveau des organes lymphoides (403,404). Une
production accrue de MIP-3f et SLC chez les patients est associée a la progression clinique et
a un échec de suppression de la virémie lors du traitement antirétroviral (405,406). En outre,
I’exposition de cellules T CD4" aux ligands de CCR6, CCR7 et CXCR3 promeut
I’¢établissement de la latence virale, qui peut également contribuer a un échec thérapeutique
(407).

La chimiokine CCL2 (MCP-1) est produite en situation d’inflammation, et permet le
recrutement de cellules exprimant le récepteur CCR2, soit les monocytes, DC, et les cellules
T mémoires. Cette chimiokine promeut 1’infection par le VIH, d’une part en recrutant des
cellules permissives a I’infection, d’autre part en augmentant la permissivité des cellules T
CD4" au repos par les virus de tropisme X4 (408). Une production élevée de cette chimiokine

est associée a une haute charge virale (409,410).
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4 Cellules dendritiques

4.1 Les populations de DC et leurs fonctions

4.1.1 Monocytes et précurseurs de cellules dendritiques

Les monocytes sont des cellules phagocytaires immatures originaires de la moelle
osseuse, qui circulent dans différents tissus incluant le sang et la rate (411-414). Les études
portant sur la différentiation des monocytes ont principalement été effectuées chez la souris,
mais des « équivalents » ont été décrits chez I’humain. Chez I’humain, les monocytes
« classiques » expriment les récepteurs CD14, CCR2 et CD62L, et leurs équivalents murins
sont les monocytes CCR2" Gr-1"" CD11¢ (415). Ces monocytes migrent vers les sites
d’inflammation en réponse a la chimiokine MCP-1 qui lie CCR2. Ils peuvent par la suite se
différencier en macrophages, des cellules phagocytaires innées responsables de restreindre
I’inflammation au site initial. Ils peuvent également se différencier en DC inflammatoires ou
«Tip-DC », qui sont impliquées dans la réponse innée via la production de TNF-a et d’oxyde
nitrique (412,416,417).

Une autre population représentant 5 a 10% des monocytes, est caractérisée par
I’expression du récepteur de fragment cristallisable gamma de type III (Fcy RIII ou CD16) et
I’absence du récepteur de chimiokine CCR2. Malgré les basses fréquences de ces monocytes,
il s’agit d’une population hétérogene, principalement en raison de différences d’expression de
CD14, soit les monocytes CD14°“CD16" et CD14'CD16". Les différences de fonctions de
ces populations demeurent toutefois a étre élucidées (416,418). Ils possédent plusieurs
caractéristiques des DC, notamment des hauts niveaux d’expression du CMH de classe II, de
molécules de co-stimulation telles que CD80 et CD86, et de I’intégrine CD11c (419). Ils
expriment les récepteurs de CX3-CR1 et CXCR4, qui lient respectivement la fractalkine et le
facteur dérivé des cellules stromales de type 1 (SDF, stromal derived factor) (208). Chez la
souris, des analogues de ces monocytes ont été décrits, qui sont de phénotype CCR2™ GR-1'""
CDl1l1c’, et constituent des précurseurs de DC qui migrent du sang vers les tissus en
périphérie, pour y effectuer des fonctions de patrouilleurs en conditions homéostatiques ou

non-inflammatoires (416,417,420,421). En cas d’infection virale ou bactérienne, ces
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précurseurs se différentient en DC matures, qui migrent vers les ganglions, et stimulent les
réponses de type Thl via la présentation d’antigeénes et la production d’IL-12 (411,419,422-
424). La relation entre les monocytes et les DC est illustrée dans la figure 4. Bien que les
monocytes CD16" ne soient pas différentiés en « tip-DC », on les retrouve augmentés dans
plusieurs cas d’inflammation ou d’infection chroniques, et impliqués dans la production de

cytokines telles que le TNF-a, IL-1 et IL-6 (425-427).
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Figure 4. Différentiation des monocytes.

Adapté de Gordon et coll., Nature reviews immunology, 2005 (428).

Avec ’autorisation de Macmillan Publishers Ltd.
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4.1.2 Cellules dendritiques myéloides

Les mDC immatures résident dans les tissus afin d’y exercer une fonction de
surveillance (429). L’expression de CCR6 et CX3CR1 sur les DC immatures permet leur
migration en provenance du sang en réponse a MIP-3a et a la fractalkine, exprimés par
plusieurs tissus, notamment les muqueuses, en conditions homéostatiques (416,423,430,431).
La fraktalkine exprimée en surface des cellules endothéliales joue un réle important dans
’arrét et la migration des précurseurs DC CD14°CD16", qui se différentieront en DC
immatures résidentes (420). En périphérie, les mDC font office de sentinelles responsables
de faire le lien entre I’immunité innée et I’immunité adaptative, illustré plus tot dans la figure
3. La présence de PRR sur les DC immature permet la reconnaissance de patrons
moléculaires caractéristiques de microorganismes (PAMP, pathogen associated molecular
patterns) ainsi que la phagocytose de ces organismes, et entraine une cascade d’événements
menant a la génération d’une réponse adaptative. Ainsi, la présence d’un signal de danger,
telle qu’un microbe pathogeéne, entraine la maturation des DC, soit ’augmentation de
I’expression de CMH de classe II (HLA-DR) et de molécules de co-stimulation. Elles
diminuent I’expression de CCR6 et augmentent CCR7 (432,433). Ceci permet leur entrée
dans les vaisseaux lymphatiques et leur migration via la lymphe vers les ganglions drainants,
en réponse aux chimiokines MIP-3 et SLC, exprimées par les cellules endothéliales des
vaisseaux lymphatiques et par les cellules stromales des ganglions (432,433). D’autre part, la
présence de stimuli non inflammatoires tels que les antigénes du soi ou la nourriture
n’entraine pas la maturation des DC, qui expriment alors de faibles niveaux de molécules de
co-stimulation et ont trés peu d’activité migratoire. Les DC tolérogéniques favorisent la
différentiation et I’activation des cellules T régulatrices, via la production du facteur de
croissance tumorale beta (TGF-B, Tumor Growth Factor beta) et d’IL-10. Ces cellules

entrainent la tolérance en périphérie par I’inhibition des cellules T effectrices (434-436).

La circulation des DC dans les vaisseaux lymphatiques afférents permet leur
transport jusqu’aux ganglions, ou elles entrent par le sinus sous-capsulaire. Elles migrent
alors vers différentes régions des ganglions, notamment les zones riches en cellules T, et les

jonctions entre les zones de cellules T et de cellules B. Les DC peuvent également entrer dans
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les ganglions par le sang, via la haute veinule endotheliale (HEV, high endothelial venule), et
se loger directement dans les zones riches en cellules T, ou la présentation d’antigenes sur le
CMH de classe II et la production de cytokines telles que I’'[L-12 permet ’activation des
cellules T naives (437). Certaines DC transitent par les ganglions sans y loger. Elles sont
alors relarguées dans la circulation sanguine via le canal thoracique, et peuvent migrer vers la
rate et y exercer leurs fonctions de présentation d’antigénes. Elles accédent a la rate
notamment via la zone marginale, ou elles peuvent activer les cellules B par la présentation
d’antigenes dans leur forme native et la production de BLyS (décrit en détails plus loin dans
la section portant sur I’activation T-indépendante des cellules B), ou se rendre dans les zones
riches en cellules T (371,438). La migration des DC dans les ganglions est illustrée ici dans la

figure 5.
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Tiré d’ Alvarez et coll., Immunity 2008 (439).
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4.1.3 DC des muqueuses

Les DC retrouvées au niveau des muqueuses sont essentielles quant au maintien de
I’équilibre entre la tolérance entre les stimuli non-inflammatoires et la génération de réponses
immunes suite au contact avec des pathogenes (440,441). Dans la muqueuse intestinale, on
retrouve des DC au niveau de la lamina propria, mais également dans les ganglions
mésentériques et les plaques de Peyer. Ces dernicres structures sont des organes lymphoides
secondaires princialement impliquées dans la génération de réponses IgA de fagon T-
dépendante.

La lamina propria contient deux principales classes de mDC qui se distinguent par la
présence ou I’absence de la molécule CD103, récepteur de la molécule d’adhésion E-
cadhérine (434-436). En I’absence de stimuli inflammatoires, les cellules épithéliales
sécretent de 1’acide rétinoique (RA), du TGF-B et la lymphopoiétine stromale thymique
(TSLP, thymic stromal lymphopoietin), essentiels a la différentiation des DC CD103" (442-
445). Ces DC ont des fonctions tolérogéniques, favorisant notamment la différentiation et
I’activation des cellules T régulatrices, et inhibent les cellules Th17 par la production du
facteur de croissance tumorale beta (TGF-B, Tumor Growth Factor beta) et de RA. Ceci
entraine par conséquent la tolérance en périphérie (446). L’activation des cellules T
régulatrices peut se faire au niveau de la lamina propria, ou dans les ganglions mésentériques
(443-445). En présence de stimuli inflammatoires, les DC mucosales CD103 induisent la
différentiation des cellules Th17, essentielles afin de combattre d’éventuels pathogénes
(443,444). 11 est crucial de maintenir un équilibre entre les cellules T régulatrices et Th17,
afin de restreindre I’entrée de pathogénes par les muqueuses et simultanément empécher
I’inflammation en réponses aux bactéries commensales qui sont omniprésentes (443,447).
Outre I’activation des cellules T régulatrices et Thl7, les DC de la lamina propria sont
capables d’induire la commutation de classe des cellules B au niveau de la muqueuse, et de
stimuler la production d’anticorps de type IgA, qui aide également a restreindre I’entrée de
microorganismes commensaux et pathogénes au niveau de la circulation sanguine (26,448).
L’activation T-dépendante et T-indépendante des cellules B au niveau des muqueuses est

décrite en détails plus loin, dans la section sur les lymphocytes B.
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Les DC, les monocytes et les macrophages sont ¢galement responsables de la
production de BLyS et APRIL, (a proliferation inducing ligand) (23,24,449). Ces cytokines
appartiennent a la famille des facteurs TNF, mais leur séquence n’inclut pas de domaine de
mort (DD, death domain), et peuvent étre produits sous formes membranaire ou soluble (450-
452). 1Ils lient trois récepteurs, soit BCMA (B cell maturation antigen),
TACI (transmembrane activator calcium modulator and cyclophilin ligand interactor)
BAFFr (BAFF receptor), et ont un impact crucial sur la survie et l’activation des

lymphocytes B (24,449-456).

4.1.4 Cellules de Langerhans

Une sous-population distincte de mDC immatures, les cellules de Langerhans (LC,
Langerhans cells), résident dans I’épiderme et les muqueuses. Elles effectuent une
surveillance immunitaire en procédant a des échantillonnages constants de I’environnement
(457-459). En cas d’infection, les LC internalisent les microorganismes par endocytose ou
phagocytose, et se différentient alors en DC matures, exprimant de hauts niveaux du CMH de
classe II et de molécules de co-stimulation. L’expression de récepteurs de chimiokines,
notamment CCR7 et CCR2, permet leur migration vers les ganglions, ou elles activent les
lymphocytes T (460). Les LC ont la capacité de faire de la présentation croisée d’antigénes,
ce qui rend possible la présentation aux cellules T CD8" d’antigénes tumoraux, ou de virus
qui n’infectent pas directement pas les LC (461-464). En outre, elles expriment plusieurs
PRR tels que la langerine et les TLR, impliqués dans la reconnaissance de patrons
moléculaires associés aux pathogénes, et dont I’activation entraine la maturation des cellules
ainsi qu’une augmentation du CMH de classe I, augmentant les capacités présentatrices
d’antigénes et la stimulation des cellules T CD4" (465,466). La langerine, une lectide de type
C exprimée par les LC immatures, joue un rdle important dans 1’élimination de plusieurs
pathogenes. Les pathogénes qui lient la langerine sont internalisés, puis dégradés a I’intérieur
des granules de Birbeck (467). Ces granules, caractéristiques des LC, font partie du
compartiment de recyclage endosomal, dans lequel les pathogeénes endocytés sont dégradés

(468,469). Lorsque les LC matures quittent la peau pour migrer vers les ganglions, elles sont
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remplacées par de nouveaux progéniteurs afin d’effectuer une patrouille constante (470). Ce
remplacement est effectué¢ grace aux chimiokines CCL2 et CCLS, produites sur les sites

d’inflammation.

Elles ont également des fonctions tolérogéniques, leur permettant d’internaliser et
présenter des composantes cellulaires normales ou en apoptose, telles que les kératinocytes et
les mélanocytes, sans induire de réaction autoimmune. Ce phénoméne est généralement
accompagné d’une production d’IL-10, de TGF-p, ce qui permet 1’induction de la tolérance a
ces antigénes par I’activation des cellules T régulatrices. Ceci entraine toutefois le risque

d’induire la tolérance a certaines tumeurs, notamment des mélanomes (471).

4.1.5 Cellules dendritiques plasmacytoides

Les cellules dendritique plasmacytoides (pDC) constituent un lien crucial entre
I’immunité innée et I’immunité adaptative (472). Dans le sang, elles représentent environ 0.2
a 0.8% des cellules circulantes. On peut également les retrouver dans des organes en
périphérie, en faible quantités en conditions homéostatiques (473), et en plus grandes

quantités en situation d’inflammation (474,475).

Les pDC expriment les récepteurs de type Toll 7 et 9, qui permettent la détection de
I’ARN a simple-brin et I’ADN a double-brin viraux (476). En cas d’infections virales, les
pDC produisent des IFN de type I, principalement I’'I[FN-0, essentiels dans la réponse
antivirale (477). De plus, les IFN de type I permettent 1’activation des mDC, I’induction de
réponses de type Thl et la production d’IFN-y par les cellules T CD4", de méme que la
différentiation et I’activation des lymphocytes B (478-486).

Les pDC non activées jouent un role crucial dans 1’induction de la tolérance en
périphérie. L’absence d’expression des molécules de co-stimulation CD80 et CD86 empéche
I’activation des cellules T naives et favorise 1’expansion des cellules T régulatrices (487-
489).
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4.2 DCet VIH

4.2.1 Infection des DC par le VIH

Les mDC exprimant les récepteurs CD4 et CCRS, elles peuvent étre infectées de
facon productive par le VIH, mais a des niveaux moindres que les lymphocytes T (490-495).
Le virus cible préférentiellement les cellules immatures et inhibe leur maturation, et peut par
la suite étre transmis aux lymphocytes T par un contact cellulaire appelé la synapse
infectieuse, ou par reliche de virions (revu dans 495). Des ¢tudes effectuées in vitro
démontrent que I’infection de DC immatures dérivées des monocytes bloque I’expression du
CMH de classe II et des molécules de co-stimulation, et inhibe la sécrétion d’IL-12. Ces
cellules induisent également la production d’IL-10 dans des co-cultures avec des cellules T.
Ceci contribue a I’altération des réponses générées par les cellules T chez les patients infectés
par le VIH (496-504). En outre, les DC infectées par le VIH induisent 1’apoptose des cellules

T CD4" environnantes infectées et non infectées, contribuant a leur déclin (505).

Les pDC sont également susceptibles a I’infection par le VIH, mais a des niveaux
moindres que les mDC (493). Des pDC infectées ont été retrouvées dans le thymus et les
amygdales de patients infectés par le VIH (506-508). L’infection des pDC par le VIH induit
des effets cytopathiques tels que la formation de syncytium (507).

4.2.2 Transinfection

Les mDC résidant dans les muqueuses €tant parmi les premieres cellules a rencontrer
le VIH lors d’une infection, la transmission aux lymphocytes T peut se faire par un processus
appelé la transinfection (495,509-514). Il s’agit d’ailleurs d’un mode important d’infection
via les muqueuses, notamment la muqueuse vaginale et le prépuce, et de transmission du
virus aux cellules plus permissives telles que les lymphocytes T (371,515,516). La
transinfection implique la liaison de gp120 aux lectines de type C telles que DC-SIGN et
I’immunorécepteur des DC (DCIR, dendritic cell immunoreceptor) (494,495,517-519). Le
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virus est ensuite internalisé dans des vésicules ou transporté a la surface des DC (520-522), et
finalement porté au site de contact entre les DC et les cellules T, appelé la synapse
infectieuse. Le virus et ses récepteurs, de méme que des molécules d’adhésion intercellulaires
(ICAM, intercellular adhesion molecules) et intégrines sont recrutés au site de transfert (523-
526). La transinfection est principalement effectuée par les DC matures, mais peut également
I’étre par les cellules immatures (527). Ce processus est principalement impliqué dans la
transmission des virus de tropisme RS5, et peut étre bloqué par I’inhibition récepteur CCRS
(495). Le passage du VIH a travers les muqueuses permet 1’établissement d’un foyer local
d’infection, composé principalement de cellules T CD4", qui est préalable a la dissémination

du virus aux organes lymphoides (101).

Par ailleurs, les LC expriment la lectine Langerine, qui lie la glycoprotéine de
I’enveloppe virale gpl20. Les virus liant la Langerine sont internalisés et dégradés a
I’intérieur des granules de Birbeck, diminuant considérablement I’infection ou la
transinfection par ces cellules (467,528). Toutefois, 1’activation des LC par des stimuli pro-
inflammatoires, entraine une diminution d’expression de la Langerine, et augmente la

permissivité des LC a I’infection par le VIH (529-531).

4.2.3 Altération des fréquences de DC chez les patients infectés par le VIH

L’infection par le VIH est associée a une baisse des fréquences de mDC et pDC
circulantes, qui peut étre observée dés la phase aigiie (18). Cette diminution semble corréler
avec la charge virale et les taux sanguins de cellules T CD4", mais demeure controversée
quant a sa restauration a la suite du traitement antirétroviral (12-15,17,18). Bien qu’une
certaine restauration soit observée chez certains patients traités, elle demeure toutefois
incompléte dans plusieurs cas (144,153). De plus, les pDC répondent plus rapidement que les
mDC a une suppression de la virémie, mais de facon incompléte chez les patients qui
présentent une suppression de la virémie sans restauration des cellules T CD4" (16,19,152).

Les différences entre les cohortes ou entre les différents compartiments accessibles pour les
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¢études, et souvent I’absence de suivi longitudinal sont a I’origine de telles divergences entre

les études.

La diminution des pDC semble corréler avec la charge virale et D’apparition
d’infections opportunistes (532,533). Une diminution transitoire a également été observée
lors de l’infection aigiie et coincide avec la baisse momentanée des cellules T CD4"
(147,534). D’autres groupes ont démontré cette diminution comme étant permanente et non
restaurée suite au traitement antirétroviral (143). On peut attribuer un réle des pDC dans le
controle de la progression clinique, puisque plusieurs groupes ont démontré une

augmentation ou une stabilisation du nombre de pDC chez les controleurs (12,532).

Les mécanismes entrainant la diminution des mDC et des pDC dans le sang des
patients n’ont pas été complétement ¢lucidés. D’une part certains groupes attribuent cette
baisse a un recrutement des cellules dans les organes lymphoides et aux sites d’inflammation
(22,535-537). Toutefois, certains patients infectés par le VIH présentent des niveaux
diminués de mDC et pDC a la fois dans le sang et les organes lymphoides, de méme qu’une

diminution du récepteur CCR7, essentiel au recrutement dans les ganglions (536,538).

4.2.4 Impact du VIH sur les fonctions des mDC

Bien que les DC soient permissives a I’infection par le VIH, ce phénomeéne n’est pas
suffisant pour expliquer toutes les altérations observées au niveau de ces cellules. En effet,
les DC des patients infectés par le VIH sont affectées non seulement en terme de fréquence
tel que décrit plus haut, mais également au niveau de leur phénotype et de leurs fonctions.
Plusieurs ¢études effectuées ex vivo ont démontré un niveau d’activation partiel des mDC des
patients infectés par le VIH (14,20-22). On peut en effet observer une 1égere augmentation de
I’expression des marqueurs de co-stimulation CD80 et CD86, de méme qu’une augmentation
significative de CD40 chez les patients virémiques (14,20,22). Les DC tendent & s’accumuler
au niveau des tissus lymphoides, et sont impliquées dans une production spontanée de

cytokines inflammatoires telles que I'IL-6, I'IL-8 et le TNF-a (539,540). Toutefois, des
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¢tudes de stimulation effectuées in vitro démontrent des défauts de production d’IL-12, qui

correlent avec des défauts d’activation des lymphocytes T (541,542).

Les altérations des DC en I’absence d’infection productive de ces cellules ont donné
lieu a diverses études tentant d’en élucider les origines. Il est probable que des protéines
exprimées par les particules virales infectieuses et non-infectieuses, de méme que par les
cellules infectées aient différents effets sur les fonctions des cellules environnantes (543).
Une étude effectuée in vitro par Williams et coll. démontre des effets importants de la
glycoprotéine de I’enveloppe, gpl20, sur I’activation et la maturation des DC immatures
dérivées de monocytes (544). La présence de gpl120 dans le milieu cause notamment une
augmentation des molécules de co-stimulation CD40, CD80 et CD86, et du CMH de classe
I, ainsi qu’une diminution des capacités phagocytaires caractéristiques des DC immatures
(544). Le contact avec cette protéine entraine également une augmentation des récepteurs
CXCR4 et CCR7, ce qui est en accord avec I’accumulation de DC au niveau des organes
lymphoides chez les patients infectés par le VIH (21,544). De plus, la stimulation des
lymphocytes T et la production des cytokines IL-12 et TNF-o sont augmentées, ce qui
contribue potentiellement a 1’expansion du bassin de cellules permissives a I’infection (544-
547).

