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RESUME

Les progresseurs lents du VIH-1 sont de rares sujets asymptomatiques pendant plusieurs
années sans thérapie antirétrovirale. Parmi ces sujets a progression lente vers le SIDA, il est
possible qu’un sous-groupe perde le contrdle de leur infection apres plusieurs années de controle.
Notre laboratoire a analysé D’expression différentielle de différentes protéines et voies
moléculaires associées a la perte de contréle de I’infection: I’interleukine-32 (IL-32) est une
cytokine pro-inflammatoire dont le niveau des isoformes alpha et delta a significativement
diminué chez les progresseurs lents lors de la perte de contrdle. Par ailleurs, des études
antérieures ont attribué, de facon intrigante, a I’IL-32 aussi bien des propriétés anti-VIH-1 que
des propriétés immunosuppressives induisant un environnement propice a la réplication du VIH-
1.
Ce projet de maitrise s’est penché sur I’implication de I’IL-32 dans la progression de I’infection a
VIH-1 avec un accent particulier sur les progresseurs lents. Nous avons principalement mesuré
les niveaux d’IL-32 des sujets séropositifs comparativement aux sujets VIH négatif et estimé les
fonctions de cette cytokine a travers des études longitudinales et de corrélation.
Nous avons observé que I’[L-32 total demeure plus ¢élevé chez les séropositifs comparativement
aux sujets VIH négatif. Egalement, I’infection par le VIH-1 entraine une augmentation du niveau
d’IL-32 total. De plus, apres une année de thérapie antirétrovirale, les taux plasmatiques d’IL-32
total demeurent significativement plus élevés que ceux des sujets VIH négatif. Comme attendu, le
taux d’IL-32 total augmente lors de la perte de controle de I’infection chez les progresseurs lents.
Une forte concentration plasmatique d’IL-32 total coincide avec: 1) une augmentation du taux
plasmatique de sCDI14 et de la cytokine pro-inflammatoire IL-6, 2) une baisse du compte
cellulaire CD4 et une augmentation de la charge virale. Un taux plasmatique élevé de CCL5
pourrait prédire une faible concentration d’IL-32 total. L’isoforme alpha de I’'IL-32 est plus
¢levée dans le plasma des sujets VIH négatif tandis que 1I’IL-32 gamma semble induire un
environnement pro-inflammatoire et immunosuppressif.
Il ressort a I’issue de ces observations que ’augmentation de 1I’'IL-32 total est associée a la
progression de I’infection a VIH-1 et pourrait constituer un biomarqueur permettant d’apprécier
le pronostic de cette infection.

Mots clés: VIH-1, progresseurs lents, Interleukine-32, sCD14, IL-6, CCLS5, IL-10.
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ABSTRACT

HIV-1 slow progressors constitute a rare population of subjects who remain asymptomatic for
many years without antiretroviral therapy. Among this population, some individuals will lose
control of their infection after several years of immunological control. Our laboratory has
analyzed the differential expression profile of various proteins and molecular pathways
associated with the loss of control of HIV infection. The pro-inflammatory cytokine interleukin-
32 alpha and delta isoforms significantly decreased in slow progressors as they were losing
control of their infection. Furthermore, previous studies have attributed to IL-32 both antiviral
property against HIV-1 and immunosuppressive properties that can induce an environment
conducive to HIV-1 replication.

This project addresses the role of IL-32 in HIV-1 disease progression with a particular emphasis
on slow progressors. We compared the levels of IL-32 in HIV-1 positive versus HIV-1 negative
subjects and evaluated the role of this cytokine using longitudinal studies.

We observed that levels of IL-32 remains higher in HIV-positive compared to HIV-negative
subjects. Also, HIV-1 infection leads to increased level of IL-32. In addition, after one year of
antiretroviral therapy, IL-32 plasma levels remain significantly higher than those of HIV-negative
subjects. As expected, the levels of IL-32 increased as slow progressors lost control of their
infection. A high plasma concentration of IL-32 predicts: 1) an increase in plasma levels of
sCD14 as well as pro-inflammatory cytokine IL-6, 2) a decrease in CD4 cell count and an
increase in viral load. High plasma CCLS5 predicted a low concentration of IL-32. The alpha
isoform of IL-32 is elevated in the plasma of HIV negative subjects while IL-32 gamma appears
to induce a pro-inflammatory and immunosuppressive environment. We conclude that increased
IL-32 levels are associated with progression of HIV-1 disease and could be used as a biomarker
for assessing HIV-1 prognosis.

Keywords: HIV-1, slow progressors, interleukin-32, sCD14, IL-6, CCLS5, IL-10
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1. INTRODUCTION

1.1. Epidémiologie de I’infection 3 VIH-SIDA

Selon le rapport mondial ONUSIDA 2014 (1), 35 millions de personnes vivaient avec le
virus de 'immunodéficience humaine (VIH) en 2013. Ce taux ne peut étre augmenté car plus de
personnes ont acceés a la thérapie antirétrovirale (1). En effet, des données encourageantes
révelent une diminution de 33% du nombre de nouvelles infections passant de 3,4 millions en
2001 a 2,1 millions en 2013 (1). Egalement, le nombre de décés liés au Syndrome de
I’Immunodéficience Acquise (SIDA) est passé de 2,0 millions en 2001 a 1,5 millions en 2013.
Malgré toutes ces avancées remarquables, de nombreux efforts restent a fournir pour venir a bout
de linfection a VIH. Par exemple des études récentes, dans plusieurs pays d’Afrique
subsaharienne, qui regroupent presque 70% du nombre total des nouvelles infections, ont montré
une réduction de 1’'usage du préservatif combinée ou non avec une augmentation du nombre de
partenaires sexuels (1). Egalement, plusieurs personnes infectées par le VIH ne disposent pas de
la thérapie antirétrovirale. Toujours en Afrique subsaharienne, seulement 37% des personnes

infectées ont acceés a la médication antirétrovirale (1).

1.2. Histoire de la découverte du VIH

Le VIH appartient a la famille des Retroviridae (Rétrovirus) et au genre Lentivirus (2). Il
induit une infection lente, chronique et persistante. Le VIH est I’agent causal du syndrome de
I’immunodéficience acquise (SIDA), une maladie dégénérative du systéme immunitaire et du
systtme nerveux central. Cette affection est principalement caractérisée par une déplétion
progressive du taux circulant de lymphocytes T CD4+ jusqu’en dessous de 200 cellules/uL,
correspondant a I’apparition du SIDA. Le sujet est alors susceptible a plusieurs autres pathologies
dites opportunistes pouvant entrainer le déceés en cas de non traitement (2).

En 1981, des médecins aux Etats-Unis rapportent une incidence élevée du sarcome de Kaposi et
des infections a Pneumocystis jirovecii associée a une réduction du nombre de lymphocytes T
CD4+ chez un groupe de sujets homosexuels. On identifie un syndrome d’immunodéficience

acquise. Le virus en cause est isolé en 1983 a I’Institut Pasteur de Paris, en France par le groupe



du docteur (Dr) Luc Montagnier. Cette découverte a valu a ce dernier, avec le Dr Frangoise
Barré-Sinoussi (qui travaillait alors dans 1’équipe du Dr Montagnier), le prix Nobel de médecine
en 2008. Le virus du SIDA est alors associé a un rétrovirus de la famille des HTLV (Human T-
Lymphotropic Virus) (3). Des résultats semblables sont également relevés par le groupe de Robert
C. Gallo aux Etats-Unis. En 1984, le groupe du Dr Luc Montagnier nomme le virus du SIDA,
LAV (Lymphoadenopathy-Associated Virus) et publie la séquence de son génome (4). De son
coté, le groupe de Robert C. Gallo donne le nom de HTLV III au virus du SIDA (5). C’est
finalement en 1986, que la dénomination VIH est recommandé par le comité international sur la

taxonomie des virus (6).

1.3. Caractéristiques générales du VIH

Le VIH est un rétrovirus d’environ 100 nm de diamétre. Les virions relachés lors de la réplication
virale ont une enveloppe constituée d’une double couche phospholipidique externe dérivée de la
membrane de la cellule infectée. Les protéines d’enveloppe sont composées de la glycoprotéine
transmembranaire gp41 qui est liée de maniére covalente a la glycoprotéine de surface gp120. Le
complexe gp41 et gpl120 se retrouve sous forme de trimére a la surface du virus. La matrice est
constituée de la protéine pl7. A I’intérieur de la matrice se trouve la capside composée de
plusieurs copies de la protéine p24. Cette capside renferme la nucléocapside ainsi que le génome
viral constitué¢ de deux copies d’ARN simple brin a polarité positive (figure 1). Des enzymes sont
¢galement retrouvées dans les particules virales a savoir la transcriptase inverse impérative pour
la rétro-transcription de ’ARN en ADN double brin et I’intégrase nécessaire a 1’intégration de
I’ADN proviral dans le génome de la cellule infectée. Il faut noter également la présence des

protéases nécessaire a la maturation des protéines virales (7).
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Figure 1. Structure et morphologie du VIH. Adapté de Greene et al. (11) et reproduit avec la
permission de Nature Publishing Group: Nature Medicine, copyright 2002.

La diversité génétique et la pathogénicité permettent de diviser le VIH en deux types: le VIH-1 et
le VIH-2. Le VIH-2, peu fréquent et moins pathogeéne est génétiquement trés proche du virus de
I’immunodéficience simienne (VIS) des mangabeys enfumés. Au contraire, le VIH-1 beaucoup
plus pathogeéne et responsable de la pandémie du VIH aurait pour progéniteur le VIS des
chimpanzés (8). Le VIH-1 renferme quatre groupes: le groupe M (Major) qui occasionne 90%
des infections et est présent sur tous les continents tandis que les groupes O (Outlier), Non O non
M et P qui sont seulement représentés au Cameroun, Afrique centrale (9). Le groupe M est
composé¢ de neuf sous-types majeurs (A, B, C, D, F, G, H, J et K), le sous-type B est le plus
rencontré en Amérique. Des combinaisons sont possibles entre les sous-types du groupe M
donnant naissance a des formes recombinantes circulantes appelées CRFs (circulating

recombinant forms). 1l existe a ce jour plus de 70 CRF’s (10).