Chez le premier groupe de patients infectés par le VIH sans progression clinique
ayant été identifié, les isolats viraux étaient caractérisés par I’absence d’une protéine Nef
fonctionnelle (176,177). Cette observation a donné lieu a plusieurs projets tentant de
déterminer I’implication de cette protéine dans la pathogénese virale, entre autres au niveau
des DC. Cette protéine peut avoir différents effets selon qu’elle est exprimée par les cellules
et agit de fagon endogene, ou relachée et agit de fagon exogene sur les cellules environnantes.
L’ajout de Nef soluble dans des cultures de DC immatures dérivées des monocytes induit leur
maturation et augmente I’expression du CMH de classe II. Par conséquent, ceci cause
I’activation des cellules T CD4" et augmente le bassin de cellules permissives & 1’infection.
Cette protéine induit également une régulation a la hausse de TNF-a et de Fas ligand chez les
DC, causant I’apoptose des cellules environnantes via 1’activation du récepteur Fas. Ce
phénoméne a principalement été observé avec les cellules T CDS8, et par conséquent
contribue potentiellement a 1’évasion immune du VIH (548). D’autre part, I’expression de

Nef dans des DC dérivées des monocytes cause une augmentation de la production des
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cytokines IL-6, IL-12, et des chimiokines CXCL8 (IL-8), MIP-1a et MIP-1f (549,550).
Lorsqu’exprimée dans des DC immatures, cette protéine promeut la réplication virale en
entrainant une augmentation de I’activation des facteurs de transcription STAT-3 et NF-xB
(551). Ceci contribue par conséquent a I’activation immune chronique chez les patients
infectés par le VIH en stimulant la production de cytokines inflammatoires et le recrutement

de DC aux sites d’inflammation (550).

La protéine Vpr a un effet négatif sur I’activation des DC, qui se répercute sur
I’activation des cellules T. L’ajout de Vpr dans des DC dérivées des monocytes inhibe
I’expression des molécules de co-stimulation CD80, CD83 et CD86, de méme que la
production d’IL-12, et par conséquent altere la co-stimulation des cellules T (552-554). Ceci
a aussi été démontré par I'infection de DC avec des souches de VIH Vpr' et Vpr, ol
I’expression de Vpr augmente également la production d’IL-10, favorisant par conséquent

I’activation des cellules T régulatrices (553).

4.2.5 Phénotype et fonctions des pDC chez les patients infectés par le VIH

Les pDC reconnaissent le VIH via le TLR-7, ce qui entralne leur activation et la
production d’IFN-a (555-562). Paradoxalement, on peut observer, chez les patients infectés
par le VIH, des défauts de production d’IFN-a, qui sont associés avec la progression clinique
et ’apparition d’infections opportunistes, et qui sont attribuables a la baisse de fréquence des
pDC (563,564). L’activation des pDC chez les patients infectés par le VIH est associée a
I’activation immune persistante, en raison de la production spontanée de cytokines pro-
inflammatoires telles que I’'[L-6 et TNF-o (12,561). D’autre part, les pDC des patients
infectés par le VIH présentent une augmentation de I’expression du ligand inducteur
d’apoptose apparenté au TNF (TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand), et peuvent
causer I’apoptose des cellules T CD4" et contribuer a leur déclin, bien que cela demeure
controversé (558,565-568). D’autre part, elles sont également responsables de

I’immunosuppression des patients en raison de leur production d’indoleamine-2-3-
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dioxygenase (IDO), qui inhibe la prolifération des cellules T CD4" et active les cellules T
régulatrices (536,569,570).

Des protéines virales telles que pl7, la matrice, ont pour effet de causer un état de
maturation partielle des pDC. Cet état est caractérisé par 1’augmentation de CCR7 qui
confére un phénotype migratoire aux pDC, et par ’absence d’augmentation de 1’expression
des molécules de co-stimulation et du CMH de classe II (571). La glycoprotéine de
I’enveloppe gp120 a également un effet activateur sur les pDC, et induit la production d’IFN-

a et des chimiokines MCP-1, MIP-1a et MIP-1f (572).

4.2.6 Impact du VIH sur les fonctions des monocytes

Les monocytes sont permissifs a ’infection par le VIH, mais il s’agit d’une infection
latente, et ils produisent par conséquent trés peu de virions (573,574). Ils sont principalement

impliqués dans I’infection par le VIH en tant que réservoir viral (575-579).

Bien que les monocytes soient trés peu infectés par le VIH et ce, de fagon latente,
leur phénotype et fonctions sont toutefois affectés par le contact avec le VIH ou des protéines
virales. On observe, chez les patients infectés par le VIH, une induction de PD-1 et de PD-L1
sur les monocytes, qui correle avec de hautes concentrations plasmatiques d’IL-10 (580-583).
Les protéines Tat, Nef et gp160 (Env) induisent également la production d’IL-10 par les
monocytes, ce qui méne a une altération de I’activation des lymphocytes T CD4" (584-590).
De plus, lorsque la protéine Nef est exprimée dans les monocytes et les macrophages, elle
s’associe avec les molécules de co-stimulation CD80 et CD86 et entraine leur internalisation,
diminuant par conséquent leur expression en surface (552). D’autre part, p17, la protéine de
la matrice virale, lie les monocytes et induit la sécrétion de MCP-1, ce qui augmente le

recrutement de cellules permissives au VIH vers les sites d’infection (591).

La fréquence des monocytes CD16" est augmentée dans le sang des patients infectés

par le VIH, et malgré leur fonction de régénération des DC tissulaires, on leur attribue un role
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dans la progression de la maladie (592-596). Ces cellules sécrétent des hauts taux d’IL-1, -6,
-10 et TNF-0, et sont par conséquent impliqués dans la dérégulation immune observée chez
les patients infectés par le VIH (597). Ils sont également impliqués dans le développement de
la démence associée au SIDA, en tant que transporteurs de virus et de médiateurs

inflammatoires a travers la barriére hémato-encéphalique (594,598,599).
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S Lymphocytes B

5.1 Différentiation des lymphocytes B et fonctions des populations

Les cellules B sont originaires de la moelle osseuse, et complétent leur
développement dans les organes lymphoides secondaires, tel qu’illustré dans la figure 6, et

discuté ici-bas.
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Figure 6. Différentiation des lymphocytes B.

Adapté d’Acosta-Rodriguez et coll.,, Cytokine and Growth Factor Review, 2007,

vol.18 (600), avec I’autorisation d’Elsevier Limited.
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Dans la moelle osseuse, le progéniteur lymphoide commun se différentie en cellule B
immature, en passant par les stades de pro- et pré-cellule B. Par la suite, les cellules
immatures se rendent dans les organes lymphoides secondaires, ou la différentiation se
poursuit, ou la cellule passe par les stades transitoires T1 et T2, pour devenir des cellules
matures naives ou des cellules de la zone marginale. Les cellules naives qui subissent avec
succes les points de controle et de sélection (discuté plus bas) sont activées par les cellules T
dans centres germinatifs, ou il y a génération de cellules mémoires et de cellules productrices
de différentes classes d’anticorps de haute affinité. Les cellules de la zone marginale sont

impliquées dans les réponses T-indépendantes et produisent des anticorps de faible affinité.

5.1.1 Génération des lymphocytes B dans la moelle osseuse

Les lymphocytes B sont produits dans la moelle osseuse, ou a lieu la différentiation
du progéniteur lymphoide commun en pro-cellules B. A ce stade, les cellules n’expriment pas
le récepteur des cellules B (BCR, B-cell receptor). Le BCR sera assemblé par la suite, lors de
la différentiation des pro-cellules B en pré-cellules B. Des réarrangements d’ADN au niveau
des segments V-D-J de la chaine lourde (H) et des segments V-J de la chaine 1égere des geénes
des immunoglobulines (Ig) permettront alors la génération de BCR de différentes spécificités
(601,602). A ce stade, le récepteur est un complexe moléculaire composé de la chaine lourde
du BCR et de la chaine légere substitut, formée des protéines A5 et VpreB. Ce récepteur
immature est incapable de lier des antigénes (603-606). Une signalisation tonique via ce
récepteur, indépendante d’un antigéne, est toutefois essentielle au développement des
lymphocytes B (607). Par la suite a lieu la maturation compléte du BCR, notamment le
remplacement de la chaine Iégere sunstitut par la chaine 1égere du BCR, suivi de la sortie des
cellules B de la moelle osseuse. Les cellules ainsi générées sont appelées cellules B

immatures/de transition (TT) (608).

Il est estimé que plus de la moiti¢ des BCR générés dans la moelle osseuse ont une
capacité de lier les antigénes du soi (609). La reconnaissance du soi entraine une premicre

¢tape d’élimination par un processus nommé correction du récepteur, dans lequel le BCR



45

continue le réarrangement de la section variable (V). Lorsque toutes les possibilités de
réarrangement sont ¢éliminées, les cellules auto-réactives sont alors éliminées par délétion

(609-614).

5.1.2 Maturation dans les organes lymphoides secondaires

En quittant la moelle osseuse, les cellules B TI sont transportées par le sang vers les
organes lymphoides secondaires, notamment la rate, les ganglions, les amygdales et les
plaques de Peyer. Les cellules TI constituent une population hétérogeéne, qui comporte
plusieurs stades de différentiation, nommés T1, T2 et T3. Les sous-populations T1 et T2 sont
caractérisées par I’expression du récepteur CD10, caractéristique des cellules immatures mais
absent des cellules T3. Ces sous-populations sont également caractérisées par une diminution
graduelle d’IgM et une augmentation du marqueur d’activation CD21 (615-617).

Une signalisation tonique via le BCR, indépendante d’un antigéne, de méme que la
liaison de la cytokine BLyS et de BAFF-R jouent un réle crucial dans la survie et la
différentiation de ces cellules (453,456,608,618). En effet, a ce stade, BLyS constitue le
facteur qui limite la survie des cellules TI ainsi que leur maturation. En I’absence de signaux
de survie, les cellules meurent en trois ou quatre jours. Les cellules B autoréactives sont
rapidement ¢liminées du répertoire en raison d’une dépendance accrue pour cette cytokine, et
un exces de BLyS permet le sauvetage et la maturation subséquente de ces cellules (619,620).

C’est au niveau des organes lymphoides secondaires qu’a lieu la maturation des
cellules TI. Elles sont alors appelées cellules B naives, car elles n’ont pas encore rencontré
leur antigene spécifique. Toutefois, dans certaines conditions pathologiques, ces cellules
seront préférentiellement différentiées en cellules B de la zone marginale, dont le

développement et ’activation sont discutés en détails plus loin (621,622).
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5.1.3 Différentiation et activation T-dépendante

Les cellules B naives complétent leur différentiation au niveau des organes
lymphoides secondaires, qui constituent un important site de génération de cellules B
mémoires et de cellules productrices d’anticorps. L’activation des cellules B peut se faire de
fagon T-dépendante ou T-indépendante (les mécanismes de ce dernier mode d’activation
seront décrits en détails dans une section subséquente).

La signalisation par le BCR, couplée a des signaux générés par les APC et les
lymphocytes T auxiliaires, entraine [’activation et la différentiation des cellules B en
plasmablastes et finalement en plasmocytes. L’affinit¢é du BCR pour I’antigéne déterminera si
I’activation aura lieu dans des zones extra-folliculaires ou si les cellules entreront dans les
centres germinatifs (623,624). Ainsi, les cellules dont le BCR est de forte affinité se
différentient en plasmocytes, des cellules a courte durée de vie productrices d’anticorps,
permettant une protection rapide a 1’hote. Les cellules d’affinité moyenne se différentient en
plasmocytes a longue durée de vie, qui sont également productrices d’anticorps (623-626).
Ces plasmocytes produisent généralement des IgM, ou peuvent &tre sujets a la commutation
de classe dans des sites tels que les amygdales ou la muqueuse intestinale (627). Finalement,
les cellules dont le BCR est de plus faible affinité entrent dans les centres germinatifs, ou

aura lieu la maturation d’affinité du BCR et la commutation de classe (623,625).

L’activation T-dépendante des cellules B se produit a la jonction entre les zones de
cellules T et de cellules B, ou a lieu la rencontre avec I’antigéne spécifique a la surface des
APC (628). L’activation des cellules B requiert des signaux provenant a la fois des DC, et des
cellules T activées. Ce processus implique un premier signal fourni par les cellules
présentatrices d’antigenes telles que les DC. La cellule B permet alors la co-stimulation des
APC, qui vont activer les cellules T auxiliaires. Elle devient alors permissive a I’aide des
cellules T auxiliaires, également activées par les DC. Les interactions des cellules B avec les
cellules T et les DC, de méme que I’interaction des cellules T avec les DC nécessitent
plusieurs signaux de co-stimulation, notamment 1’interaction entre la molécule CD40 sur les
cellules B et les DC, et CD40 ligand présent sur les cellules T activées et les cellules B (628-

632). La signalisation par la voie CD40-CD40 ligand génere les signaux essentiels a
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I’activation de cellules B et a la création de centres germinatifs, ou seront complétés la

maturation d’affinité du BCR et la commutation de classe (discuté plus bas)(630-632).

5.1.4 Différentiation et activation des cellules B dans les centres germinatifs

La signalisation par la voie CD40-CD40 ligand permet I’entrée des cellules B dans
les follicules primaires, ou a lieu la création de centres germinatifs, qui permettront la
maturation de I’affinité du BCR, et par conséquent la production de plasmocytes de plus forte
affinité¢ et de cellules B mémoires (624,633). Les cellules B activées se répliquent alors
massivement, formant le follicule secondaire. On peut alors distinguer la structure du centre

germinatif, illustrée dans la figure 7.
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Figure 7. Environnement des centres germinatifs

Tiré de Klein et coll. Nature Reviews Immunology 2008 (633)

Avec I’autorisation de Nature Publishing Group.

La zone sombre des centres germinatifs est une région de prolifération massive des
centroblastes, qui sont des cellules B dont I’expression d’IgM est absente. Un processus
d’hypermutation somatique contribue a la diversification des immunoglobulines et a la
maturation d’affinité et d’avidité de la région variable. Ceci est accompagné de 1’expansion
clonale des cellules B réactives, et de I’élimination par apoptose des cellules générant un
BCR non-fonctionnel (634-636). Suite a cette phase d’expansion, les cellules B qui possédent
un BCR fonctionnel et de haute affinité cessent alors de se diviser et entrent dans la zone
claire du centre germinatif, et sont alors appelées centrocytes (633). Ces cellules sont sujettes

a des hauts taux d’apoptose, et leur survie est dépendante de signaux générés par les FDC
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(FDC, follicular dendritic cells) et les cellules T également présentes dans la zone claire
(633). Le premier signal est généré par les FDC, qui présentent des antigénes dans leur forme
native en complexe immuns avec des IgM (637). Ces antigénes sont responsables de la
sélection des centrocytes, préalable a leur activation par les lymphocytes T, qui sera faite
notamment par I’interaction entre CD40 ligand et CD40. Ces signaux contribuent a la
différentiation des centrocytes en cellules mémoires ou en plasmablastes, et ces derniers
deviendront finalement des plasmocytes. D’une part, une stimulation continue de CD40,
accompagnée de la sécrétion d’IL-4, favorise la différentiation des centrocytes en cellules
mémoires. Ultérieurement, ces cellules peuvent étre différentiées en plasmocytes suite a la
reconnaissance de leur antigene, ou par I’activation du récepteur CD27 par la molécule CD70
présente sur les cellules T auxiliaires ou les mDC activées (638-640). D’autre part, les
cytokines IL-2 et IL-10, de méme que I’IL-6 favorisent la différentiation des plasmablastes
en plasmocytes, responsables de la production d’anticorps de haute affinité (641-643). La
spécificité des anticorps est déterminée par le fragment de liaison d’antigénes (Fab, fragment
antigen binding) de ceux-ci, qui est variable. Leur fonction est déterminée par la portion
constante ou Fc, dont les récepteurs sont exprimés sur les cellules présentatrices d’antigénes
(644). Les fonctions des différentes classes d’immunoglobulines sont décrites dans la section

suivante.

5.1.5 Production d’anticorps

Lors d’une réponse B T-dépendante, les centres germinatifs représentent un lieu
important pour la commutation de classe. Ce processus est engendré en fonction de signaux
qui ont été préalablement fournis par les cellules T auxiliaires, tels que I’interaction entre
CD40 et CD40 ligand (600,645-653). Ce phénoméne consiste en un réarrangement de la
région constante des immunoglobulines, responsable de la fonction de celles-ci. Par la suite,
les cytokines présentes, produites par les cellules T auxiliaires permettra la sécrétion
d’anticorps. Les cellules B naives co-expriment IgM et IgD (654,655). Les IgM sont des
anticorps pentamériques principalement retrouvés dans le sang. IlIs générent une réponse

rapide et de haute avidité lors d’une premiére rencontre avec un antigene, et sont par



50

conséquent responsables de la réponse primaire (656). Les IgD sont impliqués dans
I’activation des basophiles et des mastocytes (657). La premicre étape de commutation de
classe dans les centres germinatifs génere des IgG, dont la production est favorisée par I’'IFN-
vy, PIL-10 et I'IL-21 (647,651,652). Ces derniers sont principalement retrouvés dans le sang.
Les IgG ont également subi I’hypermutation somatique, et ont une affinité supérieure aux
IgM pour leur antigene. Ils sont responsales de I’immunité humorale en périphérie (658). Les
IgA sont produits et localisés au niveau des muqueuses, et restreignent ’entrée de
microorganismes pathogenes et commensaux (659). La génération d’IgA dans les muqueuses
peut se faire de facon T-dépendante dans des structures telles que les plaques de Peyer de
I’intestin ou les amygdales, stimulée par la présence de TGF-f et IL-21, ou de fagon T-
indépendante dans la lamina propria en présence de TGF-B ou d’APRIL, tel que discuté en
détails dans la section portant sur I’activation T-indépendante des lymphocytes B. Les
cellules naives peuvent également étre induites a produire des IgA a I'intérieur des centres
germinatifs, puis migrer par la suite vers les muqueuses (660,661). Les IgA peuvent
¢galement étre retrouvés au niveau du sang, ou ils ont plutét une fonction pro-inflammatoire
(662). Les IgE sont principalement associés au développement d’allergies ou de défenses

antiparasitaires. Leur production est favorisée par la sécrétion d’IL-4 (651).

5.1.6 Cellules B de la zone marginale

Plutét qu’étre différentiées en cellules B naives, certaines cellules B immatures
deviendront des cellules B de la zone marginale. Elles ont été appelées ainsi en raison de leur
découverte initiale dans les rates de souris. Chez ces animaux, la zone marginale constitue la
porte d’entrée du sang dans la rate, ou il arrive via I’artére splénique et quitte la circulation en
passant par le sinus marginal, tel qu’illustré dans la figure 8. On peut également observer
cette structure chez les humains, malgré ’absence du sinus marginal qui sépare les follicules
de la zone marginale (663,664). Chez I’humain, les cellules B de la zone marginale
recirculent également dans le sang, et on peut trouver des cellules présentant des
caractéristiques de la zone marginale dans les ganglions, les amygdales et les plaques de

Peyer de ’intestin (665-667).
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Figure 8. a) Structure de la rate murine. b) Structure de la zone marginale.

Tiré de Mebius et coll. Nature Reviews Immunology 2005 (668).

Avec I’autorisation de Nature Publishing Group.

Les cellules B de la zone marginale sont constamment en contact avec des antigenes
transportés par le sang. Elles sont activées de fagon T-indépendante par les DC présentant un
antigéne dans sa forme native, et sont impliquées dans la production d’IgM (669-671). Elles
ont un répertoire polyclonal, et la zone marginale a longtemps été considérée comme un site
de séquestration des cellules autoréactives, en raison de leur implication dans des maladies
auto-immunes (672,673) . Cependant, leur différentiation inclut un point de contrdle
permettant 1’élimination des cellules autoréactives (674,675). Un excés de BLyS, tel
qu’observé dans certaines conditions pathologiques, permet la rétention dans la rate, la survie
et la différentiation de cellules autoréactives en plasmablastes, et peut également causer leur
sur-activation (27,620,676). Ces phénoménes ont d’importants impacts cliniques tels que le
développement d’autoimmunité (27,620,669,672,676-679).

L’identification d’analogues de cellules B de la zone marginale présentant des

caractéristiques de cellules mémoires dans la rate humaine souligne leur importance dans la
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génération de I’immunité humorale (680,681). Ces cellules ont subi une étape de mutation
somatique et de commutation de classe, et produisent des anticorps de type IgG. Une étude
effectuée par Kaminski et coll. a également démontré la production d’IgA par les cellules B
de la zone marginale, essentielle a la protection au niveau des muqueuses, qui sont les portes
d’entrée de divers pathogenes (682).

Outre la production d’anticorps, les cellules B de la zone marginale jouent également
un role dans les réactions des centres germinatifs (683). Elles capturent les antigénes
transportés par le sang, et font la navette entre la zone marginale et les follicules pour déposer

ces antigeénes sur les DC folliculaires (684).

5.1.7 Activation T-indépendante des lymphocytes B

L’activation T-indépendante des cellules B, illustrée dans la figure 9, requiert la
production de cytokines, notamment BLyS et APRIL par les DC, les monocytes et les
macrophages (25). En effet, la liaison de BLyS et APRIL au récepteur TACI fournit un
signal de co-stimulation essentiel a la génération de réponses B T-indépendantes. Ces
cytokines permettent également la commutation de classe a D’extérieur des centres
germinatifs, processus qui sera complété par une stimulation via le BCR, permettant la
sécrétion d’IgG ou d’IgA (23,24,26,451,685). Ce phénoméne a lieu en grande partie dans la
zone marginale de la rate, ou les cellules B sont en contact direct avec des antigénes

transportés par le sang (669-671).
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Figure 9. Activation T-dépendante et T-indépendante des lymphocytes B.

Tiré de Shlomchik, Immunity 2008 (686), avec I’autorisation d’Elsevier Limited.

Les muqueuses, notamment la muqueuse gastro-intestinale, sont également un site
important d’activation T-indépendante des lymphocytes B, ou la production d’IgA est
essentielle a la protection contre les pathogenes et au contrdle de la flore commensale. La
production d’IgA dans les muqueuses a lieu a la fois de fagon T-dépendante dans les plaques
de Peyer de I’intestin, et de fagon T-indépendante au niveau de la lamina propria (687). Les
cellules B IgM" retrouvées localement peuvent se différentier en plasmocytes producteurs
d’IgA (688-690). L’activation des cellules B au niveau des muqueuses peut étre favorisée par

les DC qui présentent des antigénes aux cellules B, permettant 1’activation via le BCR ou les
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TLR (691). De plus, la reconnaissance de patrons moléculaires bactériens par les TLR
exprimés sur les DC induit la production de BLyS et APRIL. Ces cytokines livrent des
signaux au récepteur TACI, qui induisent la commutation de classe et la production d’IgA
(24,685). Ce processus peut également étre induit par la TSLP, produite localement par les
cellules épithéliales. La production de TSLP favorise d’une part la sécrétion d’APRIL et
BLyS, de méme que la sécrétion de TGF-B et d’IL-10 par les DC, qui entrainent la
production d’IgA par les cellules B (692). Donc les signaux générés par le BCR et les TLR,
de méme que I’environnement local, sont responsables d’induire I’activation des cellules B et

la production d’anticorps au niveau des muqueuses (687-690,692).