1.4. Génome du VIH-1

Trois geénes structuraux nommés gag (antigéne de groupe), pol (polymérase) et env
(enveloppe), de méme que des geénes qualifiés d’auxiliaires incluant les génes régulateurs: fat et
rev et les geénes accessoires: vif, vpr, vpu et nef sont encodés par le génome du VIH-1 long

d’environ 9.2kb. L’ADN proviral est flanqué a chaque extrémité d’une séquence U3-R-U5



identique appelée LTR (Long Terminal Repeat) (Figure 2) controlant d’une part la transcription
virale et d’autre part I’intégration de I’ADN proviral dans le génome de la cellule infectée par

interaction avec I’intégrase virale (11).

Figure 2. Structure de ’ADN proviral du VIH-1. Adapté de Di Nunzio et al. (12). et reproduit

avec la permission de Elsevier: Vaccine, copyright 2012.

1.4.1. Génes structuraux

Les protéines de la nucléocapside, les enzymes virales et les protéines de surface sont
codés respectivement par les génes de structure gag, pol et env. Le précurseur polyprotéique
traduit par le géne gag est clivé en protéine de la matrice (pl17), de la capside (p24), de la
nucléocapside (p7) et en protéine p6 participant au bourgeonnement des virions (13). Le géne pol
code pour des enzymes incontournables pour la réplication virale. La transcriptase inverse,
obligatoire pour la rétro-transcription de I’ARN viral en ADN qui est ensuite intégré dans le
génome de la cellule infectée a ’aide de I’intégrase virale. La protéase virale permet le clivage
des polyprotéines en protéines fonctionnelles, essentielles a la maturation du virion. Finalement,
la polyprotéine précurseur gpl60 provient du géne env. la gp160 est clivée en glycoprotéines de

membrane gp120 et gp41 grace a une protéase cellulaire nommée furine (11, 14).

1.4.2. Génes auxiliaires

Le génome du VIH est également composé de geénes dits accessoires et de génes
régulateurs (206).
Les génes accessoires sont constitués des protéines vif, vpr, vpu et nef. La protéine Vif

(Viral Infectivity Factor) induit la dégradation d’APOBEC 3F/G exer¢ant son activité antivirale



en s’incorporant dans I’ADN viral (15). Vpu (Viral protein U) est une protéine spécifique au
VIH-1 qui facilite la dégradation de la molécule CD4 dans le réticulum endoplasmique.
Egalement, Vpu, en réduisant la quantité de la protéine Tetherin (BST-2) au niveau de la
membrane cellulaire faciliterait la relache des nouveaux virions dans le milieu extracellulaire (16,
17). La protéine Vpr (Viral Protein R) favorise la réplication du virus en permettant
I’acheminement vers le noyau du complexe de pré-intégration viral, la transactivation des génes
cellulaires ainsi que la différenciation cellulaire (18, 19). La protéine Nef demeure la plus
immunogene des protéines accessoires et est indispensable a la réplication virale in vivo et a

I’évolution de la pathologie (15, 20).

Les génes régulateurs du VIH sont tat (transactivateur transcriptionnel) et rev (Régulateur de
I’expression des génes viraux) (21, 22). Tat permet la transactivation de la transcription de I’ARN
messager (ARNm) et rev assure le transport vers le cytoplasme des précurseurs protéiques Gag,
Gag-Pol et Env issus de la transcription des ARNm non épissés et mono-¢épissés. La protéine rev

permet également la stabilisation et la traduction de ’ARNm (18, 23).

1.5. Cellules cibles du VIH-1

L’entrée du virus dans la cellule nécessite la fixation de la gp120 a la molécule CD4 qui
représente le récepteur principal du VIH-1 (24, 25). Par conséquent, toutes les cellules portant a
leur surface le marqueur CD4 constituent des cellules cibles, principalement les lymphocytes T
CD4+. Le VIH peut cibler aussi les macrophages, les monocytes et les cellules dendritiques (26).
Les lymphocytes T CD4+ sont incontournables dans la réponse immunitaire adaptative pendant
que les monocytes, macrophages et cellules dendritiques constituent des cellules présentatrices
d’antigenes et interviennent dans la réponse immunitaire innée et adaptative (27). L’identification
des corécepteurs majeurs CCR5 et CXCR4 indispensables a I’entrée du virus dans la cellule a
permis la classification des souches virales: les souches de type RS utilisent le corécepteur CCRS,
les souches X4 se servent du corécepteur CXCR4 et les souches a double tropismes R5/X4
utilisent les deux molécules (28-31). Les souches RS infectent aussi bien les macrophages que les
cellules T CD4+ activées, tandis que les souches X4 interviennent en général tardivement dans la

progression de ’infection avec la capacité d’infecter les lymphocytes T CD4+ naives signant un



mauvais pronostic de la maladie (32).

1.6. Cycle de réplication du VIH-1

Le cycle de réplication du VIH-1 peut étre divisé en deux étapes principales (figure 3): la
phase précoce allant de 1’attachement du virus a la cellule cible jusqu’a I’intégration de I’ADN
proviral dans le génome de la cellule infectée, et la phase tardive regroupant la régulation de

I’expression de I’ADN proviral, la maturation et le bourgeonnement des virions (33).
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Figure 3. Cycle de réplication du VIH-1. Adapté de Engelman A. et al. (45) et reproduit avec la
permission de Nature Publishing Group: Nature Reviews Microbiology, copyright 2012.

1.6.1. Phase précoce

Au début, I’attachement se fait par une interaction entre la gp120 et la molécule CD4 (34,
35). 1l s’en suit un changement conformationnel de la gp120 qui expose un site de fixation au
corécepteur CCRS ou CXCR4. L’interaction avec le corécepteur induit un nouveau changement
de conformation permettant la mise en évidence de la glycoprotéine transmembranaire gp41 (36,
37). La fusion des deux membranes virale et cellulaire est faite a I’issu du replie sur elles-mémes
des deux hélices de la gp41. La nucléocapside, alors, dans le cytoplasme cellulaire libére apres

décapsidation les deux exemplaires du méme brin d’ARN du virus ainsi que d’autres enzymes



virales (38-40). A l’aide de la transcriptase inverse, ’ARN est retrotranscript en ADN avec
comme particularit¢ 1’incorporation de plusieurs d’erreurs entrainant une grande variabilité
génétique du virus (41). Le complexe de pré-intégration est finalement composé de I’ADN
double brin généré, de I’intégrase, de la protéine Vpr et d’autres protéines cellulaires. Ce
complexe est acheminé activement vers le noyau. Le génome viral est intégré dans le génome

cellulaire grace a I’intégrase formant ainsi le provirus (42).

1.6.2. Phase tardive

La phase tardive est amorcée par la transcription des ARNm par I’ARN polymérase
cellulaire. Ils sont par la suite épissés ou non et transportés vers le cytoplasme ou ils sont traduits
par les ribosomes. La protéine Nef et les protéines de régulation tat et rev sont d’abord
synthétisées a partir des petits ARNm épissés. Ensuite, la protéine rev assure 1’exportation des
trois précurseurs protéiques Gag, Gag-Pol et Env (gp160) issus de la transcription des ARNm non
épissés et mono-¢épissés (Env). Les précurseurs Gag, Gag-Pol et gp160 sont successivement
traduits. Les virions sont formés par 1’association des protéines virales et I’ARN intégral viral.
Lors du bourgeonnement, les virions emportent avec eux un fragment de la membrane cellulaire a
laquelle sont intégrées les protéines virales membranaires. Les virions deviennent finalement
matures par 1’action des protéases virales qui terminent le clivage des précurseurs protéiques non

clivées (43, 44).

1.7. Pathogénése du VIH-1

1.7.1. Phases cliniques

L’infection par le VIH-1 est majoritairement caractérisée par une déplétion du nombre de
lymphocytes T CD4+. 1l en résulte un affaiblissement du syst¢eme immunitaire augmentant la
vulnérabilité aux infections dites opportunistes, ce qui entraine la mort du sujet infecté.
L’évolution de la maladie peut étre divisée en trois phases: la phase aigue, la phase chronique et

la phase SIDA (figure 4).
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Figure 4. Phases cliniques de P’infection 2 VIH-1. Adapté de Grossman et al. (46) et reproduit
avec la permission de Nature Publishing Group: Nature Medicine, copyright 2006.

1.7.1.1. Phase aigue

La primo-infection par le VIH-1 dure quelques semaines avec une forte réplication virale
et une chute du taux de lymphocytes T CD4+ aussi bien au niveau périphérique que dans les
muqueuses (46). La symptomatologie de cette phase est habituellement caractérisée, entre autres,
par des céphalées, une asthénie, de la fievre et une perte de poids (47). L’infection aigue est
asymptomatique dans preés de 50% des cas. La plupart des souches virales retrouvées durant la
phase aigue sont a tropisme R5 (48, 49). Ainsi, la majorité des cellules infectées sont les
lymphocytes T CD4+CCRS5+ activées. En effet, ces cellules expriment les marqueurs d’activation
tels que CD25, CD69, HLA-DR; également, les protéines virales a savoir nef, tat, rev, env
contribuent a 1’état d’activation de ces cellules qui se poursuit durant les phases suivantes de
I’infection. Plus de la moiti¢ des lymphocytes T CD4+ sont localisés au niveau des tissus
lymphoides associés au tractus gastro-intestinal et 50% d’entres elles expriment le marqueur
CCRS5 a I’opposé de 15% dans le sang périphérique et les ganglions lymphatiques (46, 50, 51). Le
déclin du taux de cellules T CD4+ CCR5+ dans les muqueuses est dii a une cytolyse issue soit de
I’infection de la cellule, soit de I’action des cellules NK (Natural Killer) et des lymphocytes T

cytotoxiques CD8+ (50, 52). En outre, il a été démontré dans une étude récente qu’au cours de



I’infection par le VIH-1, la mort de la majeure partie des cellules T CD4+, soit environ 95% des
cellules localisées dans les tissues lymphoides, est due au phénomene de pyroptose (211). La
pyroptose est une forme intensément inflammatoire de la mort cellulaire programmée au cours de
la laquelle plusieurs cytokines proinflammatoires sont libérées y compris ’interleukine-1f. Ainsi,
les cellules T CD4+ en mourant libérent des cytokines pro-inflammatoires créant un
environnement favorable a la mort des cellules environnantes. La pyroptose est médiée par la
caspase 1 et est déclenchée dans les cellules suite a une infection virale non productive (211).