Les pDC jouent également un role crucial dans la différentiation des cellules B en
plasmocytes via la production d’IFN-a et d’IL-6 (693). En présence de ligands des TLR, ces
deux cytokines agissent de fagon séquentielle, ou ’IFN-a induit la différentiation des cellules
B naives en plasmablasts, et ’[L-6 induit la différentiation des plasmablasts en plasmocytes
(486). Lorsqu’ils sont accompagnés d’une activation du BCR par des antigénes spécifiques,
les pDC peuvent également causer la différentiation des cellules B mémoires en plasmocytes

et induire la production d’anticorps (694).

En outre, certains antigénes sont capables d’induire directement ’activation des
lymphocytes B (600,695). 1l s’agit alors d’une activation polyclonale, ou les anticorps
produits sont souvent de faible affinité et peuvent reconnaitre tant des antigenes hétérologues
et autologues. L’activation polyclonale des cellules B peut également étre causée par des
cytokines telles que BLyS, produites par des DC préalablement activées (24). Ainsi, un exces
de BLyS est associé a I’activation polyclonale de lymphocytes B souvent auto-réactifs, ainsi
qu’a une rupture de la tolérance en périphérie et au développement de diverses pathologies
autoimmunes telles que le lupus, I’arthrite rhumatoide et le syndrome de Sjogren

(451,696,697).
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5.1.8 Lymphocytes B autoréactifs et tolérance

Malgre la sélection négative des cellules B autoréactives dans la moelle osseuse, on
en retrouve une quantité importante parmi les cellules TI qui se rendent en périphérie, et qui
diminue graduellement durant les étapes de différentiation. Il est néanmoins estimé que 20%
des BCR exprimés par les cellules B naives peuvent reconnaitre des auto-antigénes. Ces
cellules sont toutefois exclues des follicules par compétition et retirées par délétion avant les
¢tapes d’hypermutation somatique, afin d’éviter leur présence parmi les cellules mémoires
(609,674).

Malgré ces étapes de sélection, des cellules autoréactives peuvent se retrouver en
périphérie. Divers mécanismes se mettront en place afin d’induire la tolérance de ces cellules.
Dans certains cas, les cellules continueront la correction du récepteur en périphérie (698,699),
ou seront ¢liminées du répertoire avant les étapes d’hypermutation somatique et d’expansion
clonale (674,700). L’issue de ’interaction entre les auto-antigénes et les cellules B auto-
réactives est souvent déterminée par la nature des antigénes et le niveau d’engagement du
BCR, lui-méme influencé par son niveau d’expression ou ’aide fournie par les cellules T
(701,702). Ainsi, la reconnaissance d’auto-antigenes avec une basse affinité induit
principalement la correction du récepteur ou la délétion. Ces deux processus peuvent
¢galement étre causés par une haute concentration de 1’antigéne, ou par son expression
ubiquitaire. De plus, la compétition pour un BCR de plus forte affinité, ou pour des facteurs

de survie tels que BLyS entraine la mort par apoptose des cellules autoréactives (619,703).

Dans d’autres cas, I’absence de co-stimulation ou la présence de faibles doses
d’antigenes solubles induit I’anergie (704). Les cellules sont alors réfractaires a des signaux
d’activation malgré la reconnaissance d’antigénes, en raison d’un blocage de la signalisation
via le BCR ou les TLR (699,705-709). 11 s’agit toutefois d’un état transitoire, car les cellules
regagnent leur réactivité en 1’absence de I’antigéne. Les cellules anergiques peuvent circuler
dans les organes lymphoides secondaires, mais sont exclues des follicules et meurent

rapidement a la fronticre entre la zone des cellules T et le follicule (710).
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Certaines cellules B autoréactives échappent a tous ces processus, et la présence de
cellules mémoires autoréactives a ¢été démontrée chez I'humain (711). Une rupture de la
tolérance peut étre causée par des mécanismes tels qu’une production excessive de BLyS, ou
par un mimétisme moléculaire exercé par les pathogénes qui expriment des antigénes
similaires aux antigénes du soi (712). Un tel phénoméne est associé au développement de
maladies autoimmunes en raison de la réactivation des cellules autoréactives (713). Ces
cellules sont d’une part impliquées dans ces maladies en tant que productrices
d’autoanticorps. Il y a alors formation de complexes immuns qui sont délétéres. D’autre part,
elles sont responsables de la présentation d’auto-antigénes aux lymphocytes T, induisant par

conséquent la production de cytokines pro-inflammatoires (714-717).

5.2 Lymphocytes B et VIH

5.2.1 Infection des lymphocytes B et transinfection

Certaines études in vitro ont démontré que les lymphocytes B peuvent étre infectés
par le VIH, ou transmettre le virus aux cellules T. En effet, certaines populations de cellules
B activées dans le sang et les amygdales expriment le récepteur DC-SIGN, et peuvent
capturer et internaliser le VIH et le transmettre aux cellules T (718). Les virions peuvent
¢galement lier le récepteur de complément 2 (Cr2, ou CD21) présent sur les cellules B
(719,720). Toutefois, la réplication du VIH dans les cellules B requiert des conditions de
centres germinatifs, engendrées par ’activation via CD40. De plus, cette activation induit
I’expression de CD4 et CXCRA4, ce qui rend les cellules permissives aux virus de tropisme
X4 ou R5X4 (721,722). Toutefois, aucune étude n’a démontré la présence de lymphocytes B
infectés chez les patients infectés par le VIH, ou de contact entre le virus et les cellules B, et

par conséquent I’importance de ce phénomene in vivo demeure controversée (722).
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5.2.2 Activation polyclonale des lymphocytes B

Une dérégulation du compartiment des cellules B, incluant 1’activation polyclonale,
est observée tot lors de I’infection par le VIH (8,9,11). Les cellules B naives sont hyper
réactives et sujettes a une activation et une prolifération excessives, ce qui cause 1’expansion
du bassin de cellules B activées chez les patients infectés par le VIH. Ces cellules sont
responsables de la production spontanée d’immunoglobulines en culture, et présentent une
susceptibilité accrue a 1’apoptose (7). Les causes connues de ce phénomeéne incluent la
régulation a la hausse du récepteur CD95, qui augmente la susceptibilité de ces cellules a
I’apoptose induite par Fas. D’autre part, une augmentation de 1’expression du récepteur
BCMA, accompagné d’une diminution de BAFF-R, essentiel pour la liaison de BLyS, cause
une diminution de [’accessibilité de ces cellules a ce facteur de survie (10).

L’activation polyclonale des lymphocytes B chez les patients infectés par le VIH est
reflétée par la présence d’hyperglobulinémie, et souvent accompagnée de la production
d’anticorps polyréactifs et d’autoanticorps (8,9,11,723-728). On peut en effet observer une
production accrue d’IgG et IgA polyclonaux, qui demeure élevée lorsque les taux de cellules
T CD4" des patients sont trés bas. Des facteurs viraux tels que la liaison de gpl120 aux
lectines de surface des cellules B activées peuvent entrainer la commutation de classe, alors

qu’un exces de BLyS peut favoriser la sécrétion d’anticorps (729).

Certaines études tendent a démontrer qu’a la suite du traitement antirétroviral, on
peut observer une diminution des cellules B suractivées et une normalisation de
I’hyperglobulinémie (11,148-151). Ceci demeure toutefois controversé, car plusieurs groupes
ont observé une grande hétérogénéité au niveau des cellules B activées chez les patients
traités, caractérisée par de hauts niveaux de marqueurs d’activation et la présence

d’hypergammaglobulinémie (hyper IgG) (145,146).

L’activation polyclonale des lymphocytes B peut étre induite par des interactions
directes entre les virions ou des protéines virales et les lymphocytes B (730). La liaison des
virions a CD21 induit 1’activation des cellules B. Toutefois, la fréquence des lymphocytes B

qui interagissent directement avec les virions est faible, et insuffisante pour expliquer
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I’importance de ces défauts chez les patients infectés par le VIH. Par conséquent, plusieurs
effets indirects systémiques peuvent expliquer le phénoméne de I’hyperactivation des

lymphocytes B (730).

L’expression de Nef dans des cellules infectées, notamment les macrophages, induit
la sécrétion de ferritine, qui contribue indirectement a [’activation polyclonale des
lymphocytes B (731). De plus, les cytokines telles que I'l[FN-a, TNF-a, IL-6 et IL-10,
souvent retrouvées en exces chez les patients infectés par le VIH, sont associées avec
I’hyperactivation des lymphocytes B et la production d’autoanticorps (732-736). De hautes
concentrations de BLyS ont également été observées chez les patients infectés par le VIH, et

correlent avec des hauts taux d’autoanticorps (737).

D’autre part, la liaison des TLR peut entrainer une sur-activation des cellules B. En
effet, les cellules B naives des patients infectés par le VIH sont susceptibles a ’activation de
TLR-9, qui reconnait I’ADN viral (738,739). La translocation de produits microbiens de
I’intestin, notamment les LPS, peut également contribuer a ce phénomene. Les LPS lient le
complexe formé du TLR-4, CD14 et MD2, et activent les DC, monocytes et macrophages
(368,371,738). Cette activation entraine la production de cytokines pro-inflammatoires, qui
cause I’activation non-spécifique des cellules B et des cellules T. De plus, de récentes études
démontre que le TLR-4, qui n’est pas exprimé par les cellules B humaines dans des
conditions homéostatiques, peut étre induit dans certaines conditions inflammatoires
chroniques (740,741). L’activation du TLR-4 augmente le recrutement et la rétention des
cellules B naives dans les ganglions et entralne leur activation polyclonale et leur

prolifération (742).
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5.2.3 Altération de la mémoire immunologique et de I’immunité humorale

Les patients en phase chronique de I’infection au VIH présentent une diminution de
la fréquence et de la fonction des cellules B mémoires (743). Premiérement, une
augmentation du récepteur CD95, ou Fas, augmente la susceptibilité de ces cellules a
I’apoptose (11,744,745). On peut également observer une destruction des structures
folliculaires et des centres germinatifs dans les ganglions et les plaques de Peyer de ’intestin,
en lien avec la progression vers le SIDA (9). Ces structures sont essentielles a la génération
des cellules B mémoires, en raison du contact engendré entre les cellules B, les DC
folliculaires et les cellules T. Par conséquent, la destruction de ces structures est délétere
pour ce contact (9,738,746). Une diminution des récepteur CCR7, CD62L, et CXCR4 entrave
¢galement la migration des cellules B vers les ganglions et leur entrée subséquente dans les
centres germinatifs, ou a lieu I’induction des réponses B T-dépendantes (747). De plus, la
diminution du nombre de cellules T CD4" et de leur expression de CD40 ligand entraine une

diminution de I’activation T-dépendante des cellules B (282-288).

La mémoire immunologique des patients infectés par le VIH est également altérée en
raison de défauts intrinséques des cellules B. D une part, ’expression des molécules de co-
stimulation CD80 et CD86, importantes pour la réponse des cellules B aux cellules T
auxiliaires, est diminuée chez les patients infectés par le VIH (8,748,749). D’autre part, une
population distincte de cellules mémoires « tissulaires » a ét¢ identifiée dans le sang des
patients infectés par le VIH. Cette population est responsable de la majorité des réponses
VIH-spécifiques, mais est réfractaire a la stimulation, et la sécrétion d’anticorps est par

conséquent atteinte (750).

L’effet du traitement antirétroviral sur la fréquence et les fonctions des cellules B
mémoires est trés controversé. Une étude effectuée par Moir et coll. démontre une
restauration de la population de cellules B mémoires a la suite de ART (148). Toutefois,
selon plusieurs autres études, les patients sous ART présentent une diminution persistante des
cellules mémoires et de la production d’anticorps spécifiques au VIH et aux antigénes

vaccinaux (743,751,752). Une autre étude, effectuée par Bussmann et coll. démontre
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I’absence de restauration des réponses VIH spécifiques, mais une restauration des réponses
aux antigénes vaccinaux (753). Selon cette étude, I’altération de I’immunité humorale et de la
mémoire immunologique semble donc étre spécifique au VIH. Finalement, selon Persieroso
et coll. le traitement précoce permet une meilleure préservation des cellules mémoires que le
traitement plus tardif, ou en I’absence de progression clinique (754). La diminution des

cellules mémoires semble donc étre permanente mais peut étre évitée (743,751-754).

Des facteurs viraux peuvent également avoir un impact négatif sur la génération de
réponses humorales. La protéine Nef du VIH peut étre transférée des cellules infectées vers
les lymphocytes B, et s’accumuler a I’intérieur de ceux-ci. Elle induit alors I’expression de la
protéine IkBa et du suppresseur de signalisation des cytokines (SOCS, suppressor of cytokine
signaling). Ceci interfére avec les voies de signalisation de CD40 et des cytokines en
bloquant I’activité des facteurs de transcription NFxB et du transducteur de signaux et
activateur de transcription (STAT, signal transducer and activator of transcription). Ce
phénomene est lié & une diminution de la commutation de classe et de la production IgG et
IgA (755,756). Par conséquent, la production d’IgA dans la muqueuse intestinale est
insuffisante pour bloquer la réplication et la dissémination virale, et protéger I'intégrité
membranaire (757,758). Les patients infectés par le VIH présentent également de mauvaises
réponses a des antigénes vaccinaux tels que I’influenza, le Streptoccus pneumoniae, la toxine

tétanique et la rougeole (727,743,759,760).

5.2.4 Augmentation de populations de lymphocytes B sous-représentées

On observe, lors de I’infection chronique par le VIH, une augmentation des cellules
B TI, qui corréle avec le déclin des lymphocytes T CD4" et avec un un excés d’IL-7
(723,761,762). Ces cellules ont une grande activité prolifératrice accompagnée d’une
susceptibilité accrue a ’apoptose, due a une diminution des facteurs anti-apoptotiques de la

famille des lymphomes de cellules B -2 (BCL-2, B cell ymphoma -2) (7).
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Les plasmablastes sont également augmentés chez les patients infectés par le VIH. Ces
cellules représentent normalement un intermédiaire entre les cellules B activées et les

plasmocytes, qui ont une durée de vie plus longue (763).

6 Axe DC-cellules B dans le contexte de I’infection a VIH :
observations chez le mode¢le murin transgénique pour le

VIH

Des souris transgéniques exprimant les geénes du VIH sous le controle du promoteur
CD4 humain, dans les cellules T CD4", les DC et les macrophages, développent une
pathologie similaire au SIDA, qui est dépendante de la protéine Nef (29,764,765). Ces souris
présentent une activation polyclonale des lymphocytes B, reflétée par la présence
d’hyperglobulinémie et une accumulation d’anticorps anti-ADN-double-brin, de méme que
par la prolifération et la sécrétion spontanée d’IgM in vitro. Elles présentent également une
accumulation des lymphocytes B dans les ganglions et la rate, ou on peut observer un
¢largissement de la zone marginale. Les DC de ces souris tendent également a s’accumuler
dans cette zone. Ce site constitue le point d’entrée dans la rate, et représente un point possible

de contact entre les DC et les cellules B.

Par ailleurs, les souris VIH transgéniques ont des défauts au niveau de I'immunité
humorale. Ces souris sont incapables de générer une réponse T-dépendante, et d’engendrer la
formation de centres germinatifs. Ce phénomene est possiblement dii & plusieurs facteurs,
notamment une altération des interactions entre les cellules B, les DC et les cellules T CD4"
auxiliaires. Leurs DC ont un phénotype immature, et une capacité altérée de présenter des
antigénes et de stimuler les réponses T. De plus, les cellules T CD4 " de ces souris présentent
une diminution de I’expression de CD40 ligand, essentielle a I’activation des cellules B de
facon T dépendante (29,30). Cette altération semble étre directement causée par des facteurs

viraux, car les DC dérivées des moelles osseuses de souris présentent également un défaut de
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maturation in vitro. Le fait qu’on retrouve ce phénotype chez les souris exprimant seulement
Nef semble indiquer un réle direct joué par cette protéine. Toutefois, un phénomeéne similaire
ayant été observé chez la souris SCID (766-768), il peut également étre causé indirectement

par Daltération des cellules T CD4".

Une certaine similitude peut étre observée entre le phénotype des DC et I’altération du
compartiment B des souris transgéniques pour le geéne Nef du VIH et des souris
transgéniques pour BLyS (27). Chez ces souris, une production excessive de BLyS est
accompagnée d’un élargissement de la zone marginale de la rate. Ce phénoméne est
accompagné de la suractivation des cellules B de la zone marginale et du développement

d’un phénomeéne d’autoimmunité, similaire au lupus (28).
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Hypothéses

Les données obtenues avec le modele murin révelent une analogie entre les
altérations des compartiments DC et B observées chez les souris transgéniques et les
anomalies observées chez les patients infectés par le VIH. Ces observations suggerent que
les altérations observées au niveau des DC pourraient contribuer aux anomalies des
lymphocytes B. En effet, ’accumulation de DC dans les zones riches en cellules B des rates
de souris, de méme que la grande production de BLyS, semblent étre liées a I’activation
polyclonale et a I’¢largissement de la zone marginale, et jouent possiblement un rdle dans

I’activation excessive de ces cellules.

Ces observations sont a ’origine de notre hypothése de travail, qui stipule que
I’altération du compartiment DC des patients infectés par le VIH est a ’origine d’une
production accrue de facteurs de croissance des cellules B. Par conséquent, nous croyons que
I’altération des DC est impliquée dans la dérégulation des cellules B chez les patients infectés
par le VIH. De plus, le recrutement massif des DC dans la zone marginale a possiblement un

impact important dans 1’activation des cellules B de premiére ligne.
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Objectifs

1 Corrélation du stade de différentiation des DC avec le

statut de progression et la phase de ’infection VIH

Des altérations fonctionnelles et de fréquence des DC ont été observées chez les
patients infectés par le VIH, et corrélent avec les taux de cellules T CD4" et la charge virale
plasmatique. Toutefois, la restauration des fonctions et des fréquences des DC suite au
traitement antirétroviral demeure controversée. L’absence d’uniformité des études,
notamment les différentes sources cellulaires utilisées ou I’obtention de résultats par des
¢tudes in vitro ou des observations ex vivo, peuvent étre a I’origine de ces discordances. On
peut également attribuer les différences a la rareté des études longitudinales et a

I’hétérogénéité des groupes de patients étudiés.

Par conséquent, la premicre étape du présent travail a été de résoudre ces questions
controversées en évaluant, de fagon longitudinale, les niveaux d’activation et la dynamique
des différentes populations de DC du sang circulant chez des patients infectés par le VIH
avec une progression clinique rapide, « normale » ou classique, et lente. Par cette analyse,
nous cherchons a établir un lien entre les altérations des DC, le stade de I’infection et le type

de progression des patients.

2 Implication des DC dans la production de facteurs de

croissance pour les cellules B

Les DC sont impliquées dans la régulation des réponses des cellules B, a la fois de
fagon T-dépendante et T-indépendante. La régulation T-indépendante a lieu principalement
par la production de facteurs de croissance tels que BLyS et APRIL, dont I’importance a été

décrite précédemment. Par conséquent, nous avons déterminé le niveau d’expression de
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BLyS a la membrane des DC. Nous avons également mesuré les concentrations plasmatiques
de BLyS ainsi que d’autres facteurs de croissance pour les cellules B, notamment APRIL, IL-
6 et IL-10. Ces mesures ont ¢té effectuées chez des patients infectés par le VIH avec une

progression clinique rapide, « normale » ou classique, et lente.

3 Evaluation des fréquences des populations de cellules B
du sang en fonction du stade de ’infection et du statut de

progression clinique

Les populations de cellules B chez les patients infectés par le VIH ayant été évaluées
dans peu d’¢études longitudinales, une controverse perdure quant a sa restauration lors du
traitement antirétroviral. Ceci suggére I’implication de facteurs autres que la charge virale et
les altérations au niveau des lymphocytes T CD4". L’importance des DC dans la régulation
des réponses générées par les cellules B, de méme que les altérations du compartiment des
DC observées chez les patients infectés par le VIH, suggerent une implication des DC dans
les anomalies des lymphocytes B. Par conséquent, nous avons évalué les dynamiques des
différentes populations de cellules B du sang circulant en fonction du stade de I’infection
VIH et du taux de progression clinique des patients, tel qu’en 1 et 2. Afin de compléter
I’étude du statut des cellules B, I’analyse de la production totale d’immunoglobulines au
niveau plasmatique a fait ’objet d’une autre étude dans le laboratoire. Nous avons ensuite
analysé le lien entre le statut du compartiment de DC et le phénotype du compartiment B,
avec comme objectif majeur d’évaluer 1’implication de ces derni¢res dans les altérations des

cellules B observées au cours de I’infection par le VIH.
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ABSTRACT

We have assessed the longitudinal changes in blood myeloid (mDC) and plasmacytoid (pDC)
dendritic cell populations in subjects undergoing primary HIV infection with different rates
of disease progression. The relative level and degree of maturation of all cell populations
decreased significantly in untreated acutely infected individuals. The most dramatic changes
were observed in the rapid progressor group, correlating with their rate of clinical
progression. mDC remained below normal levels throughout the follow-up for both
antiretroviral therapy (ART) rapid progressor responders and untreated normal progressors.
In contrast, mDC precursors were restored to normal levels in subsequent phases of infection
in both rapid and normal progressors, and were increased in long-term non-progressors
(LTNP). pDC levels followed the scheme of CD4+ T cell fluctuations. These findings
provide evidence for an ongoing process affecting mDC beyond successful ART and despite

non-progressing clinical disease following HIV infection.