La réaction immunitaire engendrée au cours de la phase aigue entraine une baisse de la
réplication virale et un rétablissement partiel du taux de lymphocytes TCD4+ périphérique mais

pas dans les muqueuses ou les ganglions (46).

1.7.1.2. Phase chronique

La phase chronique est asymptomatique et dure généralement plusieurs années. Elle se
caractérise principalement par une diminution lente du taux de lymphocytes T CD4+ et une
réplication virale en bruit de fond (46). Le systtme immunitaire étant compromis, il en résulte
une translocation microbienne au niveau du tractus gastro-intestinal, caractérisée par
I’augmentation du taux de sCD14 (CD14 soluble), ce qui alimente 1’activation progressive du
systétme immunitaire (53) déja entamée depuis la phase aigue de I’infection. Plusieurs cytokines
pro-inflammatoires sont alors produites. Ainsi, la déplétion massive du taux de lymphocytes T
CD4+ ne pourrait étre uniquement attribuée a 1’infection cellulaire mais surtout a I’épuisement du

métabolisme des cellules de I’'immunité (54).

1.7.1.3. Phase SIDA

Le stade SIDA constitue la phase terminale de Dl’infection a VIH-1. Le taux de
lymphocytes T CD4+ devient inférieur a 200 cellules/uL (55). Le rebond de la charge virale est
accompagné d’une activation accrue du systéme immunitaire (46). A ce stade, il y a un
changement du tropisme de CCRS a CXCR4 chez certains sujets, quoique cela puisse se faire
tout au long de I’infection (50). Ces souches X4, plus sensibles a I’immunité antivirale,

apparaissent toutefois & un moment ou la défense immunitaire est complétement affaiblie (46). Le



patient est vulnérable a des pathogenes dits opportunistes qui ne seraient pas en mesure d’infecter
un sujet immunocompétent. Les maladies opportunistes rencontrées a la phase SIDA peuvent étre
d’origine fongique, virale, bactérienne ou parasitaires. Il est également possible d’observer des

néoplasies tel que le sarcome de Kaposi (56, 57).

1.7.2. Réponse immunitaire contre le VIH-1

La réaction du systéme immunitaire face a un agent pathogéne peut prendre quelques
jours en ce qui concerne la réponse adaptée spécifiquement au pathogeéne responsable de
I’infection (58). La réponse immunitaire innée constitue la premiére barriere de défense non

spécifique contre un microbe donnée.

1.7.2.1. Réponse immunitaire innée

Les principaux acteurs de DI'immunit¢é innée sont les cellules dendritiques, les
macrophages, les polynucléaires neutrophiles et les cellules NK (58). Les pathogenes possédent
des motifs caractéristiques appelés PAMP (pathogen-associated molecular patterns) permettant
aux cellules de I’'immunité innée de les reconnaitre a travers un systeme de récepteurs nommes
PPR (pattern recognition receptors) incluant les TLR (toll like receptors) (59). A la suite de cette
reconnaissance, les cellules expriment des molécules de costimulation et sont en mesure de
sécréter plusieurs cytokines. Au cours de I’infection par le VIH-1, les polynucléaires sécrétent
des défensines ou HNP (human neutrophil peptides) (60) ayant une activité inhibitrice de la
réplication virale par action directe sur les virions ou les cellules infectées. Les cellules
dendritiques et les macrophages phagocytent les particules virales afin de les présenter aux
lymphocytes T par I’intermédiaire du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe I
participant ainsi a I’amorce de la réaction immunitaire adaptative. De plus, les cellules
dendritiques sécretent le TNF (tumor necrosis factor) améliorant la réponse immunitaire innée
contre le VIH-1 (61, 62). Les cellules NK ont, quant a elle, la capacité de reconnaitre et de lyser
les cellules infectées du fait que ces dernicres baissent I’expression du CMH de classe I a leur
surface (63, 64). La cytotoxicité des cellules NK est malheureusement amoindrie lorsque la

charge virale est trés élevée, et est rétablie lorsque la virémie baisse au cours du traitement
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antirétroviral (65). Les chimiokines, ligands de CCRS5 (CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-13 et
CCL5/RANTES), sont sécrétées par les cellules NK. Il s’opére donc une compétition entre le
virus et les ligands naturels pour la liaison au CCR5 nécessaire a ’entrée du VIH-1 dans la

cellule cible, ce qui a pour conséquence de réduire le nombre de cellules infectées (58, 66).

1.7.2.2. Réponse immunitaire adaptative

La réaction immunitaire est constituée d’une réponse a médiation cellulaire (lymphocytes

T) et d’une réponse a médiation humorale (lymphocytes B).

1.7.2.2.1. Les lymphocytes T CD4+ spécifiques au VIH-1

Les lymphocytes T CD4+ jouent un rdle crucial dans I’orchestration de la réponse
immunitaire a médiation cellulaire (58). Les cellules T CD4+ activés, soient par les protéines de
I’enveloppe virale ou méme par les protéines Nef Gag et Pol, controlent I’activation des
lymphocytes B et contribuent fortement a la différenciation des lymphocytes T CD8+ (67-70).
Malheureusement, les cellules T CD4+ activées sont trés permissives a I’infection par le VIH-1
contribuant a leur déplétion massive au cours de la primo-infection (71, 72). De plus, les
lymphocytes T spécifiques au VIH-1 sont plus sujets a I’apoptose du fait, entre autres, de leur
faible niveau d’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (73). Par ailleurs, la translocation
bactérienne supportant I’activation chronique du systéme immunitaire oblige un ajustement
permanent du stock de cellules T CD4+ qui contribue également a causer leur déficit (50). Par
ailleurs, 1’expression des molécules de régulation négative de la réponse immunitaire, telles que
CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) et PD-1 (Programmed cell death-1), est régulée a
la hausse chez les cellules T CD4+ spécifiques au VIH-1. En effet, aprés la signalisation du TCR,
la modulation de la réaction immunitaire est faite par CTLA-4 et PD-1 (74). De plus, des auteurs
ont montré une corrélation positive entre la charge virale, la progression de la maladie et
I’expression de ces molécules de régulation négative. A contrario, une baisse du nombre de

cellules T CD4+ est observée lorsque I’expression de CTLA-4 et PD-1 est augmentée (75-77).
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1.7.2.2.2. Les lymphocytes T CD8+ spécifiques au VIH-1

La progression de I’infection par le VIH-1 dépend fortement de 1’efficacité de la réponse
cellulaire T CD8+ définissant ainsi la durée de la phase asymptomatique (78).
Les cellules T CD8+ effectrices ou lymphocytes T cytotoxiques apparaissent généralement une a
deux semaines suivant le pic de la virémie. En effet, les peptides viraux sont présentés aux
cellules T CD8+ dans le contexte du CMH de classe 1. Les lymphocytes T CD8+ spécifiques sont
alors capables de lyser les cellules infectées (27, 79, 80). Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
détruisent les cellules infectées a travers I’action des enzymes cytolytiques qu’elles libérent a
savoir perforine, granzyme A et granzyme B. Ces enzymes catalysent la voie de mort cellulaire,
donc entrainent I’apoptose des cellules cibles (70).
Les cellules T CD8+ spécifiques au VIH-1 possedent également des propriétés antivirales non
cytolytiques. En effet, a 'image des cellules NK, les lymphocytes T CD8+ ont la capacité de
sécréter les chimiokines ligands de CCRS (MIP-1a, MIP-13 et RANTES), ce qui limite I’entrée
du virion dans la cellule cible et partant contribue a réduire la réplication virale (81, 82). D’autre
part, des ¢études ont montré I’activité antivirale non cytolytique d’un facteur soluble nommé CAF
(CDS8 T cell antiviral facteur) uniquement sécrétée par cellules T CD8+. L’effet inhibiteur de la
réplication virale de CAF est observé sur le VIH-1, le VIH-2 et le VIS (virus de
I’immunodéficience simienne). CAF serait produite uniquement par les cellules T CD8+ des
individus a progression lente vers le SIDA et agit en bloquant la transcription virale (83, 84). Des
investigations restent encore a faire quant a 1’identité moléculaire de CAF.
Ainsi, tous les mécanismes de défense contre I’infection par le VIH orchestrés par les cellules T
CDS8 finissent par faire chuter considérablement la virémie dés la primo-infection (79).
Malheureusement il s’opére, par la méme occasion, la sélection de virions mutants avec des
séquences génomiques différentes, dans des sites discrets de 1’organisme. Par conséquent, les
cellules T CD8+ préalablement actives ne sont plus en mesure de reconnaitre les virions mutants
(85). De nouveaux lymphocytes T CD8+ spécifiques doivent donc étre permanemment
synthétisés dans un environnement de pression antigénique constante avec déplétion progressive
de cellules T CD4+ (50). De plus, la régulation a la hausse de I’expression des molécules
immunosuppressives, particuliérement PD-1, dans les lymphocytes T CD8+ spécifiques au VIH-

1 témoigne de ’activation chronique du systéme immunitaire. Il en résulte un épuisement
Y
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cellulaire avec défaut de différenciation des cellules T CD8+ spécifiques, ce qui correle avec une

progression plus rapide vers le SIDA (74, 86, 87).

1.7.2.2.3. Les lymphocytes B

Dans le contexte de I’infection a VIH-1, les lymphocytes T CD4+ activés induisent la
différenciation des lymphocytes B en cellules capables de produire et sécréter diverses variétés
d’anticorps neutralisants spécifiques des glycoprotéines d’enveloppe gp4l et gpl20 ainsi que
d’autres protéines virales telle que la p24. La chute de la charge virale observée des la primo-
infection est concomitante a la production accrue d’anticorps spécifiques (88-90). Cependant, des
mutations au niveau des régions non constantes de 1’enveloppe sont sélectionnées permettant aux
virions d’échapper a la réaction immunitaire. Par conséquent, les anticorps existants ne seront
plus actifs sur les nouveaux virions mutants. Toutefois, les régions conservées des glycoprotéines
d’enveloppe tel que le site de fixation a la molécule CD4 ne subissent pas de mutations.
Malheureusement, les anticorps neutralisants spécifiques des régions constantes de ’enveloppe
sont produits généralement 20 a 30 mois apres l’infection (209). Ces anticorps sont donc
rarement ou tardivement retrouvés chez les sujets a progression rapide vers le SIDA (91-93). De
plus, durant la phase chronique, le stress antigénique permanent, la diminution progressive du
taux de lymphocytes T CD4+ et les mécanismes viraux d’échappement intempestifs au systéme
immunitaire finissent par entrainer un épuisement cellulaire et un dysfonctionnement de la
réponse humorale avec perte de mémoire immunologique des lymphocytes B. Plusieurs anticorps
non spécifiques des nouveaux épitopes générés sont alors produits. Finalement, les anticorps
spécifiques des régions conservées générés a un stade généralement avancé de 1’infection ne sont
plus en mesure de restaurer la réponse immunitaire assez rapidement (94).

Par ailleurs, I’inhibition de la réplication virale impliquant la cytotoxicité cellulaire dépendant des
anticorps (ADCC pour Antibody-dependent cellular cytotoxicity) a été également rapportée chez
les sujets infectés par le VIH-1. En effet, le mécanisme ADCC évoqué ici est médié par les
récepteurs pour le fragment Fc de certains anticorps produits en réponse a I’infection par le VIH-
1, principalement le récepteur FcRIII (CD16). Plusieurs cellules a savoir les cellules NK,
monocytes, macrophages, ou les polynucléaires neutrophiles sont capables de lyser la cellule

infectée. En fait, ’anticorps, a travers son domaine Fab reconnait la cellule infectée et de fagon
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concomitante est capable de se lier a la cellule effectrice a I’aide de son domaine Fc. Il s’en suit

une dégranulation de la cellule effectrice entrainant la lyse de la cellule ciblée (192-199).

1.8. Traitement de I’infection a VIH-1

Lorsque le VIH a été découvert dans les années 1980, il n’existait pas de thérapie et les
seules approches consistaient a effectuer un traitement palliatif des infections opportunistes liées
au déficit immunitaire. Ce fut en 1987 que la Zidovudine (AZT), premier médicament agissant
directement sur le virus en inhibant la transcriptase inverse fut commercialisé (95, 96). Par la
suite, plusieurs autres molécules antirétrovirales, agissant a différentes étapes du cycle de
réplication du VIH-1, furent mises sur le marché. Au milieu des années 90, I’instauration de
schéma de traitement basés sur la combinaison de plusieurs antirétroviraux (HAART pour Highly
Active Antiretroviral Therapy) incluant deux inhibiteurs de la transcriptase inverse (AZT et 3TC)
et un inhibiteur de la protéase (97, 98) a permis de diminuer significativement la morbidité et la
mortalité¢ associées au VIH. Depuis, plus de 30 médicaments appartenant a 5 classes
d’antirétroviraux incluant les inhibiteurs de corécepteurs et les inhibiteurs d’intégrase ont été
développés, formulés seuls ou en combinaison, et offrent un choix thérapeutique intéressant aux
personnes vivant avec le VIH contribuant a une augmentation significative de leur espérance de
vie. La HAART permet généralement un déclin de la charge virale plasmatique jusqu’a des taux
indétectables (<40 copies d’ARN/mL) tout en favorisant une restauration considérable des
fonctions du systéme immunitaire (27, 102). Cependant, le virus persiste ¢galement dans des
endroits, appelés sanctuaires, presqu’inaccessibles aux molécules antirétrovirales tels que I’ceil et
le cerveau. Ainsi, I’arrét de la thérapie antirétrovirale entraine systématiquement un rebond de la
charge virale. Pourtant, un traitement a vie augmente les risques de toxicité et de résistance aux
antirétroviraux (103, 104). De nombreuses ¢tudes sont donc en cours pour réactiver les réservoirs
viraux afin de les rendre accessibles aux antirétroviraux.

D’autres parts, plusieurs approches de thérapies préventives contre 1’infection par le VIH-1 sont
en investigations. L’essai vaccinal RV144 (Thai vaccine trial) fut le premier a révéler une
protection contre I’infection par le VIH-1 avec un taux de 31%. Cette protection était exercée par
I’induction d’anticorps non neutralisants et de réponses cellulaires T modérées (200). La

découverte des anticorps neutralisants a large spectre produits par certains sujets séropositifs est a
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la base de nombreux travaux concourant a la découverte d’un vaccin (209). Toutefois, un des
obstacles majeurs rencontrés est la difficulté¢ d’induction de ces anticorps par la vaccination. En
fait, ces anticorps neutralisants sont issus de multiples hypermutations (93). Par ailleurs, il a été
montré I’implication du mécanisme de cytotoxicité cellulaire dépendant des anticorps dans la
protection in vivo contre ’infection a VIH dans un modeéle macaque (201). L’induction des
anticorps capable de médier ’ADCC constitue une porte ouverte a de nouvelles investigations

dans le cadre de la recherche d’un vaccin contre 1’infection a VIH.

1.9. Obstacles de la thérapie anti-VIH-1

Plusieurs obstacles sont rencontrés sur le chemin de 1’éradication de I’infection & VIH.
Entre autres, I’établissement de réservoirs viraux, 1’hyperactivation chronique du systéme
immunitaire entrainant un dysfonctionnement de la réponse immunitaire ont contribué a porter un
grand intérét a la modulation de la réponse immunitaire, comme moyen de contrer I’infection a
VIH (208, 210). Par exemple, le blocage des récepteurs des molécules de régulation négative de
la réponse immunitaire telles que PD-1 et CTLA-4 constitue une approche de thérapie
intéressante (76).
D’autre part, il existe de rares sujets infectés par le VIH-1 qui ont la capacité de maintenir la
virémie a des taux faibles parfois indétectables sans thérapie antirétrovirale durant plusieurs
années, ils sont appelés progresseurs lents (PL) (105). Ainsi, les PL font I’objet d’intenses
recherches dans le cadre de la compréhension des mécanismes immunitaires mis en jeu afin

d’inhiber la réplication virale.
1.10. Individus séropositifs a progression lente vers le SIDA
1.10.1. Progresseurs lents et contréleurs élites
Les sujets a progression lente vers le SIDA également appelés progresseurs lents (PL)
représentent une faible proportion des sujets infectés par le VIH ne recevant pas de thérapie

antirétrovirale pendant une période pouvant aller a plus d’une vingtaine d’années dans certains

cas (105, 209). Contrairement aux progresseurs normaux qui développent le SIDA sans
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traitement au bout de 3 a 5 ans aprés la séroconversion, les PL ont souvent la capacité de
demeurer asymptomatiques pendant 10 a 20 ans avec un compte cellulaire T CD4 supérieur a
500/uL (106). Bien que les chiffres puissent étre sujets a quelques variations selon les études, il
est généralement admis que la plupart des PL sont en mesure de contenir la charge virale
plasmatique & un niveau inférieur ou égal a 10000 copies d’ARN/mL, plusieurs d’entre eux la
maintenant entre 50 et 2000 copies d’ARN/mL (105, 107). Pourtant, parmi les 2 a 5% de
personnes séropositives représentant les PL, se trouve un petit groupe d’individus (< 1%) capable
de maintenir la charge virale plasmatique a un niveau indétectable (<50 copies d’ARN/mL)
pendant au moins 7 ans: il s’agit des contrdleurs élites (EC) ou élites suppresseurs du VIH-1
(108, 109).

La capacité¢ exceptionnelle des progresseurs lents a contrer la réplication du VIH-1 sans
traitement suscite a 1’heure actuelle un intérét particulier quant a la recherche de moyens pour

éradiquer la pandémie occasionnée par le VIH-1.

1.10.2. Facteurs contribuant a la progression lente

Les études sont toujours en cours pour expliquer les mécanismes de contrdle a long terme
de la réplication virale chez les PL. Cependant, a 1’heure actuelle, plusieurs facteurs d’ordre

virologique, génétique et immunologique sont évoqués.

1.10.2.1. Virus atténué

Plusieurs études ont révélé que des délétions ou mutations dans la séquence des acides
aminés des geénes régulateurs et accessoires du VIH-1 (tat, rev, vpr, vpu, vif) peuvent contribuer
au controle de la réplication virale et partant a la non progression de la maladie (110-115).

En effet, une mutation en position 138 dans le géne nef, retrouvée plus fréquemment chez les
sujets PL que chez les sujets a progression rapide vers le SIDA, a été identifiée comme étant une
cause de I’inhibition de la réplication virale chez les sujets a progression lente (112, 116, 117).
Cependant, d’autres études effectuées sur une cohorte plus grande, ont révélé qu’en réalité cette
mutation du geéne nef est rarement retrouvée chez les PL. De plus, des travaux ont montré que des

virus isolés de sujets EC ont présenté une cinétique de réplication virale normale in vitro avec
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absence de délétion dans les geénes viraux (118). Ces derniers résultats suggerent donc que les
facteurs liés a I’hote seraient plus impliqués dans le controle a long terme de la réplication virale

que les facteurs viraux.