Word count: 142

Key words: Dendritic cells; precursors; sub-populations; HIV phase of infection; HIV disease

progression.
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During HIV infection, dendritic cells (DC) at mucosal surfaces are among the earliest cell
types to be exposed to the virus. As such, they facilitate presentation and/or transmission of
HIV to CD4" T cells in the sub-mucosal layer and draining lymphoid organs [1,2]. HIV
footprints have been detected in myeloid DC (mDC) of HIV-infected individuals [3-6]. HIV
can replicate in immature mDC in vitro [7,8]. The number, phenotype and function of DC
populations have been shown to be affected during HIV infection. Indeed, low levels of mDC
were observed in the blood [5,9,10], skin [11], oral mucosa [12] and lymph nodes (LN) [13]
of HIV-infected patients. mDC bearing an immature phenotype were found in the blood of
HIV-infected individuals [14-16]. DC expressing low levels of co-stimulatory molecules
CD40, CD80 and CD86 were observed in the LN and tonsils of AIDS patients [17].

Human plasmacytoid DC (pDC) [18] have also been shown to be productively infected
by HIV [19]. HIV RNA can activate pDC resulting in up-regulation of the expression of co-
stimulatory molecules and by the production of large amounts of type I interferon (IFN),
which secretion can inhibit virus replication in T cells [20,21]. Blood pDC and IFN levels are
decreased in advanced stages of HIV infection but can be restored by antiretroviral therapy
(ART) [22]. Blood pDC levels have been correlated directly with CD4" T cell counts and

inversely with HIV viral loads, suggesting a role in controlling replication [10,23].

Given the pivotal role of DC in regulation of immune responses, it is likely that any
impairment in population levels, phenotypes and/or functions will correlate with HIV disease
progression. However, a consensus as to the extent of DC alterations and contribution to
disease progression has been difficult to reach given the numerous experimental disparities
and few ex vivo longitudinal studies. We have thus endeavoured a longitudinal assessment of
the ex vivo blood DC compartment of subjects undergoing primary HIV infection (PHI) with
different rates of disease progression; rapid and normal progressors, long-term non-
progressors (LTNP) and healthy HIV negative donors. We report that DC levels and
maturation status significantly correlate with phases of infection and rates of disease
progression. Moreover, our results reveal an ongoing process affecting mDC beyond

successful ART and despite non-progressing clinical disease.
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METHODS

Subjects. Twenty-four HIV-infected subjects were selected from the Montreal PHI cohort:
10 were classified as rapid and 14 as normal progressors. The date of infection was estimated
based on clinical and laboratory results using criteria established by the Acute HI'V Infection
and Early Disease Research Program (NIAID, Bethesda, Maryland, USA). Rapid progressors
had CD4" T cell counts below 250 cells/mm’ within two years of infection. Blood samples
were taken at four time-points: acute (0-3 months) and early (5-8 months) phases of infection,
three to six months and nine to twelve months following initiation of ART. Normal
progressors were ART-naive patients whose CD4" T cell counts remained above 500
cells/mm’ for the two-year follow up. Blood samples were obtained in the acute, early and
chronic phases (24 months) of infection. Blood samples from twelve LTNP subjects infected
for eight years or more with CD4" T cell counts above 500 cells/mm’ and low to undetectable
viral loads in the absence of ART and twenty age-matched HIV negative volunteers were
included. HIV viral loads were determined in the plasma using VERSANT HIV-1 RNA 3.0
Assay (bDNA) (Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown NY, USA). CD4+ T cell
counts were determined as previously reported [24]. None of the study subjects had syphilis,
hepatitis B or hepatitis C. Informed consent was obtained from all subjects, and the research

conformed to ethical guidelines of all authors’ institutions.

Evaluation of cell populations by flow cytometry. PBMCs were isolated following whole
blood centrifugation on Ficoll gradient. Cells were resuspended in heat inactivated fetal
bovine serum (FBS) with 10% dimethyl-sulfoxyde (DMSO) and stored in liquid nitrogen.
Cells were thawed and washed in RPMI containing 5% heat inactivated FBS and 1%
penicillin/streptomycin. One million PBMCs per sample were used for cell-surface staining.
Non-specific sites were blocked by incubation for 10 minutes on ice with FACS buffer (1x
PBS, 2% heat inactivated FBS and 0.1% sodium azide) containing 12% heat inactivated FBS
and 10 pg total mouse IgG (Sigma Aldrich, Oakville, ON, Canada). Cells were labelled with
a cocktail containing at least seven of the following mouse anti-human monoclonal
antibodies: FITC-conjugated anti-CD3, CD19 and CDS56 (lineage markers), PE-Cy7-
conjugated anti-HLA-DR, PE-Cy5-conjugated anti-CD86, APC-conjugated anti-CD11c, R-
PE-conjugated anti-CD123, or anti-CD14 (Becton Dickinson Biosciences, Mississauga, ON,
Canada), and Alexa-Fluor 700 conjugated anti-CD16 (Invitrogen, Frederick, MD, USA).
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Dead cells were identified by trypan blue exclusion and 7AAD staining. Data acquisition of
100,000 events per sample was performed on a BD LSRII apparatus (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) and analysis was done with Flow Jo 7.7.2 software (Tree Star,
Ashland, OR, USA).

Statistical analyses. The statistical significance of differences between groups was assessed
with Chi-square test for categorical variables and unpaired Student t-test or one-way analysis
of variance when continuous variables were normally distributed or with Mann-Whitney U
test otherwise. Wilcoxon signed rank test was used for pair-wise comparisons of different
phases of infection within each group. The magnitude of the association between DC
subpopulations and progressor rate was assessed by logistic regression controlling for CD4"
T count and HIV viral load in different analyses. Spearman’s rank test was used to determine
correlations between continuous variables. Analyses were performed using the GraphPad

PRISM 5.0 for Windows (GraphPad Software inc, San Diego, CA, USA).

RESULTS

Socio-demographic and clinical characteristics of HIV-infected individuals

The study groups were similar with respect to sex, race, and modes of HIV acquisition (table
1). Mean age of LTNP subjects was higher. Rapid progressors had lower CD4" T cell counts
and higher viraemia levels during the acute and early phases of infection compared to those
observed in normal progressors. The longitudinal assessment of the CD4" T cell counts and
viral loads during the course of HIV infection is depicted in figure 1 and the longitudinal
changes in the percentages of monocytes in total PBMCs are shown in figure 2. In both rapid
and normal progressors, the relative levels of CD4" T cells and monocytes dropped during
the acute phase of infection but were restored to normal levels in the subsequent phases of
infection. There was no significant correlation between CD4" T cell counts or viral loads and
the DC subpopulations either within groups or among all patients during acute or chronic

infection (data not shown).
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Longitudinal monitoring of mDC in HIV-infected individuals with different rates of
disease progression

Upon analysis for variations in the relative frequencies of CD11c¢” mDC populations, we have
identified three different phenotypes: CD11¢'CD167, CD11¢"CD16" and CD11¢™"CD123"Y
(figures 3a and 3b). The mean cell percentages of the CD11¢'CD16" mDC subset were
significantly lower in acutely HIV-infected individuals (0-3 months) compared to HIV
negative individuals (figure 3c, left and middle panels). The relative levels of these cells
remained low throughout the two-year follow-up for both rapid and normal progressors, but
were unaffected in LTNP subjects (figure 3c, right panel). We assessed the state of
maturation/differentiation of each mDC subsets as to the percentage of cells expressing high
surface levels of HLA-DR and CD86 (figure 4a). Although, the percentage of mature (HLA-
DR"CD86") CD11¢'CD16" mDC during the acute phase of infection was lower in the rapid
progressor group compared to those observed in other groups (p<0.0001), it was partially
replenished in the early phase of infection (5-8 months) and totally following the initiation of
ART (figure 4b, left panel). On the other hand, the relative levels of HLA-DR'CD86"
expressing cells remained unaltered in both normal progressors and LTNPs (figure 4b,

middle and right panels).

The mean cell percentages of the CD11¢'CD16° mDC subset were lower in acutely
infected rapid progressors compared to those observed in both normal progressors and HIV
negative donors (p=0.0009 and p<0.0001, respectively), and remained low throughout the
study period (figure 3d, left panel). Importantly, the percentage of CD16" mDC during acute
infection in rapid progressors remained significantly lower even after adjusting for CD4" T
cells count (p=0.05) or viraemia (p=0.02). The percentages of HLA-DR'CD86" cells were
unaffected in all groups, except for slight decrease in the acute phase of infection for rapid
progressors (figure 4c, left panel) and increase in LTNP subjects compared to those found in

HIV negative donors (figure 4c, right panel).

The CD11¢""CD123" mDC subtype was characterised by fluctuation of its percentage
throughout the study period, in both rapid and normal progressors (figure 3e, left and middle
panels). Lower relative levels were observed in acutely infected individuals, with partial

replenishment in the early phase followed by another decrease in the chronic phase of
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infection. Importantly, as with the other mDC subsets, ART did not restore the
CD11c¢™"CD123"Y cell levels in rapid progressors. There was no difference in the percentage
of these cells in LTNP subjects compared to that in HIV negative donors (figure 3e, right
panel). In rapid progressors, we observed a decrease in the percentage of HLA-DRCD86"
cells in the acute phase of infection, which was totally replenished in the early phase and
increased slightly above normal levels upon initiation of ART (figure 4d, left panel).
Although we observed a significant decrease in the maturation level of CD11¢CD123""
mDC in the chronic phase of infection of untreated normal progressors (figure 4d, middle
panel), these cells appeared to be unaffected in chronically-infected LTNP subjects (figure
4d, right panel).

Thus, the longitudinal study of all three mDC subsets showed that their frequencies were
decreased in the acute phase of HIV infection and remained low in the subsequent phases of
infection beyond successful therapy and despite non-progressing clinical disease. Moreover,
the levels of mDC subsets and state of maturation were more severely affected in the rapid

progressor group compared to those in the other groups.

Longitudinal monitoring of mDC precursors in HIV-infected individuals with different
rates of disease progression

Upon analysis of the CD11¢'CD14" mDC precursors, we have observed Lin HLA-DR" cells
that bear two different phenotypes, namely CD11¢'CD14°CD16 and CD11¢'CD14'CD16"
(figure 5a) which presented similar patterns of fluctuation over the course of infection. In the
acute phase of infection, rapid progressors had lower percentages of both CD16" and CD16"
precursor subsets compared to those in both normal progressors and HIV negative donors
(p=0.0006 for CD16 precursors and p=0.002 for CD16" precursors). The percentage of
CD16™ and CD16+ mDc precursors during acute infection in rapid progressors remained
significantly lower even after adjusting for CD4" T cells count (p=0.04 and p=0.05,
respectively) or viraemia (p=0.04 and p=0.05, respectively). Acutely infected rapid
progressors had lower percentages of CD16" and CD16" mDC precursors expressing HLA-
DR"™CDS86" when compared to those observed in normal progressors (p=0.006 and p=0.01,
respectively) and in HIV negative volunteers (p=0.002 and p=0.0003, respectively). In rapid
progressors, both the relative levels of CD16™ and CD16" precursor subsets (figures 5b and
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5d, left panels) and the percentages of HLA-DRCD86" cells (figures 5c and Se, left panels)
were replenished upon initiation of ART. Interestingly, the CD16" precursors were increased
above normal levels in all chronically infected patients, reaching statistical significance in
LTNP subjects (figure 5d, right panel). Moreover, the level of HLA-DR™'CD86" cells in the
CD16 subset in chronic phase of infection in normal progressors was significantly above that
observed in HIV negative donors (p=0.006) (figure 5c, middle panel). LTNP subjects had
normal levels of HLA-DR'CD86" cells in both their CD16" and CDI16" precursor
populations (figures 5c and 5e, right panels).

Hence, the mDC and mDC precursor populations showed similar decrease in their relative
levels during the acute phase of infection, more so in rapid than in normal progressors.
However, there was a notable difference. In contrast to mDC, mDC precursor populations
were replenished in the subsequent phases of infection in both the rapid and normal
progressor groups and tended to increase above normal levels during chronic infection,

particularly in the LTNP group.

Longitudinal monitoring of pDC in HIV-infected individuals with different rates of
disease progression

pDC are defined as LinHLA-DR" CD11¢’'CD123" cells (figure 6a). In the acute phase of
infection, the mean cell percentages of the pDC population were significantly lower in both
rapid and normal progressors compared to that observed in HIV negative donors (figure 6b,
left and middle panels). A partial replenishment of this cell population was observed in the
early phase of infection, followed by full restoration in the chronic phase for both treated
rapid and untreated normal progressors. However, the pDC levels in ART naive normal
progressors remained below those observed in both rapid progressors and HIV negative
volunteers (p=0.02). We observed no difference in the cell percentage of pDC in LTNP
subjects compared to that in HI'V negative donors (figure 6b, right panel). Analysis of levels
of surface expression of HLA-DR and CD86 on pDC revealed a peak in the early phase of
infection in both rapid and normal progressors, followed by a noticeable decrease in the later
stages of infection in untreated normal progressors. (figure 6¢c, left and middle panels).

Although some LTNP subjects had relatively higher levels of pDC expressing the mature
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phenotype compared to that in HIV negative donors, the difference was not statistically

significant (figure 6c, right panel).

DISCUSSION

The ex vivo flow cytometry analysis of blood mDC revealed three different phenotypes,
namely CD11¢"CD16,, CD11¢’'CD16" and CD11¢™"CD123"Y mDC. They were present in
both HIV-infected and uninfected individuals and possibly reflect different sub-populations
and/or stages of differentiation. The CD11c¢'CD16° mDC have been associated with
inflammatory conditions [25]. CD123 expression has been described on cultured sorted mDC
[26] and monocyte-derived DC [27], the latter showing enhanced endocytosis and reduced
antigen-presenting capacities when compared to CD123" mDC. The longitudinal monitoring
of mDC subsets showed that their levels decreased in the acute phase and remained low
during the first two years of infection for both ART rapid progressor responders and
untreated normal progressors. The decrease observed in rapid progressors is greater than that
in normal progressors, suggesting that the extent of decrease in mDC subsets observed in
acutely infected individuals may predict the rate of disease progression. The fact that mDC
levels remained low throughout the course of infection despite the suppression of viraemia
and the replenishment of monocytes and CD4" T cells, suggests that there is an ongoing
process affecting mDC in the very early stage of infection that persist beyond the apparent
control of HIV infection. Although the mechanisms used by HIV to affect DC populations
are not fully understood, the decrease in blood mDC populations could be due to HIV-
induced or -related cell death. On the other hand, the low levels of mDC in circulating blood
raises the possibility that they are actively recruited to lymphoid organs in response to the
ongoing attempt of the immune system to fight disease progression. This has been shown in
the HIV transgenic mouse model, where DC accumulated in the LN sub-capsular sinus and
spleen [28]. Moreover, high levels of mDC were found in the tonsils of acutely HIV-infected
individuals [17] and inguinal LN of chronically infected individuals [29].

The CD11¢'CD14" mDC precursor CD16™ and CD16" subsets have been previously
described in human peripheral blood. They have the ability to migrate to sites of
inflammation and to differentiate into mature mDC [30,31]. As with the mDC, the relative
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levels of blood mDC precursors were decreased during the acute phase of infection, more so
in rapid than in normal progressors. In contrast to the mDC, the mDC precursors were
replenished in the subsequent phases of infection in both the treated rapid and untreated
normal progressors, and were increased above normal levels during chronic infection,
particularly in LTNPs. Whether they represent cells blocked in their maturation processes and
accumulate during HIV infection remains to be established. Nevertheless, the relative
increase in the levels of these cells observed in the chronic phase of HIV infection may
represent an attempt to replenish the mature mDC pool. This could be the case for LTNP
subjects, which had elevated CD16" mDC precursor and normal mDC levels. In these
individuals, the increased capacity to produce mDC precursors may permit to maintain
relatively normal mDC levels allowing for a better control of disease progression. However,
this process may contribute to the maintenance of a chronic state of immune activation
affecting other cell types, such as B lymphocytes. Indeed, we and others have found
hyperglobulinemia and elevated serum auto-antibody levels in LTNP subjects as well as in
ART rapid progressor responders (authors’ unpublished data) [32-41]. The fact that these
individuals had normal CD4" T cells counts and low to undetectable viral loads, suggest that
other factors contribute to the triggering and progression of the HIV-mediated B cell disease.
The involvement of DC in the polyclonal stimulation of B cells in the context of HIV was
demonstrated in vitro by the capacity of marginal zone (MZ) B cells to respond to gp120 in a
DC-SIGN and B lymphocyte stimulator (BLyS)-dependent manner [42]. Furthermore,
hyperglobulinemia and high serum anti-dsDNA titres in HIV-transgenic mice were
accompanied by increased number of immature mDC in the enlarged MZ B cell compartment

[28,43].

Although previous studies have reported that the DC maturation process is altered in the
context of HIV [14-17], none of them monitored and compared the patterns of DC maturation
during the course of infection in patients with different rates of disease progression. Here we
show that the percentages of HLA-DR™'CD86" mDC and mDC precursor populations are
differently affected in rapid progressors compared to those in both normal progressors and
LTNPs, underlining another marker of disease progression. Indeed, the levels decreased
significantly in the acute phase of infection in rapid but not in normal propressors, and were

restored to normal levels upon initiation of ART. HIV products such as Nef were reported to
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prevent maturation of in vitro transfected mDC [44] and mDC from HIV transgenic mice
[43]. By reducing the level of infectious virus, successful ART may also reduce the blood
concentration of HIV-related products affecting DC maturation. The mDC phenotypes were
not affected in the LTNP group with the exception of a relative increase in the level of HLA-
DR™CDS86" cells in the CD11¢'CD16" subset. This cell population has been shown to
produce high levels of inflammatory cytokines such as IL-6, IL-8 and TNF-a in HIV-infected
individuals [45]. Interestingly, we have observed higher levels of IL-6 and IL-8 in the serum
of LTNPs compared to those in both rapid and normal progressors (authors’ unpublished
data). These observations suggest, once again, that LTNP subjects show signs of chronic

immune activation despite seemingly normal immune functions controlling HI'V infection.

Blood pDC levels have been correlated directly with CD4+ T cell counts and inversely
with viral loads [10,23]. Moreover, levels of viraemia prior to the initiation of therapy may
predict the extent to which pDC are replenished once ART is initiated [46]. Accordingly, in
both rapid and normal progressors, we found low levels of blood pDC in the early phases of
infection when the CD4+ T cell counts are low and viral loads are elevated. HIV might be
responsible for this depletion since it can induce pDC death [47]. However, the relative
decrease in blood pDC levels may be due to cell migration in targeted areas, as HIV-1 has
been shown to induce expression of the migration marker CCR7 [48]. pDC levels can be
restored under ART as shown here in rapid progressors and in previous studies[22,46].
Moreover, we showed that they can also be restored to normal levels in the chronic phase of
infection in untreated normal progressors that have normal CD4" T cell counts but relatively
high viral loads. Thus, it appears that in normal progressors the scheme of alteration in pDC

levels follows that of CD4" T cells regardless of the viral load.

We found that the levels of expression of HLA-DR and CD86 on blood pDC peaked at the
early infection (five to eight months) time point. Interestingly, this corresponds to the
virological set point, where a stabilisation of the viral load can be observed, partially due to
the development of virus-specific cytotoxic T lymphocyte responses [49]. This peak of
activated pDC might represent an attempt of the immune system to control the viraemia.
Indeed, activated pDC have been shown to inhibit HIV replication in CD4" T cells, both by
the production of [FN-a and by cell-to-cell contact [49].
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The present study demonstrates that the alterations in the peripheral blood DC
compartment should be considered as a criterion in the early assessment of clinical
progression of HIV-infected individuals. The established clinical parameters (blood CD4" T
cells and viral levels) may underestimate the underlying conditions contributing to disease
progression even beyond successful ART. Indeed, the longitudinal analysis of the DC
populations in well-characterised HIV-infected patients with different rates of disease
progression reveals alterations in mDC levels and phenotypes in the very early stage of
infection that persist beyond the apparent control of HIV infection. These findings should be

taken into account in the design of therapies involving autologous mDC vaccination.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Longitudinal changes in CD4+ T cell counts and viral loads. A) CD4+ T cell
counts (cell/mm’) of rapid and normal progressors (left and right panels, respectively) and
LTNPs (left and right panels, right column). B) Viral loads (log copies/ml) of rapid and
normal progressors (left and right panels, respectively), and LTNPs (left and right panels,
right column). Same values are used for LTNP in left and right graphs. Cell population and
viral loads levels were evaluated with the Wilcoxon signed rank and the Mann-Whitney U
tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within each group and
between the study groups, respectively. Significance levels are shown as * (p<0.05), **
(p<0.001), and *** (p<0.0001). Same values are used for LTNP in left and right graphs to
show this group as a control. LTNP, long-term non-progressor; PI, post-infection; ART,

antiretroviral treatment.

Figure 2. Relative percentage of monocytes. A) Cells were gated on total live peripheral
blood mononuclear cells (PBMC), then on lineage” HLA-DR" cells (left panel), and on
CD11c’CD14" monocytes (right panel). B) Relative percentage of monocytes in rapid
progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and LTNPs (right panel). Same
values are used for HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group
as a control. Cell population percentages were evaluated with the Wilcoxon signed rank and
Mann-Whitney U tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within each
group and between the study groups, respectively. Significance levels are shown as *

(p<0.05). LTNP, long-term non-progressor; PI, post-infection; ART, antiretroviral treatment.

Figure 3. Relative percentage of myeloid dendritic cell (mDC) sub-populations in total
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). A) Cells were gated on lineage” HLA-DR"
cells(left panel). mDC are CD11¢'CD14 CD16 (second panel) or CD11¢'CD14CD16" (third
panel). B) Second gating showing HLA-DR'Lin'CD11¢CD123"" subpopulation (fourth
panel). C) Relative percentage of CD11¢'CD14'CD16 mDC in rapid progressors (left panel),
normal progressors (middle panel) and LTNPs (right panel). D) Relative percentage of
CD11¢'CD14CD16" mDC in rapid progressors (left panel), normal progressors (middle
panel) and LTNPs (right panel). E) Relative percentage of CD11¢"CD123"" mDC in rapid
progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and LTNPs (right panel). Same
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values are used for HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group
as a control. Cell population percentages were evaluated with the Wilcoxon signed rank and
the Mann-Whitney U tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within
each group and between the study groups, respectively. Significance levels are shown as *
(p<0.05) and ** (p<0.001). LTNP, long-term non-progressor; PI, post-infection; ART,

antiretroviral treatment.