1.10.2.2. Facteurs génétiques de I’héte

Le récepteur de chimiokine CCRS est utilisé comme corécepteur majeur permettant
I’entrée des souches virales a tropisme RS5. Un polymorphisme dans le géne codant pour
I’expression de CCRS est associé a une progression plus lente de I’infection a VIH-1 (119-121).
Une étude a montré qu’environ 27% des sujets PL portent une délétion de 32 paires de bases dans
le géne codant pour CCRS (CCR5-432) contrairement a seulement environ 1% chez la population
caucasienne (122). De plus, les individus homozygotes pour le géne mutant CCR5-432 sont
résistants a I’infection par les souches de VIH-1 a tropisme RS puisqu’il n’exprime pas CCRS5 a
la surface de leurs cellules (119). Egalement, dans une moindre mesure, d’autres études ont
relevé qu’un polymorphisme dans les récepteurs de chimiokines CCR2 et CX3CR1 parfois
utilisés comme corécepteurs d’entrée pour le VIH-1 est associ¢ a une progression lente de la

maladie (123-125).

Les molécules HLA de classe I présentent les antigénes intracellulaires aux cellules T CD8+. De
facon intéressante, des variants de la molécule HLA B57 soient B5701 et B5703 ainsi que la
molécule HLA B27 ont été associés a une progression lente de I’infection & VIH-1 chez certains

PL (126, 199).
1.10.2.3. Facteurs immunologiques
1.10.2.3.1. Immunité innée

La premicre barriere de défense contre toute infection est assurée par I’immunité innée.
Ainsi, les interférons (IFN) font partie des premiéres substances antivirales synthétisées. En effet,
les particules du VIH-1 induisent la sécrétion d’interférons de type I (IFNo et IFNP)
principalement a travers les voies d’activation des TLR 7 et TLR 8 (127, 207). Les IFN de type I

exercent leur action antivirale aussi bien au niveau des phases précoces que tardives du cycle de
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réplication du VIH-1 empéchant I’infection de plusieurs cellules, ainsi que la transmission virale
des cellules dendritiques vers les cellules T CD4+ (128, 129). Les cellules dendritiques
plasmacytoides, principales productrices d’IFNa in vivo, sont retrouvées en plus grande
fréquence chez les PL par rapport aux progresseurs normaux (130). Cependant, une production
exagérée d’IFN s’aveére dangereuse car entraine ’augmentation de I’expression de CCRS,
corécepteur du VIH-1 participant ainsi a ’activation immune anormale (131). Il s’avére que les
PL, a "opposé des sujets a progression rapide, sont capables de moduler la synthése d’IFN, par
un mécanisme qui demeure toutefois inconnu (132). D’autre part, les facteurs de restriction
intrinséques de I’immunité anti-VIH-1 tels que TRIM 5a, APOBEC3 et Tetherin exprimés de
facon constitutive voient leur expression augmenter suite a la production d’IFN en réponse a
I’infection par le VIH-1 (133, 134).

D’autre part, plusieurs études ont montré que les cellules NK des PL présente un phénotype
différent de celui des progresseurs normaux et des sujets VIH négatif. En effet, ces dernicres
produisent significativement plus d’IFN-gamma (IFNy) utilis¢é comme principal moyen de
controle de la réplication virale par les NK (135, 136). Par ailleurs, des études récentes ont
indiqué qu’au stade précoce de I’infection, une co-expression et une interaction forte entre les
récepteurs régulateurs a la surface des cellules NK (KIR3DL1 et KIR3DSI) et I’allele HLA-
Bw4-081 permettent un controle de la virémie ainsi qu’un ralentissement de la progression vers
le SIDA (137-139).

Méme si la plupart des mécanismes de I’immunité innée contre le VIH-1 chez les PL reste a
démontrer, il est possible de supposer que la réplique rapide et bien orchestrée contre 1’invasion
du systéeme immunitaire permet de réduire considérablement le réservoir et la dissémination

virale constituant ainsi une base solide a I’immunité adaptative.

1.10.2.3.2. Lymphocytes T CD4+

Le mécanisme de contrdle de la virémie a long terme par les cellules T CD4+ est peu
connu. Cependant, une étude avait rapporté que les lymphocytes T CD4+ des PL abritent trés peu
d’ADN proviral indiquant la pauvreté du réservoir viral (140). Toutefois, il a ét¢ montré plus tard
que la persistance d’un faible niveau de réplication virale chez les EC finit tout de méme par

avoir des conséquences négatives sur 1’évolution de la maladie. En effet, une étude ayant
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quantifiée I’ARN du VIH-1 dans le plasma des sujets EC a montré que les fluctuations de la
virémie méme en dessous de 50 copies d’ARN/mL révélaient une corrélation positive avec la
diminution du compte cellulaire T CD4+ chez les EC ayant le plus grand nombre de copies
d’ARN viral (202, 203). Par ailleurs, durant I’infection chez les PL, le compte cellulaire T CD4+
demeure normal ou trés faiblement diminué¢ corrélant inversement avec la charge virale (141).
Contrairement aux sujets a progression normale vers le SIDA, les cellules T CD4+ des PL
expriment des niveaux moins élevés des molécules de régulation négative CTLA-4 et PD-1
signant d’une activation moindre du systéme immunitaire, ce qui freine considérablement
I’épuisement immunitaire (77, 142). Ainsi, les lymphocytes T CD4+ des PL ont conservé leur
polyfonctionnalité¢ a savoir la production abondante d’interleukine-2 (IL-2) et d’IFNy attestant
d’une bonne prolifération et réponse cellulaires face a I’infection virale (143). Peu d’études ont
montré que les cellules T CD4+ des sujets PL produisent plus de CCL3/MIP-1a contrairement
aux sujets a progression normale (144). Les ligands naturels des corécepteurs CCR5 (CCL3/MIP-
la, CCL4/MIP-1B et CCL5/RANTES) et CXCR4 (SDF-1) se comportent comme des inhibiteurs
compétitifs pour I’entrée du VIH-1 (58, 66).

Il est également évoqué la résistance a I’apoptose des cellules T CD4+ des PL a travers

I’inactivation du facteur de transcription FOXO3a (145).

1.10.2.3.3. Lymphocytes T CD8+

La capacité extraordinaire de répression de la réplication virale a long terme observée
chez les PL est majoritairement attribuée a la polyfonctionnalité de leurs lymphocytes T CD8+.
En effet, les cellules T CD8+ des PL sont treés hétérogenes quant a la sécrétion de cytokines et a
leur différenciation (146, 147). Des études ont montré la capacité, sans stimulation préalable in
vitro, de cellules T CD8+ fraichement isolées de PBMC (ex vivo) de sujets PL a inhiber la
réplication virale dans des cellules T CD4+ autologues (148, 149). Le mécanisme d’inhibition
évoqué dans cet essai réside en un contact direct contre la protéine gag plutot que les protéines
env et nef, révélant les propriétés antivirales immédiates dont sont dotées les cellules T CD8+ des
PL (150). En outre, le mécanisme par lequel les chimiokines sécrétées par les cellules T CD8+
des sujets PL inhibe la réplication virale est inconnu, cependant il est couramment rapporté une

sécrétion accrue d’ IFNy, d’IL-2, de CCL4/MIP-1B et de TNF-a (151, 152). En plus,
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contrairement aux progresseurs normaux, les cellules T CD8+ des PL produisent une plus grande
quantité de granzymes B (78) et expriment trés faiblement la molécule PD-1, améliorant ainsi
leur activité cytotoxique (75). Par ailleurs, le facteur soluble CAF (CDS8 T cell antiviral factor),
une protéine de faible poids moléculaire (10-50 kDa) sécrétée par les cellules T CD8 des PL
exerce son activité antivirale de fagon non cytotoxique (84).

De plus, des travaux décrivent la capacité des cellules T CD8+ des PL a induire I’expression a la
hausse des marqueurs CD16 et CD56 favorisant 1’activation des cellules NK (153). Par ailleurs,
I’efficacité des fonctions antivirales des cellules T CD8+ des PL est amoindrie chez ceux
dépourvus de la coexpression des récepteurs régulateurs a la surface des cellules NK (KIR3DL1

et KIR3DS1) et I’alléle HLA-Bw4-081 (149, 154).

La majorité des mécanismes par lesquels les sujets PL répriment la réplication virale reste
a démontrer. A I’heure actuelle, on ne connait pas de facteur unique responsable du contrdle de
I’infection chez les progresseurs lents, d’ou I’intérét de poursuivre les recherches. Ainsi, nous
avons porté notre attention a une interleukine relativement peu étudiée dans le contexte de

I’infection par le VIH-1: il s’agit de I’interleukine-32.

1.11. Interleukine-32

1.11.1. Identification de I’interleukine-32

Les premiers indices de la découverte de I’interleukine-32 (IL-32) furent émis en 1992.
Auparavant appelée NK4, cette protéine d’environ 27 kDa est fortement exprimée dans les
cellules T et NK activées. Rapidement, il a été également démontré que son expression est
régulée a la hausse dans les PBMC apres stimulation par le PHA (phytohémagglutinine) (155).
Cependant, jusqu’en 2005, la fonction biologique de la protéine NK4 demeurait inconnue. Ce fut
Kim et collaborateurs qui, pour la premicre fois, évoquerent la capacité de la protéine NK4 a
induire la sécrétion de plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-o et IL-8. Ainsi,
I’attribution de propriétés pro-inflammatoires a la protéine NK4 lui a value le nom d’interleukine-
32 méme si sa structure n’est pas strictement similaire a celle de la plupart des cytokines connues.

Chez I’humain, le géne de I’'IL-32 est localisé sur le chromosome 16. L’ARN messager de 1’IL-
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32 est principalement retrouvé dans les cellules et tissus de I’immunité mais également dans les
cellules épithéliales. Le taux de I’IL-32 endogéne peut étre modulé par plusieurs stimuli d’origine
microbienne a savoir les lipopolysaccharides (LPS) bactériens (175).

Par ailleurs, I’IL-32 n’a pas été retrouvée chez les rongeurs tels que le rat et la souris. Plusieurs
¢tudes ont été effectuées afin d’identifier une protéine similaire a 1’IL-32 humain chez la souris.
Il s’est avéré qu’une grande partie du géne de 1’IL-32 était manquante chez la souris, et on ne sait
toujours pas si une transcription fonctionnelle est faite. Toutefois, chez d’autres especes telles que

le porc et le cheval, des homologues de I’IL-32 ont été identifiés (174).

1.11.2. Isoformes de I’IL-32

Les isoformes de I’'IL-32 sont actuellement au nombre de neuf a savoir 1L-32a, 1L-32,
IL-32y, 1L-320, IL-32¢, IL-32(, IL-32n, IL-32¢ et 1L-320 (156, 191). Les quatre principales
isoformes sont 1L-32a, IL-32f, IL-32y et IL-326 (figure 5). Toutefois 1’isoforme béta (IL-32p)
semble étre la plus abondante (157).

=

:I NK4 — 705 bp - 234 aa - 26.7 kDa
IL-32a 369 bp - 131 aa - 14.9 kDa
IL-32B 567 bp - 188 aa - 21.7 kDa

*
:I IL-32y — 705 bp - 234 aa - 26.7 kDa
IL-325 e 537 bp - 178 aa - 19.4 kDa

Figure 5. Principales isoformes de I’'IL-32 (IL-32a, IL-32p, IL-32y, 1L-320). Adapté de
Heinhuis B et al. (159) et reproduit avec la permission de Elsevier: Cytokine, copyright 2012.

L’isoforme gamma (IL-32y) se révele étre la plus impliquée dans la mort et I’activation cellulaire.
Ce qui pourrait expliquer son épissage afin d’obtenir des formes ‘moins actives’ telles que I'IL-
32a et 'IL-32B (figure 6). En effet, en plus de favoriser la sécrétion d’autres cytokines pro-
inflammatoires, la surexpression de I’IL-32y endogene cause la mort cellulaire, ce qui n’est pas le

cas pour I’'IL-32a (158-160).
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Figure 6. Epissage de IL-32y générant des isoformes (IL-32a, IL-32f) a propriétés pro-
inflammatoires amoindries. Adapté¢ de Heinhuis B et al. (159) et reproduit avec la permission

de Elsevier: Cytokine, copyright 2012.

1.11.3. Mécanismes d’induction et fonctions de I’IL-32

La découverte des propriétés biologiques de I’IL-32 a fait grandir 1’intérét d’étudier
davantage cette cytokine. Les recherches visant a identifier la cascade de signalisation exacte de
I’TL-32 constituent le centre d’intérét de nombreuses études. A 1’heure actuelle, il n’est pas connu
de récepteur spécifique a I’'IL-32 méme si des études ont rapporté que cette cytokine est capable
de se fixer aux intégrines (aVP3 et aVP6) a la surface cellulaire, identifiant ainsi ces intégrines
comme plausibles récepteurs de I’IL-32 exogene (160). Pourtant plusieurs travaux portant sur
I’induction de I’expression de 1’IL-32 dans divers types cellulaires (PBMC, monocytes, cellules
NK, cellules T, fibroblastes, kératinocytes, cellules endothéliales) en utilisant des stimuli
différents, convergent vers le fait que 1I’IL-32 est une cytokine d’expression principalement
intracellulaire quoiqu’une fixation membranaire soit mentionnée (173). Il serait ainsi possible de
supposer que dans la plupart des cas, I’augmentation de 1’IL-32 exogéne est liée a une cytolyse
(174). Hasegawa et collaborateurs ont montré que 1I’IL-32 est localisée dans les gouttelettes
lipidiques de la membrane cellulaire aprés exposition a I’'IFNy et le TNF-a (173). L’expression
de I’IL-32 peut étre induite par les produits bactériens (156, 163, 175, 176). De méme, les virus

sont de bons inducteurs de 1’expression de I’'IL-32 endogéne (177-180). Les mécanismes par
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lesquels I’IL-32 endogéne ou liée a la membrane cellulaire est exprimée demeure toutefois
méconnus (174). Néanmoins, plusieurs voies de signalisation aboutissant a I’expression de 1’IL-
32 ont été proposées. Par exemple, Mycobacterium tuberculosis induit I’expression du géne de
I’IL-32 dans les PBMC a travers la voie de signalisation caspase-1/IL-18/interféron-gamma
(175). De plus, I’expression de I'[L-32, a la suite d’un stimulus d’origine virale, active la
sécrétion de cytokines telles que IL-1B et TNF-a par la voie NF-«kB (184).

D’autre part, il a été rapporté plusieurs effets de I’IL-32 sur différents types cellulaires.
Entre autres, I’expression de I’IL-32 dans les cellules NK augmente leur cytotoxicité envers les
cellules cancéreuses via le récepteur de mort 3 (DR-3) médiée par la voie de signalisation de la
caspase-3 (181). De plus, les cellules dendritiques dans lesquelles I’IL-32f a été surexprimée ont
révélé un effet thérapeutique lorsqu’injectées directement dans les tumeurs (182). La
surexpression de I'IL-32y dans les cellules dendritiques favorise la différenciation des
lymphocytes T auxiliaires également appelés lymphocytes T CD4+ (Th pour T helpers) en Thl et
Th17 (183). En général, la plupart des cellules voient leur activité pro-inflammatoire exacerbée

lorsqu’elles sont exposées a une surexpression de I’[L-32 (174).

1.11.4. Réles et implications de I’'IL-32 dans différentes pathologies

Le role de I'IL-32 a été évoqué dans les infections a mycobactéries. Le niveau
d’expression de I’IL-32 est significativement plus ¢élevé chez les patients infectés par
Mycobacterium avium comparativement aux patients non infectés. Aussi, I’IL-32y recombinant
réduit considérablement la multiplication intracellulaire de Mycobacterium avium dans les
monocytes dérivés de macrophages humains. Le mécanisme anti-mycobactérien évoqué ici serait
en partie dii a une augmentation de 1’apoptose des cellules infectées (161). Des effets similaires
ont été rapportés pour Mycobacterium tuberculosis dans une lignée macrophagique humaine
(THP-1). L’apoptose observée chez les cellules THP-1 exposées a I’IL-32 recombinant est due a
une augmentation de 1’enzyme caspase-3 (162).

L’IL-32 est associée a plusieurs pathologies inflammatoires telles que 1’arthrite rhumatoide, la
maladie du greffon contre I’hdte et I’athérosclérose. Une augmentation du taux de I’'IL-32, aussi
bien au niveau de I’ARN messager que de I’expression de la protéine, est rapportée chez ces

patients (163-166). Par exemple, dans le cas de I’arthrite thumatoide, une élévation du taux d’IL-
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32 dans le liquide synovial corr¢le avec le niveau d’inflammation ainsi que 1’expression de
cytokines telles TNF-a et IL-1f (163).

D’autre part, des travaux ont évoqué le role de I’'IL-32 dans la physiopathologie de certains
cancers. En effet, I’expression de I’IL-32 est nettement diminuée au cours des leucémies
myélomonocytaires chroniques. A contrario, cette cytokine est fortement exprimée dans les
syndromes my¢lodysplasiques ou elle est associée a une augmentation de 1’apoptose des cellules
souches de la moelle osseuse (168). Cette modulation de I’expression de 1’'IL-32 dépendamment
des cancers confirme les roles différents exercés en fonction des isoformes. En fait, une étude a
montré que de hauts niveaux d’expression d’IL-32f ou IL-32y sont associés a la mort des cellules
HEK, ce qui n’est pas observé pour I’isoforme alpha (IL-32a) (160). En dehors des leucémies
my¢élomonocytaires chroniques et des syndromes myélodysplasiques, 1’expression de I'[L-32 a
été évoquée dans plusieurs autres cancers (169-172), confirmant pour certaines études que la
mort cellulaire associée a la surexpression de I’'IL-32y endogéne est médiée par la caspace-3

(figure 7).

No cell

IL-323 =P Procaspase-8 —P| Caspase-8

L 4
IL-32y 4T —P Caspase-3 —P] Cell death

Procaspase-3

Figure 7. Réle de I’IL-32 intracellulaire dans la mort cellulaire. Adapté de Heinhuis B et al.

(159) et reproduit avec la permission de Elsevier: Cytokine, copyright 2012.
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De fagon intéressante, certains travaux ont révélé I’implication de I’IL-32 dans I’infection a VIH-
1.
1.11.5. IL-32 et infection a VIH-1

Des études ont montré que le taux plasmatique d’IL-32 demeure significativement plus
¢levé chez les patients séropositifs que chez les sujets VIH négatif (180). De fagon intéressante, il
a ¢ét¢ montré que I'IL-32 possede des propriétés antivirales contre le VIH-1. En effet, une
inhibition par SiRNA (small interfering RNA) de 1’expression de I’'IL-32 endogeéne dans des
PBMC fraichement prélevés et infectés in vitro entraine une augmentation de la réplication
virale. A I’opposé, une surexpression de 1’IL-32y recombinant inhibe la prolifération du virus. De
plus, le blocage de I’activité biologique des IFNa et B dans des PBMC préalablement traités avec
de I'IL-32y recombinant favorise une augmentation de la réplication virale. Par conséquent,
I’activité antivirale de I’IL-32 passerait par 1’action des IFN de type I (185). L’IL-32 exercerait
donc son action antivirale dés I’immunité innée impliquant le récepteur NOD (nucleotide-binding
oligomerization domain)-2 pour la reconnaissance des peptides viraux. Il s’en suivrait alors une
activation des facteurs de la régulation des interférons (/IRF pour Interferon Regulatory Factors)
responsable de la libération rapide des IFN-o/f qui induisent la production des interferon-
stimulated genes (ISGs) impliqués dans D’inhibition de la réplication virale ainsi que dans
I’amplification de la production des IFN de type I (186) (figure 8).
Par ailleurs, une étude plus récente a montré chez des sujets chroniquement infectés par le VIH-1,
une corrélation négative entre le taux plasmatique d’ARN viral et les génes d’expression de I'IL-
32 tandis qu’aucune corrélation n’a pu étre obtenue entre I’ARN messager de 1’IL-32 et le
compte cellulaire CD4 (187). De fagon intéressante, les PBMC provenant de sujets VIH négatif
préalablement traités avec I’IL-32y exprime des niveaux transcriptionnels élevés des facteurs de
restriction de la réplication du VIH-1 au niveau de I’'immunité innée, tels que les protéines
APOBEC3G/3F et MxA contrairement aux PBMC non traités (187). Toujours dans la méme
veine, une corrélation positive a été observée entre les génes codant pour I’expression des
protéines MxA et APOBEC3F et les niveaux d’ARNm de I’IL-32nona dans des PBMC
provenant de sujets VIH-1 positif. Cette méme corrélation a été observée également avec
I’isoforme a (IL-32a) de fagon moins prononcée (187) (p-value plus éleve).