Figure 4. Relative levels of surface expression of CD86 and HLA-DR on myeloid dendritic
cell (mDC) subsets. A) CD11¢"CD14CD16, CD11¢'CD14CD16" and CD11c¢™CD123"Y
mDC were divided into HLA-DR"", HLA-DR", HLA-DR ™ B) Percentage of CD11¢"CD14"
CD16° mDC expressing CD86'HLA-DR™ in rapid progressors (left panel), normal
progressors (middle panel) and LTNPs (right panel). C) Percentage of CD11¢'CD14CD16"
mDC expressing CD86 HLA-DR"" in rapid progressors (left panel), normal progressors
(middle panel) and LTNPs (right panel). D) Percentage of CD11¢"CD123"" expressing
CD86 HLA-DR"" in rapid progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and
LTNPs (right panel). Same values are used for HIV-negative donors in left, middle and right
graphs to show this group as a control. Cell maturation/differentiation levels were evaluated
with the Wilcoxon signed rank and the Mann-Whitney U tests for pair-wise comparisons of
different phases of infection within each group and between the study groups, respectively.
Significance levels are shown as * (p<0.05) and *** (p<0.0001). LTNP, long-term non-

progressor; PI, post-infection; ART, antiretroviral therapy.

Figure 5. Relative levels of myeloid dendritic (mDC) precursor subsets in total peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) and levels of surface expression of HLA-DR and CD86. A)
Cells were gated on lineage” HLA-DR" (left panel) and on CD11¢'CDI14" cells (middle
panel). mDC precursors are CD11¢'CD14°CD16 or CD11¢'CD14°CD16" (right panel) B)
Percentage of CD11¢"CD14°CD16 DC precursors in rapid progressors (left panel), normal
progressors (middle panel) and LTNPs (right panel). C) Percentage of CD16™ DC precursors
expressing HLA-DRCD86" in rapid progressors (left panel), normal progressors (middle
panel) and LTNPs (right panel). D) Percentage of CD11¢'CD14°CD16" DC precursors in
rapid progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and LTNPs (right panel). E)
Percentage of CD16" DC precursors expressing HLA-DRCD86" in rapid progressors (left
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panel), normal progressors (middle panel) and LTNPs (right panel). Same values are used for
HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group as a control. Cell
population percentages and maturation/differentiation levels were evaluated with the
Wilcoxon signed rank and the Mann-Whitney U tests for pair-wise comparisons of different
phases of infection within each group and between the study groups, respectively.
Significance levels are shown as * (p<0.05) and ** (p<0.001). LTNP, long-term non-

progressor; PI, post infection; ART; antiretroviral therapy.

Figure 6. Relative levels of plasmacytoid dendritic cells (pDC) in total peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) and levels of surface expression of HLA-DR and CD86. A) Cells
were gated on lineage” HLA-DR" (left panel). pDC are CD11¢'CD123" (right panel). B)
Percentage of pDC in rapid progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and
LTNPs (right panel). C) Percentage of pDC expressing HLA-DR"CD86" in rapid progressors
(left panel), normal progressors (middle panel) and LTNPs (right panel). Same values are
used for HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group as a control.
Cell population percentages and maturation/differentiation levels were evaluated with the
Wilcoxon signed rank and the Mann-Whitney U tests for pair-wise comparisons of different
phases of infection within each group and between the study groups, respectively.
Significance levels are shown as * (p<0.05), ** (p<0.001), and *** (p<0.0001). LTNP, long-

term non-progressor; PI, post-infection; ART, antiretroviral therapy.
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Article 1 - Table 1

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

96

Rapid progressors ~ Normal progressors LTNPs p value
(N=10) (N=14) (N=12)
Age at first visit (years) 34+ 6 37+8 45+9 <0.0001°
Sex (male/female) 10/0 14/0 9/3 0.04
Race (Caucasian/other) 10/0 14/0 10/2 ns
Route of transmission 6 MSM/3HS/1IDU  13MSM/1IDU 9 MSM/3 HS ns
CD4+ T cell (cellsymm®)  Acute phase 503 +129 857+ 183 na <0.0001
Early phase 407 + 128 701 + 188 na 0.0003
Chronic phase 495 +£250 743 £ 261 679 £239 NS
Nadir 235+ 67 445+ 154 493 £ 162 0.0001°
Viraemia (log copies/ml) Acute phase 4.7+ 1.06 3.9+0.80 na 0.04
Early phase 4.8+ 0.59 4.2+0.76 na 0.04
Chronic phase 23+1.0 4.34+0.79 2.79+£0.92 <0.003°¢
Peak 52+0.38 4.8+0.6 na NS

Age, CD4 and viraemia are expressed as mean plus or minus standard deviation.

Sex, race and route of transmission were compared using chi-square test.

Pairwise comparisons of CD4 and viraemia for acute and early phases were performed using

unpaired T-tests.

Comparisons among all groups (age at first visit, CD4 and viraemia in the chronic phase, and

nadir CD4) were performed with the one-way analysis of variance test.

p=0.0005 and 0.0009 for the comparisons of age between rapid progressors and LTNP, and

normal progressors and LTNP, respectively, as determined by unpaired t-test.

°p<0.0001 and 0.0009 for the comparisons of nadir CD4 between rapid and normal

progressors, and rapid progressors and LTNP, respectively, as determined by Mann-Whitney

test.
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‘p=0.02 and 0.0004 for the comparison of viraemia in chronic phase between rapid and
nornalprogressors, and normal progressors and LTNP, respectively, as determined by Mann-
Whitney test.

HS, heterosexual; IDU, intravenous drug users; LTNP, long-term non-progressors; MSM,

men who have sex with men; N, numbers; ns, not significant; na, not available.
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Abstract

Dendritic cells (DC) are important mediators of the immune response against HIV and yet
blood DC numbers fall substantially during HIV infection. Here we report that blood levels
of the DC-tissue tropic chemokines monocyte chemotactic protein (MCP-1/CCL2),
macrophage inflammatory proteins (MIP-30/CCL20), and MIP-3B/CCL19 remained elevated
throughout the course of HIV infection suggesting that the relatively low levels of blood
circulating DC may be due to active recruitment of these cells to peripheral sites to fight

disease progression.

Word count: 77

Keywords: Antiretroviral therapy, Chemokine, Dendritic cells, HIV disease progression
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We and others have shown that dendritic cell (DC) populations are affected in number,
phenotype and function in human HIV infection [1-4]. Blood levels of mature myeloid DC
(mDC) in rapid and normal HIV progressors decreased in the acute phase of HIV infection
and remained below normal levels in the subsequent phases of infection beyond successful
antiretroviral ~ therapy ~(ART). The percentages of CDI11c¢'CDI4°'CD16" and
CD11c'CD14°CD16" monocytic precursors, that differentiate into mDC in vitro [5], also
decreased in acute infection but were restored to normal levels in the chronic phase of
infection in both rapid and normal progressors [1]. The murine analogue of the CD16
precursors have been reported to be mainly recruited to inflammatory sites whereas the
CD16" precursors are found in peripheral organs in steady state conditions [5]. Such
modulation of blood DC population dynamics may reflect a high turnover and recruitment to
peripheral lymphoid and non-lymphoid sites, in an ongoing attempt to fight and/or control
HIV disease progression. In this view, we have performed the longitudinal assessment of
plasma concentrations of DC-tissue tropic chemokines such as monocyte chemotactic protein
(MCP-1/CCL2), macrophage inflammatory proteins (MIP-30/CCL20), and MIP-33/CCL19

in HIV-infected individuals with different rates of clinical disease progression.

Thirty HIV-infected subjects were selected from the Montreal Primary HIV infection cohort:
13 were classified as rapid and 17 as normal progressors. The date of infection was estimated
based on clinical and laboratory results using criteria established by the Acute HI'V Infection
and Early Disease Research Program (NIAID, Bethesda, Maryland, USA). Rapid progressors
presented blood CD4™ T cell counts below 250 cells/mm’ within two years of infection.
Blood samples were taken in the acute (0-3 months) and early (5-8 months) phases of
infection, three to six months and nine to twelve months following initiation of ART. Normal
progressors were ART-naive patients whose blood CD4" T cell counts remained above 500
cells/mm’ for the two-year follow up. Blood samples were obtained in the acute, early and
chronic phases (24 months) of infection. Blood samples were also obtained from 13 slow
progressors infected for eight years or more, with blood CD4" T cell counts above 500
cells/mm’, and low (viremic, N=7) to undetectable (aviremic, N=6) viral loads in the absence
of ART. Samples from 20 age-matched HIV negative volunteers were included as controls.
None of the study subjects had syphilis, hepatitis B or C. Peripheral blood samples for all

subjects were collected by leukapheresis and plasmas were aliquoted and kept at -80°C until
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used [1]. Informed consent was obtained from all subjects, and the research conformed to
ethical guidelines of the authors’ institution. CCL2 plasma levels were determined using the
Milliplex Map Human Cytokine/chemokine Kit (Millipore, Billerica, MA). CCL19 and
CCL20 plasma levels were determined by ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN).
Statistical analyses were performed using GraphPad PRISM 5.0 (GraphPad Software Inc, San
Diego, CA).

The study groups were similar with respect to sex, race, and modes of HIV acquisition. The
mean age of rapid progressors was lower than that in both normal (p= 0.04) and viremic slow
(p=0.003) progressors. Rapid progressors had lower CD4" T cell counts than did normal
progressors during the acute (p=0.002) and early (P=0.001) phases of infection. During the
chronic phase of infection, untreated normal progressors had similar levels of CD4" T cells
and higher viral loads than those observed in both ART-treated rapid progressors (p=0.04)
and slow progressors (p=0.002). The relative levels of CD4" T cells were restored to normal
levels upon initiation of ART in all rapid progressors. There was no significant correlation
between blood chemokine levels and viral loads or CD4" T cell counts either within groups

or among all patients during acute or chronic infection (data not shown).

Longitudinal assessment of plasma chemokine levels in HIV-1 infected individuals with
different rates of disease progression is depicted in Figure 1. The relative plasma levels of
CCL2 during the acute and early phases of infection in both rapid and normal progressors
were similar to those found in HIV negative donors. However, CCL2 concentrations
increased above normal levels during the chronic phase of infection in both ART-treated
rapid and untreated normal progressors (Figure la, left and middle panels). CCL20 and
CCL19 increased above normal levels in both rapid and normal HIV progressors, as soon as
in the acute phase of infection and remained elevated during the chronic phase of infection
(Figures 1b and Ic, left and middle panels). Significant correlations were observed between
CCL19, CCL20 and mDc blood levels previously measured in these individuals [1]. During
the acute phase of infection, levels of CCL19 and CCL20 correlated negatively with mDC
levels in rapid (r=-0.93, p=0.0003; r=-0.72, p=0.03, respectively) and normal (r=-0.7, p=0.02;
r=-0.72, p=0.03, respectively) progressors (data not shown). CCL20 and CCL19 levels in

viremic slow progressors were higher than those observed in HIV negative donors (Figures



103

1b and lc, right panels), suggesting a certain level of inflammation or an active mechanism of

control of disease progression.

We have previously shown that blood level of mature mDC in rapid and normal HIV
progressors remained below normal level throughout the course of infection independently of
the viral load and CD4" T cell count [1]. Although the mechanisms used by HIV to affect DC
populations are not fully understood, the high blood levels of the DC-tissue tropic
chemokines CCL2, CCL19 and CCL20 found in these HIV-infected subjects suggests that
the relatively low levels of mDC in circulating blood may be due to the active recruitment of
these cells to peripheral sites in response to the ongoing attempt of the immune system to
fight disease progression. Indeed CCL2 is involved in the recruitment of CCR2-expressing
cells, such as DC, to inflammatory sites and has been shown to be elevated in HIV-infected
individuals [6]. CCL20 is produced by epithelial cells upon inflammatory signals and attracts
CCR6" T cells and immature DC to mucosal tissues such as the gut [7]. As they mature, DC
decrease their expression of CCR6 and increase that of CCR7, the receptor for CCL19, which
is produced by stromal cells and attracts maturing DC to draining lymph nodes. CCL19 levels
have been shown to be increased during HIV infection, to enhance HIV replication in T cells,

and to promote release of inflammatory mediators [8-10].

In conclusion, the maintenance of relatively high levels of CCL2, CCL20 and CCL19 in HIV
rapid and normal progressors may contribute to the recruitment of DC and other cell types to
peripheral sites where the main battle with HI'V takes place. In contrast, the relative normal
level of these chemokines in aviremic HIV slow progressors reflects a better control of HIV-

mediated disease.
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Figure legend

Figure 1. Plasma concentrations (pg/ml) of CCL2 (A), CCL20 (B) and CCL19 (C) in rapid
(left panel), normal (middle panel) and slow progressors (right panel). Same values are used
for HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group as a control.
Chemokine concentrations were compared with the Wilcoxon signed rank and Mann-
Whitney U tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within each group
and between the study groups, respectively. Significance levels are shown as * (p<0.05), **

(p<0.001), and *** (p<<0.0001). PI, post-infection; ART, antiretroviral treatment.
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with HIV-related B cell disease progression in humans.

Julie Fontaine, Josiane Chagnon-Choquet, Han Sang Valcke, Johanne Poudrier et Michel
Roger

Statut: Article publié dans Blood, premicére édition 24 septembre 2010.

Contribution des co-auteurs :

Les personnes suivantes ont permis la réalisation des études menant a la publication de cet
article. Julie Fontaine a participé a 1’¢élaboration du devis de 1’étude et a la rédaction de
I’article, a effectué¢ les analyses de cytométrie, et de quantification de cytokines sur les
spécimens, de méme que les analyses statistiques des résultats. Josiane Chagnon-Choquet et
Han Sang Valcke ont participé aux analyses de quantification de marqueurs d’inflammation
et d’immunoglobulines sur les spécimens. Johanne Poudrier a participé a 1’¢élaboration du
devis de I’¢tude, a supervisé les expériences et a participé a la rédaction de I’article. Michel

Roger a participé a la rédaction de I’article et a coordonné les différents aspects de I’étude.



110

High expression levels of B Lymphocyte Stimulator (BLyS) by dendritic cells correlate with

HIV-related B cell disease progression in humans.

Julie Fontaine'?, Josiane Chagnon-Choquet'?, Han Sang Valcke'?, Johanne
Poudrier'?’, Michel Roger'”" and the Montreal Primary HIV Infection and Long-Term
Non-Progressor Study Groups.

'Laboratoire d’immunogénétique, Centre de Recherche du Centre Hospitalier de
I’Université de Montréal (CHUM), and * Département de Microbiologie et Immunologie de

1‘Université de Montréal, Canada.

*JP and MR share senior authorship

Word count in the text: 3975

Word count in abstract: 209

Running head: BLyS expression and HIV-related B cell disease
Number of figures and tables: Figures: 5, table: 1

Reference count: 50

Part of this work was presented at 18" International AIDS Conference, July 18-23 2010,

Vienna, Austria.



111

The members of the Montreal Primary HIV Infection and Long-Term Non-Progressor Study

Groups are M Legault (coordinator); J Allan, N Bernard, J Cox, J Falutz, N Gilmore, M
Klein, R Leblanc, RG Lalonde, ] MacLeod, M Potter, JP Routy, G Smith, C Tsoukas (McGill
University Health Center); J Bruneau, C Fortin, A de Pokomandy, D Rouleau, C Tremblay
(CHUM); F Asselin, M Boissonnault, L. Charest, H Dion, S Lavoie, D Legault, D Longpré,
PJ Maziade, ME Morin, D Murphy, VK Nguyen, R O’Brien, R Thomas, B Trottier, S Vézina
(Clinique médicale I’ Actuel); JG Baril, MA Charron, P Cété, S Dufresne, MS Joyal, P Junod,
F Laplante, B Lessard, D Poirier, Y Parent, E Sasseville, A Talbot, D Tessier, (Clinique
médicale du Quartier Latin); N Lapointe (Hopital Ste-Justine); A Dascal (Jewish General
Hospital); M Munoz (CLSC Cote des Neiges).



112

ABSTRACT

In view of assessing the possible contribution of dendritic cells (DC) to HIV-related B cell
disorders, we have longitudinally measured B Lymphocyte Stimulator (BLyS) surface
expression by myeloid DC (mDC) and concentrations of B cell growth factors in the blood of
subjects undergoing primary HIV infection with different rates of disease progression. We
report that BLyS surface expression by mature mDC and precursors, as well as blood levels
of BLyS, a Proliferation-Inducing Ligand (APRIL), Interleukin (IL)-6 and IL-10 increased
above normal levels in both rapid and normal HIV progressors, as soon as in the acute phase
of infection and persisting throughout the course of disease despite successful therapy.
Consequently, hyperglobulinemia and high blood levels of circulating activated mature B
cells and precursor/activated marginal zone (MZ)-like B cells were found throughout follow-
up for both rapid and normal progressors. In contrast, mDC cell surface expression of BLyS
as well as blood levels of BLyS, immunoglobulin, activated mature B cells and
precursor/activated MZ-like B cells in aviremic slow progressors were similar to those
observed in healthy donors. Interestingly, the levels of mature MZ B cells were significantly
reduced in slow progressors. Our results suggest that DC might modulate the outcome of the

HIV-related B cell disease progression through the expression of BLyS.
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INTRODUCTION

B lymphocyte disorders are important consequences of HIV infection and can evolve
towards autoimmune disorders and malignancies. Given that the status and activation
requirements of the different B cell populations vary, they are likely to be affected
differentially during HIV infection, a process reflected by events such as polyclonal
activation, breakage of tolerance, altered sub-population dynamics, exhaustion, as well as
loss of the capacity to generate and maintain memory. All of which contribute to a global
impairment of the humoral immune compartment in HIV-infected individuals (reviewed in
(769)).

The mechanisms involved in the triggering and progression of such B cell disorders
are poorly understood, and have been thought to be mainly the consequence of high viral load
and the altered CD4" T cell compartment (769-771). However, there is a controversy
regarding the persistence of these defects beyond antiretroviral treatment (ART) and in
absence of apparent disease progression. While a previous study has shown decreased
activated B cell and increased memory B cell frequencies upon initiation of ART (771),
others have demonstrated persistence of hypergammaglobulinemia, increased apoptosis of
memory B cells, as well as autoimmune complications in treated patients (770,772,773). This
suggests that factors other than or complementary to the viral load and CD4" T cell levels

may contribute to the alteration of the B cell compartment.

Dendritic cells (DC) play a pivotal role in regulating the outcome of B cell
development, activation and survival, in T-dependent and -independent manners, mainly
through production of B cell growth factors such as B Lymphocyte Stimulator (BLyS) and a
Proliferation-Inducing Ligand (APRIL) (774-776). Early data supporting the hypothesis that
DC are involved in the dysregulation of the B cell compartment in the context of HIV, were
obtained with HIV transgenic (HIV-Tg) mice expressing rev, env and/or nef of HIV-1 (777).
In HIV-Tg mice, myeloid DC (mDC) accumulated at entry points of secondary lymphoid
organs contributing to the enlargement of the marginal zone (MZ) B cell population,
polyclonal activation and breakage of tolerance observed in these animals (778,779). This is
possibly due to a process involving delivery of altered/excessive contact events and/or B cell
growth factors. In this view, BLyS-Tg mice showed enlarged splenic MZ accompanied by B

cell hyperactivity, decreased T cell numbers and development of an autoimmune disease
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(780), a phenotype reminiscent of that reported for HIV-Tg mice (777-779). The involvement
of BLyS in the gp-120-DC-SIGN mediated polyclonal stimulation of human MZ type B cells
is also in support of this (781). Importantly, BLyS as well as factors such as Interleukin (IL)-
6 and IL-10, have been shown to be increased in the blood of HIV viremic individuals and
correlate with elevated serum auto-Ab titres (734,782,783). Finally, we and others have
shown that mDC populations are affected in number, phenotype and function in human HIV
infection (784-787), suggesting that their alterations may affect the faith of the B cell
compartment.

We aimed to investigate the potential involvement of DC and derived growth factors
in the triggering and perpetuation of B cell disorders in the context of HIV. We have thus
endeavoured a longitudinal measurement of BLyS and other B cell growth factors known to
be expressed and/or produced by mDC and their precursors in HIV-infected subjects with
different rates of disease progression. We report that BLyS expression on blood mDC and
monocytic precursors as well as blood levels of BLyS, APRIL, IL-6, and IL-10 were elevated
in the early phases of infection and remained high in the chronic phase of infection and
despite successful therapy in HIV rapid and normal progressors. This was concomitant with
elevated levels of blood activated B cells and hyperglobulinemia. In contrast, aviremic slow
progressors had normal BLyS expression levels on mDC and precursors, as well as normal
blood levels of BLyS and activated B cells. Interestingly, the levels of mature MZ B cells
were significantly reduced in slow progressors. Our results suggest that DC might affect the

outcome of the HIV-related B cell disease progression through over expression of BLyS.
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METHODS

Subjects. Thirty HIV-infected subjects were selected from the Montreal Primary HIV
Infection (PHI) cohort: thirteen were classified as rapid and seventeen as normal progressors.
The date of infection was estimated based on clinical and laboratory results using criteria
established by the Acute HIV Infection and Early Disease Research Program (NIAID,
Bethesda, Maryland, USA). Rapid progressors had CD4" T cell counts below 250 cells/mm’
within two years of infection. Blood samples were taken at four time-points: acute (0-3
months) and early (5-8 months) phases of infection, three to six months and nine to twelve
months following initiation of ART. Normal progressors were ART-naive patients whose
CD4" T cell counts remained above 500 cells/mm? for the two-year follow up. Blood samples
were obtained in the acute, early and chronic phases (24 months) of infection. Blood samples
were also obtained from thirteen slow progressors infected for eight years or more with CD4"
T cell counts above 500 cells/mm’ and low (viremic, N=7) to undetectable (aviremic, N=6)
viral loads in the absence of ART and from twenty age-matched HIV negative volunteers.
HIV viral loads were determined in the plasma using VERSANT HIV-1 RNA 3.0 Assay
(bDNA, Siemens Medical Solutions Diagnostics, Tarrytown NY, USA). Blood CD4" T cell
counts were determined as previously reported (788). None of the study subjects had syphilis,
hepatitis B or hepatitis C. Informed consent was obtained from all subjects, and the research

conformed to ethical guidelines of all authors’ institutions.