Toutefois, il est important de souligner que les études de corrélations et autres résultats rapportés
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dans ces travaux ont concerné principalement les niveaux d’ARNm et non les taux plasmatiques

d’IL-32.
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Figure 8. Modéle d’inhibition de la réplication du VIH par I’'IL-32 intracellulaire. Adapté de
Heinhuis B et al. (159) et reproduit avec la permission de Elsevier: Cytokine, copyright 2012.

D’un autre c6té, Smith et collaborateurs atteste que 1’'IL-32 est doté¢ d’un fort potentiel
inducteur de molécules immunosuppressives telles que IDO (Indoleamine 2,3-Dioxygenase) et
ILT4 (Ig-like transcript 4) en accord avec des travaux préalables montrant la capacité de I’IL-32
a induire la production de la cytokine immunosuppressive IL-10 (188, 189). En effet, les
leucocytes humains traités avec IL-32y recombinant induisent fortement la sécrétion des
protéines IDO et ILT4 avec absence de détection de I’expression des marqueurs de prolifération
cellulaire. Des résultats similaires ont été obtenus in vivo chez des patients VIH-1 positif (188,
190). En fait, le niveau d’expression d’IL-32 dans les muqueuses, principalement dans les
macrophages des tissus lymphatiques et les cellules épithéliales de D’intestin, est associé a

I’expression de la molécule immunosuppressive IDO a tous les stades (aigue, chronique, SIDA)
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de I’'infection a VIH-1. De plus, il est montré une corrélation inverse entre le compte cellulaire
CD#4 ainsi que les fonctions cytolytiques (sécrétion de perforine et de granzyme B) et le niveau
d’expression d’IL-32 aussi bien dans le sang périphérique que dans les ganglions lymphatiques
provenant de sujets infectés par le VIH-1 (188). Ainsi, ces données suggerent que I’IL-32 en
induisant I’expression des molécules immunosuppressives IDO et ILT4 réprime la prolifération et
’activation cellulaire, et partant nuit a la synthése de médiateurs cytotoxiques nécessaire a la
défense anti-VIH-1 créant ainsi un environnement propice a la réplication virale contribuant a la

déplétion du taux de cellules T CD4+ (188).
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2. HYPOTHESE ET OBJECTIFS

Les sujets a progression lente vers le SIDA constituent a I’heure actuelle, la preuve de la
capacité du systeme immunitaire a contrer la réplication du VIH-1 sans recours a la thérapie
antirétrovirale. Cependant, jusqu’a présent, on ne connait pas de facteur unique permettant aux
progresseurs lents de demeurer asymptomatiques durant plusieurs années. Il semble, plutét, a
I’issu de tous les travaux réalisés qu’il s’agit d’un ensemble de facteurs qui convergent vers
I’inhibition de la réplication virale.

L’hypothese ayant supporté 1’étude de ce projet est basée d’une part sur des observations faites
précédemment au sein de notre laboratoire. En fait, parmi les progresseurs lents du VIH-1, une
certaine proportion peut perdre le contrdle de leur infection aprés de nombreuses années de
controle virologique. Nous avons effectué¢ des analyses par puces a ADN de plusieurs facteurs a
partir de PBMC provenant de ce sous-groupe de progresseurs lents, a deux visites 1 et 2
correspondant a la perte de contrdle. Les résultats ont révélé, entre autres, une diminution
significative des isoformes alpha et delta de D’interleukine-32 (et non pas de I'IL-32 total)
lorsqu’on passe de la premicére a la deuxi¢me visite. En fait, il a été prouvé que 1’isoforme alpha a
des propriétés proinflammatoires trés amoindries (158-160), pendant que 1’isoforme delta régule
a la baisse les propriétés proinflammatoires de I’isoforme béta (191, 212). Par conséquent, il
serait possible ici de suggérer que la baisse du taux de ces isoformes lors de la perte de controle
de I’infection & VIH-1 chez les progresseurs lents ne refléte pas nécessairement un role protecteur
de I'IL-32 total. De plus, l’isoforme gamma, la plus active et dotée de propriétés
proinflammatoires (158-160) ainsi que les autres isoformes n’ont pas été détectés dans les
analyses par puces a ADN. En outre, il est démontré dans la littérature que 1’IL-32 total est
significativement plus élevée chez les sujets VIH positif par rapport aux sujets VIH négatif (185,
188). De plus, I’isoforme gamma (IL-32y) est la plus impliquée dans la mort et 1’activation
cellulaire et favorise la sécrétion d’autres cytokines proinflammatoires contrairement aux
isofomes alpha et delta (158-160). Dans cette méme logique, Smith et al. atteste que 1’IL-32y est
dot¢ d’un potentiel inducteur de molécules immunosuppressives pouvant entrainer un

environnement propice a la réplication du VIH-1 (188).
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Au regard de ces observations, nous avons libellé notre hypothése comme suit:

Hypothése: L’interleukine-32 total intervient dans la progression de I’infection a VIH-1 en

induisant I’inflammation et I’immunosuppression.

Objectif #1: Comparer les niveaux plasmatiques et cellulaires de 1’'IL-32 total chez les

progresseurs lents par rapport aux progresseurs normaux et aux sujets VIH négatif.
Objectif #2: Evaluer le role de 1’TL-32 total dans la progression de I’infection a VIH-1.

Objectif #3: Examiner le niveau de certaines isoformes de 1’'IL-32 chez les sujets VIH positif et

VIH négatif.
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3. MATERIELS ET METHODES
3.1. Population d’étude et spécimens biologiques

Cette étude a nécessité des sujets VIH positif et des sujets VIH négatif. Les sujets VIH
positif étaient composés de progresseurs lents et de progresseurs normaux. Les prélévements ont
été effectués avec le consentement éclairé des sujets.

Les échantillons provenant des progresseurs lents proviennent de la «Cohorte canadienne des
progresseurs lents VIH+», supportée par les IRSC (Instituts de Recherche en Santé du Canada) et
le Réseau FRQS-SIDA/MI (Fonds de Recherche du Québec-Santé).

Les sujets recrutés en primo-infection proviennent de la cohorte de primo-infection de Montréal.

Les plasmas ont été obtenus apres centrifugation du sang total. Les PBMC (Peripheral Blood

Mononuclear Cells) ont été isolés et congelées dans 1’azote liquide.

La comparaison des taux d’IL-32 a été effectuée au sein des différents groupes de donneurs
virémiques, controleurs ¢lites et VIH négatif dont les caractéristiques sont résumées dans le

tableau I.

Tableau I: Caractéristiques cliniques des donneurs VIH positif (controleurs élites et donneurs

virémiques) et VIH négatif.

Controleurs élites >500 <50 >7 ans non
VIH négatif - - - non

Par ailleurs, nous avons effectué¢ un suivi du taux plasmatique d’IL-32 chez des sujets en primo-
infection et un an apres la thérapie antirétrovirale que nous avons comparé avec celui des sujets
VIH négatif utilisés comme contrdle. Le tableau II regroupe les caractéristiques des donneurs

utilisés.
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Tableau II: Caractéristiques cliniques des donneurs VIH positif (en primo-infection et un an

apres la thérapie antirétrovirale) et VIH négatif.

VIH positif (primo- 240-1130 70-29981000 <3 mois non
infection)

VIH négatif - - - non

Afin d’apprécier 'implication de 1’IL-32 dans la progression de ’infection a VIH-1, nous avons
sélectionné des progresseurs lents en perte de contrdle, dont les plasmas et cellules nous ont
permis de réaliser, entre autres, des comparaisons, des suivis du taux d’IL-32 ainsi que des tests
de corrélation entre I’IL-32 et plusieurs facteurs permettant d’apprécier la progression de
I’infection a VIH-1.

Ces progresseurs lents avaient pour point commun un compte cellulaire CD4 supérieur a 500
cellules/uL a I’inclusion et ont été classés selon leur charge virale. En fait, ils étaient constitués
de controleurs élites (EC), de contrdleurs virologiques (VC pour Virological controller) et de
contréleurs non virologiques (NVC pour Non Virological controller). Les controleurs élites
¢taient caractérisés par une charge virale inférieure a 50 copies d’ARN/mL tandis que les
contréleurs virologiques avaient une charge virale comprise en général entre 50 et 3000 copies
d’ARN/mL et les controleurs non virologiques, une charge virale supérieure a 3000 copies
d’ARN/mL (204, 205). Le tableau III résume les caractéristiques cliniques de ces progresseurs

lents.

Tableau III: Caractéristiques cliniques a I’inclusion des progresseurs lents subdivisés en sous-

groupes.

Elites controleurs (EC) >500 <50 Toute durée non

Contrbleurs non >500 >3000 >7 ans non
virologiques (NVC)



*Nous avons également inclus un sous-groupe de sujets a progression lente nommé «exceptions»
qui ne répondent pas aux criteres de sélection regroupés dans le tableau III, mais qui toutefois
contrdle I'infection a VIH-1 depuis 7 ans au moins.

Par ailleurs, il peut arriver que quelques rares sujets échappent a cette classification a cause de
phénomenes temporaires tels que des variations brusques de la virémie et/ou du compte cellulaire

CDA4.