Evaluation of cell populations and membrane-bound BLyS by flow cytometry.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated following whole blood
centrifugation on Ficoll gradient. Cells were resuspended in heat inactivated fetal bovine
serum (FBS) with 10% dimethyl-sulfoxyde (DMSO) and stored in liquid nitrogen. Cells were
thawed and washed in RPMI containing 5% heat inactivated FBS and 1%
penicillin/streptomycin. One million PBMCs per sample were used for cell-surface staining.
Non-specific sites were blocked by incubation for 10 minutes on ice with FACS buffer (1x
PBS, 2% heat inactivated FBS and 0.1% sodium azide) supplemented with 10% heat
inactivated FBS and 10 pg total mouse IgG per million PBMCs (Sigma Aldrich, Oakville,
ON, Canada). Cells were labelled with the following cocktails of mouse anti-human

monoclonal  antibodies: fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-IgM,
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phycoerythrin (PE)-conjugated anti-CD21, PE-Cy7-conjugated anti-CD10 (Becton Dickinson
Biosciences, Mississauga, ON, Canada), Pacific Blue-Conjugated anti-CD19, Alexa-Fluor
700 conjugated anti-CD27 (eBioscience, San Diego, California, USA) and allophycocyanin
(APC)-conjugated anti-CDlc (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) for
identification of B cells. Membrane-bound BLyS was evaluated by using PE-conjugated anti-
BLyS (eBioscience, San Diego, California, USA) and by co-staining cells with PE-Cy7-
conjugated anti-HLA-DR, APC-conjugated anti-CD11c, PerCP-Cy5.5-conjugated anti-CD14,
FITC-conjugated anti-CD3, Alexa-Fluor 700-conjugated anti-CD16 (Becton Dickinson
Biosciences, Mississauga, ON, Canada). BLyS levels per cell were calibrated using 8 peaks
Rainbow calibration particles (Becton Dickinson Biosciences, Mississauga, ON, Canada).
Dead cells were identified by trypan blue exclusion and 7AAD staining. Data acquisition of
100,000 events per sample was performed on a BD LSRII apparatus (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) and analysis was done with Flow Jo 7.5.4 software (Tree Star,
Ashland, OR, USA).

Evaluation of plasma cytokine and serum immunoglobulin concentrations. Plasma levels
of IL-6 and IL-10 were determined using the Cytometric Bead Array (CBA) Human
Inflammation Kit (Becton Dickinson Biosciences) according to the manufacturer’s
instructions. Data were acquired on a FACSAria apparatus and analysed with the FCAP
software (Becton Dickinson). Plasma concentrations of BLyS and APRIL were measured by
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA and Invitrogen, Burlington, ON, Canada,
respectively). Serum immunoglobulin levels were measured using multiplex Beadlyte®
Human IgG, IgA, IgM Kit (Millipore, Billerica, MA) with the Luminex® 200™ Total
System (Luminex Corporation, Austin, TX).

Evaluation of plasma soluble CD14 (sCD14), lipopolysacharride (LPS) and L.PS binding
protein (LBP) concentrations. Plasma levels of sCD14 were measured with a commercially
available ELISA kit (R&D systems), according to the manufacturer’s protocol. Plasma LPS
concentrations were quantified with the Limulus Amebocyte Lysate assay (Lonza, Basel,
Switzerland) according to the manufacturer’s protocol, in plasma samples diluted 1/100 in

endotoxin-free water (as determined by spike recovery test) and heated to 70°C for 10
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minutes to inactivate plasma proteins. Plasma LBP concentrations were measured by ELISA

(Hycult Biotech Frontstraat, the Netherlands) according to manufacturer’s protocol.

Statistical analyses. The statistical significance of differences between groups was assessed
with Chi-square test for categorical variables and unpaired Student t-test or one-way analysis
of variance when continuous variables were normally distributed or with Mann-Whitney U
test otherwise. Wilcoxon signed rank test was used for pair-wise comparisons of different
phases of infection within each group. Spearman’s rank test was used to determine
correlations between continuous variables. Analyses were performed using the GraphPad

PRISM 5.0 for Windows (GraphPad Software inc, San Diego, CA, USA).
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RESULTS
Socio-demographic and clinical characteristics of HIV-infected individuals

The socio-demographic and clinical characteristics of the HIV-infected subjects are
shown in table 1, and the longitudinal assessment of blood CD4" T cell counts and viral loads
during the course of HIV infection is depicted in supplemental figure 1. Slow progressors
were divided into two groups: viremic and aviremic. All study groups were similar with
respect to sex, race, and modes of HIV acquisition. Mean age of rapid progressors was lower
than that in both normal and viremic slow progressors. Rapid progressors had lower CD4" T
cell counts during the acute and early phases of infection compared to those observed in
normal progressors, and lower nadir CD4 counts than those found in both normal and slow
progressors. Chronically-infected normal progressors had higher viral load than that observed
in both ART-treated rapid progressors and slow progressors, but rapid progressors had the
highest peak viraemia. There is no significant correlation between CD4" T cell counts or viral
loads and the monocyte, DC, B cell populations, and cytokine levels studied here either

within groups or among all patients during acute or chronic infection (data not shown).

Longitudinal monitoring of membrane-bound BLyS expression on mDC and monocytic
precursors in HIV-infected individuals with different rates of disease progression

The descriptions of the cell gating experiments shown in Figures la and 2a are
indicated in the legends to these figures. The levels of BLyS cell surface expression on blood
CD16 mDC and CD14'CD11¢"'CD16" mDC precursors were significantly higher in the rapid
and normal progressor groups compared to those observed in the HIV negative donor group
(figures 1b and 2c, left and middle panels). The relative levels of BLyS expression on the
CD16  mDC population remained high throughout the course of infection regardless of ART.
BLyS membrane expression on CD16" mDC, monocytes and CD14'CD11¢'CD16" mDC
precursors in both rapid and normal progressors was also above normal levels, however this
was less sustained than for the CD16° mDC subsets (figures lc, 2b, 2d, left and middle
panels). On the other hand, the expression levels of membrane BLyS in both viremic and
aviremic slow progressors were similar to those observed in the HIV negative donors (figures

1 and 2, right panels).
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The percentage of mDC and precursors expressing BLyS in rapid progressors was
elevated throughout the study follow-up and despite successful therapy (CD16° mDC
precursors, 9-12 months post-ART, p=0.01). As for normal progressors, this percentage was
elevated during acute infection and decreased to normal values in the subsequent phases of
infection, with a significant drop between the acute and early phases of infection (CD16
mDC p=0.02, CD16" mDC p=0.01, CD16" mDC precursors p=0.006). We observed no
significant difference in the percentage of monocytes expressing BLyS between the HIV

negative and HIV positive groups at all time points analysed.

Longitudinal monitoring of plasma concentrations of B cell growth factors in HIV-
infected individuals with different rates of disease progression

Consistent with the above observations, BLyS plasma concentrations were increased
in the acute and early phases of infection in both rapid and normal progressors (figure 3a, left
and middle panels, respectively). Although BLyS concentrations decreased slightly upon
initiation of ART in rapid progressors, it remained elevated in both chronically-infected
ART-naive normal progressors and viremic slow progressors (figure 3a, middle and right
panels). Thus despite the lack of correlation between plasma BLyS concentration and viral
load (data not shown), significantly higher levels of BLyS were observed in the blood of

HIV-infected patients with uncontrolled viraemia.

The blood levels of APRIL, IL-6, and IL-10 were higher throughout the course of
infection in all HIV-infected individuals compared to those observed in HIV negative donors
(figures 3b, 3c, 3d). In contrast to BLyS, the secretion of APRIL, IL-6 and IL-10 was also
increased in aviremic subjects. Indeed, significant increases in the plasma levels of these
cytokines were observed in ART-treated rapid progressors and aviremic slow progressors

(figures 3¢ and 3d, right panels).

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

The relative frequencies of naive CD19°CD10°CD27 IgM 'CD21", mature activated
CD19°CD10°CD27 IgM CD21"", and resting memory CD19°CD10°CD27 IgM CD21"¢" B

cells are depicted in figure 4. The mean cell percentages of naive B cells in all HIV-infected
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individuals were lower throughout the course of infection than those observed in HIV
negative donors, reaching statistical significance in both normal and slow progressors (figure
4b). However, the situation is quite different for mature activated B cells, where the mean
percentages remained significantly above normal levels in rapid, normal and viremic slow
progressors (figure 4¢). A significant decrease in memory B cell frequencies was observed in
chronically infected normal progressors and viremic slow progressors (figure 4d, middle and

right panels).

Upon analysis for variations in the relative frequencies of circulating MZ B cells, we
identified CD19°CD27"CD1c IgM"" cells with two different phenotypes, namely CD21"€"
and CD21"" (Figure 5a). CD21"" cells correspond to mature MZ B cells, while CD21""
cells, which also express CD10, present features of both transitional immature (T1) and MZ B
cells (789,790) and are thus considered here as precursor/activated MZ-like B cells.
Although, the frequencies of mature MZ B cells remained unaltered in both rapid and normal
progressors (figure 5b, left and middle panels), the percentages were significantly below
normal levels in slow progressors (figure 5b, right panel). On the other hand, the mean cell
percentages of precursor/activated MZ-like B cells were increased in the acute and early
phases of infection in both rapid and normal progressors (figure 5c, left and middle panels).
Although frequencies decreased upon initiation of ART in rapid progressors, they remained
elevated in both chronically-infected ART-naive normal progressors and viremic slow
progressors (figure 5¢, middle and right panels). No alterations in blood frequencies of TI B
cells were found in the HIV-infected subjects at the time points studied (data not shown). The
elevated levels of activated mature B cells and precursor/activated MZ-like B cells observed
in the blood of rapid, normal, and viremic slow progressors, are indicative of a persisting
immune activation, which is further illustrated by high serum levels of IgG found in these

individuals over the course of infection (supplemental figure 2).
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DISCUSSION

We have previously shown that blood levels of mature mDC in rapid and normal
HIV progressors were decreased in the acute phase of HIV infection and remained below
normal levels in the subsequent phases of infection beyond successful therapy and despite
non-progressing clinical disease (786). These HIV-infected subjects also had elevated blood
levels of CCL2 (MCP-1), CCL19 (MIP-33) and CCL20 (MIP-3at) (Fontaine et al,
unpublished), suggesting that the relatively low levels of mDC in circulating blood may be
secondary to the active recruitment of these cells to peripheral sites. We now report that these
mature mDC are driven to excessive expression of surface BLyS, with a concomitant
increase in blood levels of BLyS and B cell growth factors. A previous study by Stohl et al
(2002) has shown that BLyS expression levels by blood monocytes correlated with serum
auto-Ab titers in HIV-infected subjects (791). Our results have also demonstrated that blood
monocytes from HIV-infected individuals express BLyS, but the level of expression was less
elevated and sustained than that found on mDC. Nevertheless, a CD11¢'CD14'CD16
monocytic DC precursor population, which was increased in the blood of chronically infected
untreated HIV normal progressors (786), was found herein to express high levels of BLyS. A
murine analog of this precursor population has been described and reported to be mainly
recruited to inflammatory sites and linked to the formation of inflammatory “Tip-DC”, which
are a source of cytokines and tumour necrosis factor (TNF), of which BLyS is a family
member (792). This is suggestive of pressure on the monocytic precursors to drive DC
differentiation towards an inflammatory phenotype, and indicative of the major involvement
of DC as a source of BLyS. However, BLyS can be produced by T cells in situations of
autoimmunity (793), and we observed that BLyS expression on total activated blood T
lymphocytes was also elevated throughout the course of infection in both rapid and normal

progressors (data not shown).

Consistent with the high mDC BLyS expression levels and concentrations of BLyS
and other B cell growth factors in the blood of HIV rapid and normal progressors, these
subjects also presented elevated levels of blood mature activated B cells (figure 4c) and
serum hyperglobulinemia (supplemental figure 2), as previously reported in clinically

progressive HIV infection (794,795). However, the fact that we find these events to occur
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independently of the plasma viral load and blood CD4+ T cell counts, and beyond successful
ART, resolves previous controversies (770-773), and supports the notion that although a
certain control of viral replication and lymphopenia may remediate to some abnormalities,
others will carry-on as a consequence of the persistent HIV infection and chronic immune
activation. It is unlikely that the effects of HIV disease progression on the B cell
compartment result from their direct infection. Indeed, despite the fact that HIV seems to
replicate in CD40 stimulated B cells in vitro, the virus has not yet been shown to infect or
replicate in B cells in vivo (796-800). Therefore, our data suggest that the altered DC status
we found in rapid and normal progressors, may be a major contributor to driving B cell
dysregulations throughout the course of infection, as early as in the acute phase and despite
successful therapy. As to whether such events are regulated by the host response and/or
modulated by direct and indirect viral effects, remains to be established. The chronic
inflammatory status in HIV-infected subjects resulting from factors such as HIV-products,
excessive apoptosis and products from microbial translocation may be responsible for such
events (801,802). In support of this, blood levels of lipopolysacharride (LPS), LPS binding
protein (LBP) and soluble CD14 (sCD14) were elevated in HIV rapid and normal progressors

as soon as in the acute phase and despite successful therapy (Supplemental figure 3).

Interestingly, our study revealed for the first time, that a population with features
shared by both TI and circulating MZ B cells and presenting a
CD1¢'CD21""IgM""CD10°CD27" precursor/activated MZ-like B cell phenotype, was
increased in the blood of viremic HIV-infected subjects throughout the study follow-up
(figure 5c). This finding is consistent with the fact that TI B cells were found to be increased
in the blood of HIV-infected patients with advanced disease (803). However, our staining
strategy suggests that these cells maybe driven towards MZ-like B cell differentiation.
Accordingly, TI B cells were shown to give rise to MZ type B cells in conditions associated
with chronic pathology (789). Furthermore, the fact that TI B cells are hyper-responsive to
BLyS (789,804), raises the possibility that mDC over-expressing/producing BLyS may
contribute to the skewing of TI B cells towards a MZ phenotype and to driving their
expansion. The high level of blood precursor/activated MZ-like B cells, along with the
recently described defects of IgM" memory B cells in HIV-infected individuals (769) and
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with the fact that DC accumulated in particularly enlarged MZ in HIV-Tg mice (778,779),
suggests that the DC-mediated B cell dysregulation process is likely to affect “first line” B
cell populations. Indeed, given their localisation within lymphoid organs and mucosal
associated structures, these B cells are highly influenced by DC and constitute first line T-
independent defence against invading pathogens (805,806). First line B cells are found in
various pathologic conditions such as infection, autoimmunity, and lymphomas
(804,807,808), and mDC may be driving such complications. Also, the fact that MZ-type B
cells play a pivotal role in establishment of germinal center reactions by shuttling blood-
borne immune complexes to follicular DC (809), suggests that perturbations at the level of
MZ-type B cells are likely to contribute to the defects observed in the generation of adaptive
responses and maintenance of memory, which are lost with chronicity in HIV-infected

individuals as shown here and previously (810,811).

This study has also raised another important issue, in that the mDC and B cell
compartments are better preserved in slow progressors. Indeed, in contrast to that observed in
HIV rapid and normal progressors, blood mature mDC frequencies (786) and their BLyS
expression levels were unaltered in slow progressors. Interestingly, monocytic DC precursors
of a CD11¢'CD14'CD16" phenotype, of which murine analogs are thought to settle
peripheral organs in steady state conditions (792), were found to be significantly increased in
the blood of slow progressors (786), and to bear normal BLyS levels. This suggests
homeostasis and replenishment of a “non-inflammatory” DC sub-population, which appears
to be beneficial to the control of disease progression. Accordingly, B cell dysregulations were
found to a lesser extent in slow progressors, with hardly any signs detected in the blood of
aviremic individuals. Although serum IgG and activated mature B cells as well as
precursor/activated MZ B cells were increased in the blood of viremic individuals, serum IgA
titers were not elevated in these subjects (supplemental figure 2), suggesting a certain level of
control. Interestingly, aviremic slow progressors did not show increased BLyS serum levels,
nor enhanced frequencies of activated mature and precursor/activated MZ B cells in their
blood, supporting the notion that these individuals present a greater level of “control” over
disease progression. Surprisingly, both groups of slow progressors presented lower

frequencies of circulating mature MZ B cells when compared to healthy donors, HIV rapid
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and normal progressors, suggesting that recruitment of this population to peripheral sites may
also be beneficial to the control of disease progression. Although our observations with slow
progressors may reflect early stages of malfunction, we rather favour the possibility by which
these events reflect disease control, which might be an active process involving the
production of effective HIV-specific antibody responses, such as IgA at mucosal sites. In this
view, DC have been shown to support T-independent IgA class switch recombination in
human mucosal sites (806,812). IgA is the most abundant mucosal Ig and aids several
functions including immune-mediated exclusion of both pathogenic and commensal
microorganisms (806,812,813). Thus, the favouring of its production at mucosal sites, which
are major for HIV entry, propagation and perpetuation, is likely beneficial to the host,
allowing for a better preservation of membranes. This is consistent with the normal levels of
microbial products measured in the blood of slow progressors (Supplemental figure 3). Also,
mucosal HIV-specific IgA levels and neutralizing capacity have been correlated with HIV
disease progression (814). Although the issue of “protection” conferred by mucosal HIV-
specific IgA remains controversial, in many studies these Igs have been found to neutralize
HIV infection and inhibit viral trancytosis in vitro (814-816). Furthermore, a recent study on
HIV gp4l specific mucosal IgA, produced by cervical B cells from highly-exposed
uninfected individuals, demonstrated evidence for hypermutation, suggesting affinity

maturation (817).

Thus, DC are involved in maintaining a balance between tolerance and protective
immunity at both the innate and adaptive levels, which process is pivotal at mucosal sites,
where immune homeostasis processes warrant peripheral integrity, and where the main battle
with HIV takes place. Our results support the notion that the extent to which disease
progression is controlled may be linked to the capacity to orchestrate DC inflammatory
conditions, as reflected by their BLyS expression levels, which may influence the outcome of
B cell disorders, and this may be involved in modulating the threshold towards disease

progression.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. BLyS expression by myeloid dendritic cells (mDC). A) Cells were gated on total
live peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and then on CD3"'HLA-DR" cells (mDC)
(left panel). MDC are CD11¢'CD14CD16 or CD11¢"CD14'CD16" (middle and right panels).
B) Membrane BLyS expression in CD16° mDC of rapid progressors (left panel), normal
progressors (middle panel) and slow progressors (right panel). C) Membrane BLyS
expression in CD16" mDC of rapid progressors (left panel), normal progressors (middle
panel) and slow progressors (right panel). Same values are used for HIV-negative donors in
left, middle and right graphs to show this group as a control. Membrane BLyS expression is
defined as the calibrated geometric and compared with the Wilcoxon signed rank and Mann-
Whitney U tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within each group
and between the study groups, respectively. Significance levels are shown as * (p<0.05), **

(p<0.01) and *** (p<0.001). PI, post-infection; ART, antiretroviral treatment.

Figure 2. BLyS expression by monocytes and myeloid dendritic cell (mDC) precursors. A)
Cells were gated on total live peripheral blood mononuclear cells (PBMC), then on HLA-
DR'CD3" cells (left panel). Monocytes are CD11¢CD14" (middle panel), and mDC
precursors are CD11¢'CD14°CD16™ or CD11¢'CD14°CD16" (middle and right panels). B)
Membrane BLyS expression in monocytes of rapid progressors (left panel), normal
progressors (middle panel) and slow progressors (right panel). C) Membrane BLyS
expression in CD16™ mDC precursors of rapid progressors (left panel), normal progressors
(middle panel) and slow progressors (right panel). D) Membrane BLyS expression in CD16"
mDC precursors of rapid progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and
slow progressors (right panel). Same values are used for HIV-negative donors in left, middle
and right graphs to show this group as a control. Membrane BLyS expression is defined as
the calibrated geometric and compared with the Wilcoxon signed rank and Mann-Whitney U
tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within each group and

between the study groups, respectively. Significance levels are shown as * (p<0.05).

Figure 3. Plasma concentration of A) B lymphocyte stimulator (BLyS), B) a proliferation-
inducing ligand (APRIL), C) interleukin (IL) —6 and D) IL-10 in rapid progressors (left
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panel), normal progressors (middle panel) and slow progressors (right panel). Same values
are used for HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group as a
control. Plasma concentrations were compared with the Wilcoxon signed rank and Mann-
Whitney U tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within each group
and between the study groups, respectively. Significance levels are shown as * (p<0.05), **
(p<0.001) and *** (p<0.0001). PI, post-infection, ART, antiretroviral treatment. Values

greater than the mean plus three times standard deviation were removed from the analysis.

Figure 4. Relative frequencies of circulating B cell populations. A) Cells were gated on total
live peripheral blood mononuclear cells (PBMC), then on CD19" cells (left panel). Naive B
cells are CD27°CD10CD21'IgM" (upper panels). Mature activated B cells are CD27 IgM’
CD21"" and memory B cells are CD27 TgM CD21"¢" (lower panels). B) Relative frequency
of naive B cells in rapid progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and slow
progressors (right panel). C) Relative frequency of mature activated B cells in rapid
progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and slow progressors (right
panel). D) Relative frequency of resting memory B cells in rapid progressors (left panel),
normal progressors (middle panel) and slow progressors (right panel). Same values are used
for HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group as a control. Cell
population percentages were compared with the Wilcoxon signed rank and Mann-Whitney U
tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within each group and
between the study groups, respectively. Significance levels are shown as * (p<0.05), **

(p<0.001) and *** (p<0.0001). PI, post-infection; ART, antiretroviral treatment.

Figure 5. Relative frequency of marginal zone type B cells. A) Cells were gated on total live
peripheral blood mononuclear cells (PBMC), then on CD19°CD27 IgM" cells (first, second
and third panels, respectively). The two populations are defined as CD1c'CD21"" for
marginal zone B cells and CD1¢'CD21"" B cells (fourth panel). B) Relative frequency of
marginal zone B cells in rapid progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and
slow progressors (right panel). C) Relative frequency of CD1¢'CD21"" B cells in rapid
progressors (left panel), normal progressors (middle panel) and slow progressors (right
panel). Same values are used for HIV-negative donors in left, middle and right graphs to

show this group as a control. Cell population percentages were compared with the Wilcoxon
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signed rank and Mann-Whitney U tests for pair-wise comparisons of different phases of
infection within each group and between the study groups, respectively. Significance levels

are shown as * (p<0.05) and ** (p<0.001). PI, post-infection; ART, antiretroviral treatment.
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Article 3 - Table 1

Table 1. Socio-demographic and clinical characteristics of IHV-infected individuals

Normal Viremic slow  Aviremic slow

Rapid progressors progressors progressors progressors p value

(N=13) (N=17) (N=7) (N=6)
Age at first visit (years) 33+7 39+7 43+ 4 41+8 0.02°
Sex (male/female) 12/1 17/0 7/0 3/3 NS
Race (Caucasian/other) 12/1 16/1 6/1 51 NS
Route of transmission 8 MSM/ 3 HS/2 IDU 16 MSM/1IDU 6 MSM/11IDU 3 MSM/3 HS NS
CD4+ T cell (cells/mm®)
Acute phase 544 £ 143 797 £210 na na 0.002
Early phase 428 + 148 685 + 185 na na 0.001
Chronic phase 394 +£231 601 £271 532+ 130 887+ 122 NS
Nadir 254 +118 432 +£140 506 +£129 506 £ 175 0.0005°
Viraemia (*10° copies/ml)
Acute phase 369 + 703 85.6+ 132 na na NS
Early phase 127+ 184 80.1+ 100 na na NS
Chronic phase 83+17 101 +225 33+£1.5 <0.005¢ 0.0009°
Peak 570 + 808 202 +£236 85+6.5 0.065 +0.027 <0.0001¢

Age, CD4 and viraemia are expressed as mean plus or minus standard deviation.

Sex, race and route of transmission were compared using chi-square test.

Pairwise comparisons of CD4 for acute and early phases were performed using unpaired T-
tests.

Pairwise comparisons viraemia for acute and early phases were performed using Mann-
Whitney tests.

Comparisons among all groups (age at first visit, CD4 and viraemia in the chronic phase, and
nadir CD4) were performed with the one-way analysis of variance test.

p=0.04 and 0.003 for the comparisons of age between rapid and normal progressors and
rapid progressors and viremic slow progressors, respectively, as determined by Mann-
Whitney test.

°p=0.0008 and 0.001, and 0.02 nadir CD4 compared between rapid and normal progressors,
rapid and viremic slow progressors, and rapid and aviremic slow progressors, respectively, as

determined by Mann-Whitney test.
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‘p=0.04, 0.02, 0.002, and 0.002 for the comparison of viraemia in chronic phase between
rapid and normal progressors, normal progressors and viremic slow progressors, normal
progressors and aviremic slow progressors, and viremic and aviremic slow progressors
respectively, as determined by Mann-Whitney test.

dp=0.006, 0.0007, 0,0005, 0.0004 and 0.001 for the comparison of peak viraemia between
rapid progressors and viremic slow progressors, rapid progressors and aviremic slow
progressors, normal progressors and viremic slow progressors, normal progressors and
aviremic slow progressors, and viremic and aviremic slow progressors, respectively, as
determined by Mann-Whitney test.

“50copies/ml corresponds to the detection threshold of the viral load test.

HS, heterosexual; IDU, intravenous drug users; MSM, men who have sex with men; N,

numbers; NS, not significant; na, not available.
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Supplemental figure 1. Longitudinal changes in CD4 T cell counts and viral loads. a) CD4 T
cell counts in rapid (left panel), normal progressors (middle panel), and slow progressors
(right panel). b) Viral loads in rapid (left panel), normal progressors (middle panel) and slow
progressors (right panel). Cell populations and viral loads were compared using the Wilcoxon
signed-rank and Mann-Whitney U tests for pairwise comparisons of different phases of
infection within each group and between study groups, respectively. Significance levels are

sown as * p<0.05. ART, antiretroviral therapy; PI, postinfection.
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Supplemental figure 2. Longitudinal changes in serum IgG and IgA. a) Serum
concentrations of IgG in rapid (left panel), normal progressors (middle panel), and slow
progressors (right panel). b) Serum concentrations of IgA in rapid (left panel), normal
progressors (middle panel), and slow progressors (right panel). Same values are used for
HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group as a control. IgG and
IgA concentrations were compared using the Wilcoxon signed-rank and Mann-Whitney U
tests for pairwise comparisons of different phases of infection within each group and between
study groups, respectively. Significance levels are shown as * p<0.05 and ** p<0.001. Ig,

immunoglobulin; ART, antiretroviral therapy; PI, postinfection.
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Supplemental figure 3. Longitudinal changes in inflammation markers plasma
lipopolysaccharide (LPS), soluble (s)CD14 and LPS binding protein (LPB). a) Plasma LPS
concentrations in rapid (left panel), normal progressors (middle panel), and slow progressors
(right panel). b) Plasma sCD14 concentrations in rapid (left panel), normal progressors
(middle panel), and slow progressors (right panel). ¢) Plasma LPB concentrations in rapid
(left panel), normal progressors (middle panel), and slow progressors (right panel). Same
values are used for HIV-negative donors in left, middle and right graphs to show this group
as a control. Plasma concentrations were compared with the Wilcoxon signed rank and
Mann-Whitney U tests for pair-wise comparisons of different phases of infection within each
group and between the study groups, respectively. Significance levels are shown as *

(p<0.05) and ** (p<0.001). PI, post-infection; ART, antiretroviral treatment.
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Discussion

1 Progression clinique du VIH

1.1 Dynamiques des mDC dans un contexte de progression clinique

Lors de I’infection par le VIH, les DC résidant dans les muqueuses sont parmi les
premicres populations cellulaires a entrer en contact avec le virus. Elles sont directement
impliquées dans la transmission du virus aux lymphocytes T CD4" dans les couches sous-
jacentes ainsi que les ganglions drainants (818,819). Des études in vitro ont démontré que les
DC immatures peuvent supporter une infection par le VIH, et ceci est supporté par des études
in vivo, ou des DC infectées ont été détectées chez des patients infectés par le VIH (499,820-
823). De plus, des facteurs viraux peuvent affecter les DC méme en 1’absence d’infection
(21,543,544,548-551). Elles s’en trouvent alors affectées au niveau de la fréquence, du
phénotype et des fonctions. En effet, les patients infectés par le VIH présentent des
fréquences diminuées de DC dans le sang et les muqueuses, ainsi qu’un niveau d’activation
partiel des mDC (14,15,20-22,820,824). Bien que les dynamiques des DC chez les patients
infectés par le VIH aient été associées aux taux de cellules T CD4" et a la charge virale, une
controverse perdure quant a leurs altérations en présence du traitement antirétroviral
(16,19,143,144,152,153). Ces discordances de résultats sont dues au manque d’uniformité
des études effectuces, a la rareté des études longitudinales et au manque de définition des
groupes de patients infectés par le VIH.

Par conséquent, la premiére étape du présent travail a été de résoudre ces questions
controversées en évaluant, de facon longitudinale, les dynamiques des différentes populations
de DC chez les patients infectés par le VIH. Nous avons donc analysé les fréquences
relatives et niveau d’activation des DC au niveau des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC, peripheral blood mononuclear cells), de fagon longitudinale chez des
patients affichant divers taux de progression clinique. Les patients étaient divisés selon les
groupes suivants :

e Les progresseurs rapides, pour qui les niveaux de cellules T CD4" sont descendus

sous 250 cellules/'mm’ durant les deux premiéres années de 1’infection par le VIH.
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Chez ces patients, les analyses ont été effectuées a quatre moments, soit lors de la
phase aigiie et la phase précoce de I’infection, et a la suite du traitement antirétroviral
(trois a six mois, et neuf a douze mois).

e Les progresseurs « normaux » ou classiques, qui ont maintenu des niveaux de
cellules T CD4" supérieurs a 500 cellules/mm’ durant les deux premiéres années
suivant I’infection. Nous avons obtenu des données pour trois visites, correspondant
a la phase aigiie, la phase précoce et la phase chronique de I’infection.

e Les progresseurs lents, qui sont des patients qui vivent avec le VIH depuis un
minimum de huit ans, et qui ont maintenu des niveaux de cellules T CD4" supérieurs
a 500 cellules/mm’ en I’absence de traitement antirétroviral. Les progresseurs lents
¢taient divisés en deux groupes, soit les patients avirémiques et les patients ayant une
charge virale détectable.

e Un groupe contrdle constitué de donneurs sains sans facteurs de risque d’infection

par le VIH.

Ces divisions nous ont permis de discerner la présence de mécanismes liés a la
progression clinique ou a un controle actif de cette progression. Par conséquent, les résultats
seront d’abord traités dans un contexte de progression clinique, et dans un contexte d’absence

de progression par la suite.

L’é¢tude des mDC du sang a révélé les sous-populations CDI11c'CDI6,
CD11c¢'CD16" et CD11¢"CDI123", qui étaient présentes chez les patients infectés par le
VIH et les donneurs sains. La population CD16" a été associée a des conditions
d’inflammation, en raison de la production spontanée de cytokines pro-inflammatoires (825).
Les mDC CDI11¢™CDI23"" ont par ailleurs été identifices in vitro, et représentent
possiblement une population immature, car ces cellules présentent des capacités
phagocytaires supérieures et moins de présentation d’antigénes que les cellules CD123"
(826,827). L analyse de ces populations a révélé qu’en présence de progression clinique, une
diminution de la fréquence et de I’activation des mDC survient dés la primo-infection, et
distingue les progresseurs rapides des progresseurs normaux et lents. A la suite du traitement
antirétroviral, les niveaux d’expression de HLA-DR sont restaurés a des niveaux normaux,

mais les fréquences cellulaires demeurent diminuées, et ce indépendamment des niveaux de
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cellules T CD4" du sang circulant et de la charge virale des patients. Par conséquent, la
diminution observée des mDC semble constituer un marqueur précoce de progression
clinique. Ce phénomene indique également qu’un mécanisme affecte de fagon précoce les
mDC chez les patients infectés par le VIH, et perdure malgré un contrdle de la maladie

effectué par les antirétroviraux.

Plusieurs mécanismes peuvent étre a 1’origine des fluctuations de mDC, notamment
la mort cellulaire induite par le VIH, ou reliée a I’infection. Toutefois, il est également
possible que ces diminutions reflétent un drainage en périphérie, dans une tentative de
combattre la progression de la maladie. En effet, ce phénomene a été démontré
précédemment, ou la baisse des DC du sang semble étre attribuée a un recrutement des
cellules dans les organes lymphoides et aux sites d’inflammation (22,535-537). Ceci demeure
toutefois controversé, car certains patients infectés par le VIH présentent des niveaux
diminués de mDC et pDC a la fois dans le sang et les organes lymphoides (22,535,536,538).
Nous avons donc tenté de trouver une explication possible afin de répondre a cette question,
en mesurant les concentrations plasmatiques de chimiokines susceptibles d’attirer les DC en

périphérie.

D’une part, les chimiokines MCP-1 et MIP-3a sont produites en exces dans des
conditions d’inflammation, et sont responsable de la migration des cellules exprimant CCR2
et CCR6, respectivement, aux sites d’inflammation. Par exemple, on peut observer une
production accrue de MIP-3a dans des maladies inflammatoires de ’intestin, ou on assiste
¢galement a un recrutement massif de DC immatures (430,458). Chez les patients ayant une
progression clinique rapide ou normale, nous avons observé des niveaux plasmatiques élevés
de MCP-1, qui traduisent possiblement une production accrue dans des sites d’inflammation.
Cette augmentation renforce 1’hypothese du recrutement des DC immatures au niveau des
mugqueuses. De plus, la production soutenue de ces chimiokines a la suite du traitement
antirétroviral efficace coincide avec 1’absence de restauration des DC, et souligne également
la présence d’inflammation méme dans un contexte de contrdle de la maladie (410). D’autre
part, la chimiokine MIP-3f, produite par les cellules stromales des organes lymphoides
secondaires, lie le récepteur CCR7, exprimé par les cellules T et les DC matures. La liaison

de CCR?7 attire ces cellules vers les organes lymphoides secondaires. Par conséquent, il est
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possible que les hautes concentrations plasmatiques de MIP-33 observées chez les
progresseurs reflétent une production accrue dans ainsi qu’un recrutement aux tissus

lymphoides.

1.2 Dynamiques des précurseurs de mDC dans un contexte de

progression clinique

Nous avons observé trois populations de précurseurs de mDC, notamment les
monocytes CD11c'CD14", les précurseurs CDI11c'CDI14°CD16 et les précurseurs
CD11¢'CD14°CD16". Ces deux derniéres populations représentent des précurseurs engagés a
se différentier en DC. Les monocytes semblaient peu affectés par ’infection au VIH et la
progression clinique, et ont démontré peu de variations. Toutefois, nous avons observé que
les progresseurs rapides étaient sujets a une diminution de la fréquence des précurseurs
CD11¢'CD14°CD16  lors de I’infection aigiie. A la suite du traitement antirétroviral, nous
avons observé une augmentation de la fréquence de cette population a des niveaux supérieurs
a la normale. Cette augmentation représente possiblement une tentative de reconstitution des
populations de mDC en périphérie. Un analogue murin de cette population de précurseurs
mDC exprime le récepteur de chimiokines CCR2, et est recruté aux sites d’inflammation ou
MCP-1 est exprimé, afin de devenir des DC inflammatoires productrices de plusieurs
cytokines telles que le TNF (412,416). En outre, ces cellules sont des productrices de MCP-1,
ce qui contribue a I’exacerbation de I’inflammation, et au recrutement de cellules permissives
au VIH. Par conséquent, I’augmentation de la fréquence de cette population est compatible
avec l’augmentation de MCP-1 chez les patients, et est possiblement impliquée dans

I’acquisition d’un phénotype inflammatoire caractéristique de I’infection au VIH.
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1.3 Dynamiques des pDC dans un contexte de progression clinique

A Dinstar des mDC, les fréquences de pDC des patients infectés par le VIH ont été
corrélées avec les taux de cellules T CD4" du sang circulant. De plus, la charge virale au
moment de I’initiation du traitement semble &tre un facteur de prédiction de la restauration de
ces cellules (15,144,502). En accord avec ces observations, les progresseurs rapides et
normaux présentent une diminution des pDC lors de la phase aigiie de I’infection, au moment
ou les CD4 sont au plus bas et ou la charge virale est élevée. Le VIH pouvant causer des
effets cytopathiques et la mort des pDC, il est possible qu’un tel mécanisme soit a I’origine
de cette baisse (558). Toutefois, il est également possible que les pDC soient recrutées en
périphérie. En effet, VIH induit I’expression de CCR7 par les pDC (565), et nous avons
observé de hautes concentrations plasmatiques de MIP-3f chez les patients infectés par le
VIH, qui reflétent possiblement une production accrue au niveau des organes lymphoides

secondaires.

En accord avec les études antérieures, nous avons observé une restauration des pDC
du sang chez les progresseurs rapides a la suite du traitement antirétroviral. Par contre, les
pDC circulantes sont également restaurées chez les progresseurs normaux, qui sont demeurés
naifs au traitement tout au long du suivi, et qui présentent des charges virales élevées. Les
dynamiques de pDC chez les patients infectés par le VIH varient donc en fonction des taux

de cellules T CD4" dans le sang, mais indépendamment de la charge virale.

Il est également intéressant de constater que nous observons un « pic » d’activation
des pDC, traduit par une augmentation de 1’expression de HLA-DR lors de la phase précoce
de l’infection, au moment de la stabilisation de la charge virale. Cette augmentation
temporaire de ’activation des pDC représente possiblement une tentative de contrdle de la
virémie, due a la production d’IFN-a et a I’inhibition de la réplication virale effectuée par ces

cellules (321).
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1.4 Production de BLyS par les DC et leurs précurseurs dans un

contexte de progression clinique

Les cellules myéloides, soit les mDC, mais ¢galement les monocytes et les
macrophages, sont impliquées dans la production de BLyS, qui est un des principaux facteurs
de croissance et de survie des cellules B. Toutefois, une production excessive de cette
cytokine est associée avec la sur-activation et I’activation polyclonale des cellules B,
notamment les cellules de la zone marginale, qui incluent des cellules auto-réactives. Par
conséquent, cette cytokine a une implication majeure dans la rupture de la tolérance et le
développement d’auto-immunité (619,620). De hautes concentrations de BLyS ont
fréquemment été observées chez les patients infectés par le VIH, et contribuent possiblement

a I’hyperactivation des cellules B et a I’hyperglobulinémie (737).

Ainsi, nous avons observé des hauts taux d’expression de BLyS membranaire sur les
DC, principalement les DC CD16’, dés les premiéres phases de 1’infection, et perdurant tout
au long du suivi, méme en présence du traitement ART. L’expression de BLyS sur les mDC
CD16  concorde avec les hautes concentrations plasmatiques de BLyS, et souligne
I’importance des mDC dans la production de cette cytokine et dans la régulation des cellules
B. Les monocytes, dont les fréquences étaient moins affectées que celles des mDC, étaient
¢galement moins sujets a sur-exprimer BLyS. En outre, nous avons observé que les
précurseurs mDC CD11¢’'CD14°CD16°, desquels un analogue murin est 1ié a la formation de
DC inflammatoires ou «tip DC », présentaient de hautes concentrations de BLyS
membranaire. Chez la souris, ces précurseurs mDC migrent en réponse a MCP-1, et se
différentient en DC impliquées dans la production de TNF, famille de cytokines a laquelle
appartient BLyS (412,416). Il est donc probable que la production de BLyS par les mDC et
leur précurseurs soit régulée par un phénomene similaire : un exces de MCP-1 tel qu’observé
chez les progresseurs cause un drainage des précurseurs vers des sites d’inflammation, ce qui
entraine la maturation des DC et I’expression et la production de BLyS. Cette observation
supporte la notion de recrutement des DC vers la périphérie et de 1’acquisition d’un
phénotype inflammatoire, de méme que I’implication des mDC dans la production de BLyS

et I’altération des populations de lymphocytes B tel qu’observé lors de cette étude et discuté



152

dans la prochaine section. De plus, certaines cytokines telles que I’[L-10 sont impliquées
dans une régulation a la hausse de I’expression de BLyS par les mDC (828). Comme IL-10
est élevé ici chez les progresseurs, il est possible que cette augmentation soit liée a une
production accrue de BLyS. Il est également possible que I’augmentation de BLyS soit
causée par des facteurs viraux produits par les cellules infectées, ou par des facteurs

inflammatoires, tel qu’observé lors de cette étude.

1.5 Cytokines avec potentiel de croissance pour les lymphocytes B

chez les patients progresseurs

Les DC jouent un réle crucial dans la régulation des réponses des lymphocytes B, et
dans la survie de ces derniers, a la fois par contact direct et par la sécrétion de cytokines (829-
833). De telles cytokines incluent APRIL, IL-6 et IL-10. Ces cytokines sont notamment
importantes dans la survie des plasmocytes et la commutation de classe. L’IL-6 et I’IL-10
sont importantes dans les réponses générées par les cellules B matures. D’une part IL-6 est
responsable de la différentiation des plasmablastes en plasmocytes. D’autre part, 'IL-10 est
responsable de la commutation de classe et de la production d’IgG, dans un processus qui

necessite ¢galement la signalisation via CD40, le BCR ou les TLR (24,486,685,693).

Nous avons dénoté de hautes concentrations d’IL-6 et d’IL-10 chez les progresseurs.
Par le passé, de hauts niveaux de ces cytokines ont été¢ observés dans des pathologies telles
que le SIDA, des lymphomes ou des maladies autoimmunes. Elles sont associées avec la
progression de la maladie chez les patients infectés par le VIH, et correlent souvent avec
I’hyperactivation des lymphocytes B et des titres élevés d’auto-anticorps (385,734,834-837).
De plus, une production excessive d’IL-10 est délétere pour les réponses immunes anti-VIH,
car elle est également responsable de I’inhibition des cellules T via I’activation des cellules T
régulatrices (387). Méme en 1’absence d’infection des DC, une telle production peut étre
induite par des facteurs viraux tels que Nef, Tat ou Env qui sont produits et relargués par les
cellules infectées dans des environnements tels que les ganglions, et peuvent avoir un impact

sur les fonctions des mDC environnantes (496-504).
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Nous avons également observé de hautes concentrations plasmatiques d’APRIL.
Cette cytokine est impliquée dans la commutation de classe T-indépendante et la production
d’IgG ou IgA lorsque conjuguée a une activation via le BCR ou les TLR, dans des sites tels
que la lamina propria de la muqueuse intestinale et les amygdales (24). Or, les progresseurs
ont affiché de I’hyper-IgG et —IgA, ce qui indique un lien potentiel entre la production accrue
d’anticorps et ’excés d’APRIL. De plus, cette cytokine est impliquée dans I’activation des
cellules B de la zone marginale. Un exceés d’APRIL dans une telle niche peut par conséquent
entrainer 1’activation de cellules potentiellement autoréactives. Tel que discuté plus bas, les
progresseurs démontrent une expansion d’une population de cellules B partageant des
caractéristiques des cellules TI, des cellules matures activées et des cellules de la zone
marginale. Il est possible qu’une surproduction d’APRIL, couplée a la surexpression de
BLyS observée chez ces patients, soit une des causes de cette expansion, et qu’elle soit

¢galement a I’origine de ’activation de ces cellules.

1.6 Altérations des populations de cellules B chez les progresseurs

En raison de I’implication des DC dans la régulation et ’activation des cellules B, un
exces de cytokines avec potentiel de croissance pour les cellules B peut contribuer a
I’altération des fonctions et des dynamiques de celles-ci (25,676,829-833,838). De telles
altérations incluent ’activation polyclonale accompagnée d’hypergammaglobulinémie, de
méme qu’une rupture de la tolérance en périphérie (620,726,727). La présente étude a révélé
une augmentation des cellules B matures activées chez les progresseurs, accompagnée
d’hyper-IgG et d’hyper-IgA. Ces anomalies ont été observé dés I’infection aigiie, et ont
perduré en phase chronique malgré le traitement ART, indépendamment des taux de cellules
T CD4" et de la charge virale. Les patients traités ayant une charge virale indétectable, des
facteurs d’origine autre que virale peuvent étre impliqués dans la sur-activation des cellules
B. Ainsi, I’excés de BLyS mesuré dans le plasma des patients ou exprimé par les mDC ou

leurs précurseurs peuvent étre en cause.
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En outre, nous avons observé une population avec des caractéristiques des cellules
TI, des cellules B activées et des cellules B de la zone marginale, que nous avons nommeé
cellules précurseurs/activées de la zone marginale. Ceci rappelle les observations obtenues
des modéles murins HIV-Tg et BLyS-Tg, dans lesquels la population de cellules B de la zone
marginale est augmentée et suractivée dans une condition similaire au SIDA et lorsqu’un
exces de BLyS est présent (27,29,30). Lors de notre étude, cette population était augmentée
des I’infection aigiie, et tout au long du suivi. Les cellules B de la zone marginale sont
préférentiellement augmentées en situation lymphopénique. La déplétion des cellules T et la
destruction des structures folliculaires empé&chent les interactions essentielles a la formation
de centres germinatifs, ce qui favorise I’activation de ces cellules, afin de fournir une défense
de premiére ligne contre d’éventuels pathogénes. De plus, un excés de BLyS favorise la
rétention des cellules TI dans la zone marginale, et leur différentiation en cellules MZ plut6t
qu’en cellules naives (27). La localisation de ces cellules a I’entrée des organes lymphoides
permet leur activation de fagon T-indépendante par les DC, et suggére qu’elles seront les
premiéres affectées par des DC dont la fonction est altérée (24,621,650). L activation de ces
cellules est dépendante de BLyS, et elles sont par conséquent suractivées dans des conditions
pathologiques telles que des infections chroniques et des maladies autoimmunes ou cette
cytokine est produite en exces. Dans de telles situations, ces cellules sont impliquées dans la
production d’auto-anticorps (621,622). Par conséquent, une altération des DC et la
production excessive de BLyS peuvent contribuer a ’augmentation et a la suractivation de
ces cellules. De plus, une altération des populations de cellules B en faveur de cellules de
premicre ligne est possiblement a I’origine des altérations de I’immunité humorale observées
chez les patients infectés par le VIH. En effet, un biais de sélection qui favorise la génération
de cellules ayant un réservoir polyclonal entrave la production de réponses immunes

spécifiques.

Les altérations observées au niveau du compartiment B peuvent étre indirectement
causées par des facteurs inflammatoires tels que LBP et la protéine CD14 soluble. De hautes
concentrations de ces protéines ont été détectées chez les patients des la phase aigiie et
perdurent a la suite de ART. Ils sont indicatifs d’une rupture de I’intégrité mucosale, et
peuvent étre liés a Iactivation des DC via le TLR4, et entrainer 1’activation non-spécifique

des lymphocytes B.
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1.7 Implication des DC dans les altérations du compartiment des

cellules B chez les progresseurs

Les données obtenues lors de cette étude semblent confirmer I’existence d’un lien
entre le maintien de I’intégrité des dynamiques et fonctions des DC et la préservation d’un
compartiment B. En effet, I’absence de corrélation entre les niveaux sanguins de cellules T
CD4" et la charge virale des patients infectés par le VIH indiquent que d’autres facteurs sont
en cause dans les altérations des cellules B et la progression de la maladie. Le rdle joué par
les DC dans la régulation des réponses des cellules B, de méme que les altérations observées
au niveau des DC suggérent qu’une altération de ces cellules pourrait avoir un impact sur les

dynamiques et les fonctions des cellules B.

En conclusion, nous observons que la présence d’altérations des DC chez les
progresseurs est liée & un phénotype inflammatoire, ou il y a expression et production de
BLyS, cytokine de la famille des TNF. Ce phénotype altéré des DC semble étre lié a
I’apparition d’altérations des lymphocytes B dés les premiers stades de I’infection VIH, et qui
perdurent malgré I’initiation du traitement antirétroviral. Par conséquent, bien que le contrdle
de la virémie et des CD4 chez les patients maintiennent certaines fonctions immunes, un
processus sous-jacent continue d’affecter d’autres fonctions essentielles, contribuant a la

progression clinique des patients.

2 Meécanismes de controle liés a ’absence de progression

clinique du VIH

Tel que revu dans I’introduction, les mécanismes de protection contre la progression
clinique de I’infection au VIH demeurent méconnus et controversés. Tandis que certaines
¢tudes soutiennent I’importance de ’activation immune, d’autres tendent a dire que cette

derniére est délétere et que I’absence de progression est liée a des fonctions immunologiques
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dites normales ou non-inflammatoires. La présente étude suggere la présence de mécanismes
actifs liés au controle de la progression ayant lieu chez les progresseurs lents. Nous avons
observé, chez les contrdleurs, des fréquences normales des différentes sous-populations de
mDC, accompagnées d’une augmentation des précurseurs CD11¢'CD14'CD16". Un
analogue murin de ces cellules a été décrit, qui n’exprime pas le récepteur CCR2, et se
différentiec en mDC tissulaire dans des conditions non-inflammatoires (415,839). Par
conséquent, une telle augmentation illustre possiblement une production accrue liée a la
régénération et I’homéostasie des DC, et la reconstitution des populations avec un phénotype
non-inflammatoire. Ces observations sont cohérentes avec les niveaux normaux de
chimiokines « DC-tropiques » observés chez les progresseurs lents, notamment des niveaux
normaux de MCP-1, MIP-3a et MIP-3B. Ceci concorde également avec les niveaux
d’expression normaux de BLyS sur les mDC et leurs précurseurs, qui renforcent la notion de
I’absence d’un phénotype inflammatoire des DC. Ceci est également en accord avec les
concentrations plasmatiques normales de BLyS observées chez ces patients, qui concordent
avec |’observation de fréquences normales de cellules B matures activées et de cellules B
précurseurs/activées de la zone marginale chez les progresseurs lents. Ces observations
soulignent I’importance de ces populations cellulaires dans 1’inflammation caractéristique de
la progression clinique du VIH, et dans les altérations des cellules B que nous avons
observées chez les progresseurs. Par conséquent, la préservation du compartiment des DC est

cruciale afin de maintenir I’intégrité du compartiment B dans I’infection par le VIH.

Chez les progresseurs lents, nous avons également observé une baisse de la fréquence
des cellules B matures de la zone marginale. Cette diminution au niveau du sang suggére
fortement un recrutement a des sites périphériques, phénomene possiblement lié a un controle
actif de I’infection, bénéfique pour les patients. Cette notion est renforcée par 1’observation
de hautes concentrations plasmatiques d’APRIL, IL-6 et IL-10. Ces cytokines jouent un role
dans la régulation des réponses des lymphocytes B, car elles sont principalement impliquées
dans la différentiation des cellules B matures et dans la commutation de classe
(24,486,685,693). APRIL est notamment responsable de la commutation de classe et la
production d’IgA par les cellules B de la lamina propria des muqueuses, essentielle au
maintien de Dlintégrit¢ (689,840). En effet, ces cellules sont activées de fagon T-

indépendante par les DC, et produisent des IgA qui ont pour effet de controler la flore
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commensale, neutraliser des pathogenes potentiels, et prévenir la translocation de produits
microbiens de Dintestin (841). Ceci est donc en accord avec les basses concentrations
d’endotoxines mesurées chez les progresseurs lents. Il est possible que les observations que
nous avons faites chez les progresseurs lents représentent des débuts d’altérations du
compartiment DC, qui pourraient avoir un impact a long terme sur Dintégrité du
compartiment B. Toutefois, nos résultats suggerent plutdt la présence d’un processus de
controle actif, qui contribue & maintenir I’intégrité et 1’équilibre des populations cellulaires et
des fonctions immunes, et qui est li¢ & ’absence de progression clinique et de maladie

apparente.

Les progresseurs lents virémiques, bien que présentant des fréquences normales de
mDC circulantes, ont affiché de hautes concentrations de la chimiokine MIP-3q, reflétant
possiblement une production accrue et un recrutement des cellules immatures au niveau de
sites tels que les muqueuses. De plus, les hautes concentrations de MIP-3f observées chez
ces patients est signe d’une hausse de production et d’un recrutement des cellules matures au
niveau des organes lymphoides secondaires. Ces observations reflétent un processus
d’inflammation sous-jacent malgré 1’absence apparente de progression clinique. En effet,
nous avons mesuré, chez ces patients, des niveaux ¢élevés de BLyS plasmatique, malgré une
expression normale sur les mDC et leurs précurseurs. Des données préliminaires semblent
indiquer une surexpression de BLyS sur les lymphocytes T activés de ces patients, tel qu’il a
déja été observé dans des cas d’auto-immunité (842). De plus, nous avons observé chez ces
patients de hautes concentrations plasmatiques des cytokines IL-6 et IL-10. Ces mesures
concordent avec I’augmentation des populations de cellules B matures activées, des cellules
B de la zone marginale précurseurs/activées, et de I’hyper-IgG observée chez ces patients. Ce
phénomene illustre la présence d’inflammation chez ces patients et démontre I’importance de
considérer des facteurs autres que les niveaux de cellules T CD4" et la charge virale dans
I’évaluation de I’état clinique des patients. Toutefois, I’absence d’hyper-IgA chez ces patients
suggere la présence d’un certain contrdle de la maladie, qui semble moindre que chez les
progresseurs lents avirémiques mais qui n’est pas observé chez les progresseurs rapides et
normaux. Par conséquent, le fait de créer deux groupes distincts de progresseurs lents nous
indique d’une part que les mécanismes de contrdles de la maladie sont meilleurs et plus

efficaces chez les patients avirémiques. Ces mécanismes semblent en effet incomplets chez
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les progresseurs lents virémiques, et semblent inadéquats pour protéger contre les débuts

d’altérations des compartiments DC et B que nous avons observés.
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Conclusion

D’une part, nos observations viennent résoudre certaines controverses et divergences
de la littérature, notamment concernant la restauration de I’équilibre des populations de DC et
de cellules B chez les patients infectés par le VIH sous ART. En effet, la restauration des
niveaux de cellules T CD4" du sang circulant et la suppression de la virémie ne sont pas liées
a une restauration des fréquences de DC circulantes. Une production accrue de chimiokines
attirant les DC, de méme qu’une augmentation des précurseurs liés a la génération de DC
inflammatoires suggérent un recrutement vers la périphérie, 1ié a [’acquisition d’un
phénotype inflammatoire. En accord avec ceci, nous avons observé de hauts taux
d’expression de BLyS ainsi que la présence d’altérations des cellules B telles que I’expansion
des populations de matures activées et précurseurs/activées de la zone marginale dés la phase
aiglie et qui perdurent a la suite du traitement antirétroviral. Ces observations suggerent
fortement I’implication de facteurs autres que les niveaux de cellules T CD4" sanguins et la

charge virale.

D’autre part, nous avons observé que l’absence de progression clinique est
caractérisée par des mécanismes actifs de protection ou de contrdle de la maladie.
L’augmentation d’une population de précurseurs de mDC liés a la génération de DC
tissulaires illustre possiblement une production et une reconstitution constante des DC avec
un potentiel non inflammatoire, qui semble li¢ a un maintient de 1’équilibre des populations

de cellules B.

En outre, les résultats obtenus indiquent un lien entre les dérégulations des DC dans
I’infection a VIH, et les altérations observées au niveau des cellules B. Les altérations
observées chez les DC entralnent 1’acquisition d’un phénotype inflammatoire, et la
production de plusieurs cytokines semblent avoir un effet sur 1’équilibre et les fonctions des
sous-populations de lymphocytes B. La préservation des DC en I’absence de progression
clinique est liée a l’absence d’inflammation, et permet le maintien de Dintégrit¢ du
compartiment des cellules B et la mise en place d’un controle actif qui permet d’empécher ou

de repousser I’apparition de la progression de la maladie. La préservation de I’équilibre des
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populations et des fonctions des DC est donc étroitement liée a la balance des populations de

cellules B, essentielle au maintien de I’immunité humorale et cellulaire.

En conclusion, le rétablissement de fonctions immunes lors de ART, mesurées par les
taux de lymphocytes T CD4" des patients, peuvent masquer ou sous-estimer la présence
d’une progression clinique a un autre niveau, soit celui des lymphocytes B. Par conséquent, le
maintien de 1’équilibre des fonctions DC, notamment les fonctions non-inflammatoires,
pourrait avoir un impact important dans la prévention de la progression de maladies associées
aux altérations du compartiment des cellules B. Un tel maintien pourrait aider & prévenir le
développement de manifestations auto-immunes ou de lymphomes, fréquemment retrouvés

chez les patients infectés par le VIH.
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Perspectives

Les données obtenues lors de la présente étude ont permis de résoudre plusieurs
controverses et de répondre a plusieurs questions, mais elles ont également ouvert la voie a
plusieurs projets futurs. Toutefois, certaines hypothéses n’ont pu étre confirmées en raison
de la nature de nos échantillons. L’¢laboration de projets de recherche incluant des éléments
de muqueuses, tels que des lavages ou des biopsies, et de ganglions, bien qu’étant plus
complexe a obtenir que des prélévements sanguins, permettrait de répondre a plusieurs

questions.

1 Migration des DC en périphérie

Tel qu’observé lors de la présente étude, la diminution de la fréquence des DC
circulantes semble étre causée par un recrutement actif sur des sites périphériques. Il est
possible que ces cellules soient en effet appelés a se rendre dans les organes lymphoides
secondaires et les muqueuses. L’évaluation des différentes concentrations de chimiokines au
niveau des ganglions et de la muqueuse gastro-intestinale nous permettrait d’établir la
présence ou ’absence d’un gradient de concentration, essentiel a la migration des cellules.
De plus, I’évaluation des fréquences de DC dans ces différents compartiments obtenus de
biopsies ganglionnaires et/ou intestinales, de méme que I’expression des récepteurs de
chimiokines sur les DC, constitue une seconde mesure permettant d’évaluer le recrutement
des DC en périphérie. L’expression doit étre quantifiée en parallele par cytométrie et par RT-
PCR (reverse-transcriptase polymerase chain reaction), car la liaison des chimiokines a leur
récepteur peut entrainer une internalisation et une diminution de 1’expression des récepteurs,
nuisant & leur détection. Par la suite des essais in vitro des réponses cellulaires aux

différentes chimiokines permettraient de confirmer nos hypotheses.
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2 Caractérisation du compartiment mucosal

Deux principales populations de DC de la muqueuse gastro-intestinale sont
importantes dans le maintien de la tolérance. Les DC CD103" ont un potentiel tolérogénique
via la différentiation des cellules T régulatrices, et les DC CD103" ont des fonctions
inflammatoires liées a 1’exclusion des pathogénes, via la différentiation et ’activation des
cellules Th17. Il a été démontré que chez la souris, les DC CD103 sont générées a partir de
I’analogue du précurseur de mDC CD16°, également lié a la formation de « Tip-DC », et non
a partir du précurseur CD16" (843,844). Si les précurseurs CD16 sont recrutés a la muqueuse
gastro-intestinale favorablement aux précurseurs CD16", ceci peut avoir des conséquences
importantes au niveau de I’inflammation chronique des patients, tel qu’observé dans des
modeles murins (843,844). De plus, un tel phénoméne peut causer une suractivation des
cellules Th17, perpétuant ainsi le bassin de cellules permissives a I’infection. Par conséquent,
les DC localisées dans les muqueuses jouent un rdle important non seulement dans les
fonctions des cellules B, mais également dans une série de mécanismes complexes liés au
controle de la progression clinique du VIH. Ainsi, il serait intéressant, avec des biopsies
intestinales, de caractériser les populations de DC mucosales des patients infectés par le VIH
avec différents types de progression clinique. 11 est possible que les progresseurs soient sujets
a une rupture de I’équilibre entre les populations de DC CD103" et CD103".

De plus, des signaux générés par I’épithélium sont cruciaux dans la génération et
I’activation de ces cellules. La TSLP, avec 1’acide rétinoique et le TGF-B, entrainent la
différentiation des cellules T CD103", qui a leur tour causent ’activation des cellules T
régulatrices (446). Or, on peut observer, chez les patients infectés par le VIH, une
augmentation relative de la fréquence de ces cellules, qui suppriment les réponses anti-VIH
(295-298). En outre, le contact entre le VIH et les cellules épithéliales induit la production de
TSLP par ces derniéres, et promeut la réplication virale, tel que démontré dans une étude in
vitro (845). Or, dans des macaques infectés par le VIS (virus de I'immunodéficience
simienne), on peut observer une augmentation de la production de TSLP, qui corréle avec
une charge virale élevée (845). Par conséquent, la production de TSLP au niveau des
mugqueuses a deux effets majeurs sur la progression clinique des patients. Elle peut a la fois

inhiber la génération de réponses immunes spécifiques, et contribuer a perpétuer I’infection
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en stimulant la réplication virale. Il serait donc intéressant de mesurer la TSLP dans des
¢chantillons de muqueuses des patients, et d’évaluer la présence d’une corrélation potentielle

avec leur rythme de progression.

3 Caractérisation du compartiment des cellules B

L’¢tude du compartiment des cellules B nous a permis d’observer une hausse des
cellules B matures activées et d’une population que nous avons appelée « cellules B
précurseurs/activées » de la zone marginale. Cette derniére population a été appelée ainsi en
raison de I’expression de marqueurs de cellules B de la zone marginale et de marqueurs de
cellules B immatures. Une analyse plus approfondie de cette population cellulaire permettrait
d’élucider ses fonctions et son implication dans la progression clinique. L’¢tude de plus de
marqueurs d’activation et du niveau d’expression du récepteur BAFF-R permettrait d’estimer
le niveau d’activation et d’établir une corrélation éventuelle entre I’activation de ces cellules
et la production de BLyS. En outre, des essais in vitro de stimulation par BLyS, selon une
courbe de concentration, donnerait une indication sur [’activité de ces cellules et leur

implication dans la production d’anticorps en présence d’un exces de BLyS.

Nous avons observé des concentrations ¢levées d’APRIL chez les progresseurs lents,
de méme que I’augmentation de précurseurs de mDC non-inflammatoires et une diminution
de la fréquence des cellules B de la zone marginale. Ceci nous a permis de formuler
I’hypothése que les cellules B de la zone marginale sont recrutées sur certains sites en
périphérie, notamment les muqueuses, et soient activées de fagon a produire des IgA
protecteurs. Ceci permet de maintenir I’intégrité mucosale et ainsi de restreindre
I’inflammation et la progression clinique. L’évaluation des mesures d’APRIL et d’IgA au
niveau de la muqueuse intestinale permettrait d’approfondir cette hypothése. Puisque la
production dans les muqueuses d’IgA spécifiques pour le VIH est associée avec la résistance
a I’infection (846,847), il serait intéressant d’évaluer la production d’IgA VIH-spécifiques en
lien avec les différences de progression clinique. En effet, la muqueuse gastro-intestinale

étant un des principaux sites de réplication et de propagation virale, il est probable que la
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présence d’IgA permette de restreindre 1’infection et constitue un mécanisme de contrdle de

la progression de la maladie.

Des ¢études chez la souris ont démontré que les cellules B de premicre ligne « B1 »
migrent vers la lamina propria de la muqueuse gastro-intestinale, et se différentient en
cellules productrices d’IgA (24,690,848). Lors de la présente étude, nous avons observé une
diminution des cellules B matures de la zone marginale, et supposé un recrutement aux
muqueuses, reflétant un contrdle actif de I’infection. L’expression de récepteurs de
chimiokines sur ces cellules, la concentration de chimiokines dans la muqueuse, ainsi que
I’évaluation de la présence de ces cellules dans l’intestin permettrait d’évaluer cette
hypothése. Ces analyses seraient indicatives de 1’implication de cette population cellulaire

dans le controle de la maladie.

4 TImplication des DC dans les altérations du compartiment

de cellules B chez les patients infectés par le VIH

Nous avons démontré, lors de la présente étude, un lien entre les altérations du
compartiment des cellules B et des DC chez les patients infectés par le VIH. En effet, nos
résultats indiquent que les anomalies observées sont indépendantes de la charge virale et des
taux de cellules T CD4" des patients. Ceci indique 1’implication de mécanismes autres ou
complémentaires, comme la présence de composantes virales dans les microenvironnements
tels que les ganglions, ou I’expression de ces protéines a la surface de cellules infectées,
ayant un impact sur les fonctions des cellules environnantes. Toutefois, les mécanismes
impliqués doivent étre caractérisés plus en profondeur par des essais in vitro. Ainsi, nous
devons déterminer D’effet de ces protéines sur la production de facteurs de croissance de
cellules B par les DC, et évaluer I'impact des facteurs produits sur la différentiation des
cellules B immatures, leur activation et la production d’anticorps. De tels effets peuvent étre
causés par des surnageants de culture si ils impliquent la production de facteurs solubles, ou

par un contact direct entre les DC et les cellules B immatures si il s’agit de protéines
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exprimés a la surface des DC. Par conséquent 1’¢laboration d’un systéme de co-culture et

d’un systéeme de culture cellulaire a deux chambres permettrait d’approfondir ces hypothéses.

D’autre part, il est possible que méme en 1’absence d’infection productive, différentes
composantes virales aient un effet direct sur les phénotypes et les fonctions des cellules B, tel
qu’il a été observé pour Nef (755,756). Cette hypothése devra étre évaluée en testant 1’effet
de diverses protéines virales sur la différentiation de cellules B immatures, et sur le niveau

d’activation des cellules B, notamment par la voie des TLR.
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