Pour les études de corrélation et le suivi du taux d’IL-32 durant la progression de I’infection a
VIH-1, nous avons utilisé des échantillons provenant de progresseurs lents en perte de controle, a
deux visites espacées de 6 a 96 mois: Visite 1 (V1) et Visite 2 (V2) correspond a la perte de
contrdle. Toutefois les donneurs, a la visite 2, ne présentaient pas de symptomes du SIDA.

Nous avons également utilisé des progresseurs normaux (PN) constituant le groupe de sujets

contrdle.

3.2. Analyse par puces a ADN

Cette technique avait été préalablement effectuée au sein de notre laboratoire.
L’ARN total des PBMC provenant de 5 progresseurs lents a été extrait en utilisant le kit RNeasy
columns (Qiagen Cat # 74104). Ces progresseurs lents ont été sélectionnés a deux visites (avant
et aprés la perte de contrdle). De fagcon succincte, les cellules ont été lysées a I’aide du tampon de
lyse fourni par le kit. Par la suite, ’ARN a été isolé par passages sur les colonnes a I’issu de
centrifugations et lavages en utilisant les tampons fournis dans le kit. Les ARN ont été acheminés
a Génome Québec (Montréal, Québec, Canada) pour traitement, hybridation et lecture de la
biopuce. Décrite de fagon bréve, ’intégrité des ARN a été validée par la technologie Bioanalyzer
(Agilent Technologies Inc., Mississauga, Ontario, Canada). D’abord, les ARN ont été
rétrotranscrits en ADN complémentaires (ADNc) par une transcriptase inverse. Ensuite, une
transcription in vitro a été faite permettant d’obtenir des ARNc biotinylés qui ont ét¢ fragmentés
puis hybridés sur une biopuce lllumina HumanHT-12 v4 Expression BeadChip recouverte de
séquences distinctes d’oligonucléotides couvrant 47 000 transcrits et variants, ce qui représente
environ 39 000 génes humains. Les données obtenues ont subi une série d’analyses afin de

repérer des biais ou variations. Pour les différents génes exprimés, I’analyse a été effectuée par le
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progiciel Bioconductor limma (Linear Models for Microarray Data) qui estime le facteur de
changement (FC, fold-change) entre des groupes prédéfinis (213). L’expression différentielle des
genes entre les groupes a été considérée significative lorsque le facteur de changement est
supérieur a 1,3 et le p-value inferieur a 0,05.

Les genes d’intérét issus de nos données expérimentales ont été mise en évidence par une analyse
d’enrichissement d’ensemble de geénes (GSEA, Gene Set Enrichment Analysis) effectuée comme
décrit (214) sur les collections de base de données MsigDB (Molecular Signature Database,

Broad Institute, MIT, Harvard, Cambridge, MA, Etats-Unis.

3.3. Mise en culture des PBMC

Les PBMC apres décongélation ont été mis en culture dans une solution contenant du
RPMI 1640 avec 1% de pénicilline/streptomycine et 10% de FBS (Fetal Bovine Serum) a raison
de 0,5million/200uLlL dans des plaques a fond plat de 96 puits. Les cellules ont été stimulées ou
non avec du PHA/IL-2 aux concentrations de 3ug/mL de PHA et 20U/mL d’IL-2 (adapté de Nold
et al. (185)). Les PBMC en culture ont ét¢ incubées a 37°C pendant 24 heures. Les surnageants et

culots cellulaires ont été ensuite recueillis pour le dosage de I’'IL-32.

3.4. Infection in vitro par le VIH-1

Les PBMC stimulées ou non ont ét¢ infectées par spinoculation (215) avec la souche de
laboratoire VIH-BaL (disponible au laboratoire) a raison de 50 ng par million de cellules. Apres
I’infection, les PBMC ont été lavés deux fois dans du tampon PBS par centrifugation a 1500 rpm
pendant Smin. Finalement, les cellules ont ét¢ mises en suspension dans un milieu RPMI-1640
avec 10% de FBS avant d’étre mises en culture pendant 72 heures a 37°C a raison de 0,5
million/200ul dans des plaques a fond plat de 96 puits. Les surnageants ont par la suite été

recueillis pour le dosage de I’'IL-32.
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3.5. Technique de Bradford

Cette technique a été réalisée a I’aide de la trousse Quick Start Bradford Protein Assay
(BioRad® Hercules, CA, Etats-Unis). Décrite de fagon bréve, des dilutions binaires de la protéine
BSA (Bovine Serum Albumin) ont été réalisées afin de constituer la courbe standard composée de
huit points dont le plus haut point de gamme avait une concentration de 2 mg/mL. Les culots de
PBMC ont été lysés. Le tampon de lyse était composé d’une solution de RIPA 1X (Cell
Signaling®, Cat # 9806) ayant la capacité de lyser la membrane cellulaire, d’inhibiteurs
enzymatiques a savoir un inhibiteur de la protéase 7X (Roche® Cat #04 693 159 001), et un
inhibiteur de la phosphatase 10X (PhoSTOP 10X Roche® Cat #04 906 837 001) afin d’éviter la
destruction des protéines destinées a étre quantifiées. Le tampon de lyse a été utilisé pour faire le
blanc. Les dilutions de la BSA ainsi que les lysats protéiques et le colorant bleu de coomassie
(Biorad® Cat #1610406) ont été ajouté a une plaque de 96 puits. Le bleu de coomassie est une
solution acide, laquelle, de part ses propriétés physico-chimiques a la capacité de se fixer aux
protéines présentes dans le lysat. L’absorbance du mélange est alors mesurée a 595 nm a ’aide
d’un spectrophotomeétre. La concentration protéique des échantillons a ét¢ déduite des densités

optiques mesurées et de la courbe standard.

3.6. Technique ELISA

Les taux d’IL-32 dans les plasmas, surnageants et lysats cellulaires ont ét¢ mesurés par
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) a 1’aide du kit DuoSet ELISA human IL-32 (USA
& Canada, R&D System Inc.) utilisant la technique ELISA en sandwich. Nous le qualifierons
d’IL-32 total car permet de mesurer les principales isoformes.

Briévement, ’anticorps spécifique des isoformes a, B et y de I’IL-32 est préalablement ajouté au
fond de la plaque (96 puits Immulon) et le tout est incubé toute la nuit. Le lendemain matin, la
plaque est lavée avec une solution composée de PBS (pH compris entre 7,2 et 7,4) et de 0,05%
de Tween20. La plaque est saturée pendant une heure a I’aide d’une solution constituée de PBS
(pH compris entre 7,2 et 7,4) et de 1% de BSA afin de bloquer les éventuels endroits non tapissés
par ’anticorps. La gamme standard est réalisée a partir d’une solution de concentration en IL-32

connue a ’aide de laquelle plusieurs dilutions binaires allant de 5000 pg/mL a 78,1 pg/mL sont
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effectuées en utilisant la solution de PBS 1%BSA qui a également servie pour faire le blanc. Les
¢échantillons, dilués au demi (1/2) dans la solution de PBS 1%BSA ainsi que la gamme standard
sont ajoutés a la plaque et incubés pendant deux heures. Apres lavage, 1’anticorps de détection
(Ac biotinyl¢ anti-IL.-32) est ajouté, suivi d’une incubation de deux heures. La streptavidine liée a
I’enzyme HRP (horseradish-peroxydase) est ajoutée apres lavage et la plaque est incubée a I’abri
de la lumiere pendant 20 minutes. Le substrat spécifique de I’enzyme est additionné suivi d’une
incubation de 20 minutes a 1’abri de la lumiére. Finalement, la réaction est arrétée a I’aide d’une
solution d’acide sulfurique a 2N. La plaque est lue au spectrophotométre a 450 nm. La
concentration en IL-32 des échantillons est déduite a partir de la densité optique et de la courbe

standard. Toutes les incubations ont été faites a température ambiante (20-25°C).

Pour ce qui concerne les lysats de PBMC, les concentrations d’IL-32 obtenues aprés ELISA ont
¢été normalisées par rapport a la quantité totale de protéine dans le lysat. La normalisation du taux
d’IL-32 total a été faite en divisant la concentration d’IL-32 total obtenu par rapport a la quantité
de protéine totale (mesurée par la technique de Bradford) contenu le méme volume de lysat

utilisé pour le dosage de I’'IL-32.

La technique ELISA par compétition a été utilisée pour la détection de I’isoforme alpha
(IL-32a) & I’aide du kit Human Interleukin 32 alpha (IL-320) de la compagnie MyBioSource.
Briévement, les échantillons dilués au demi (1/2) dans du PBS (pH compris entre 7,0 et 7,2) ainsi
que la gamme standard constituée de différentes dilutions de solutions d’IL-32a de
concentrations allant de 0 pg/mL a 1000 pg/mL sont ajoutés a la plaque pré-tapissée par un
anticorps spécifique anti-IL-32a. Le blanc est représenté par le PBS (pH 7,0 — 7,2). Le conjugué
est ajouté et aprés mixage, la plaque est recouverte et incubée pendant une heure a 37°C. Ensuite,
la plaque est lavée. Apres avoir ajouté le substrat, la plaque est recouverte et incubée a 1’abri de la
lumicre pendant 10 a 15 minutes a température ambiante. La réaction a été arrétée et les densités
optiques mesurées au spectrophotomeétre a 450 nm.

La solution de lavage, le conjugué, le substrat et la solution d’arrét sont fournis dans le kit.
La concentration en IL-32a des échantillons est déduite a partir des densités optiques mesurées

et de la courbe standard.
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Le taux de CD14 soluble avait été préalablement déterminé au sein du laboratoire par la
technique ELISA en sandwich. Le kit utilisé était Quantikine ELISA Human sCDI14
Immunoassay de la compagnie USA & Canada, R&D System Inc.

De fagon bréve, les plasmas ont été dilués au 1/200 et 1/400 dans le calibrator diluent. La
préparation de la gamme standard a été faite a partir d’une solution de concentration connue en
sCD14. Ainsi, plusieurs dilutions binaires dans le calibrator diluent ont permis de constituer la
gamme standard allant de 8000 pg/mL a 250 pg/mL. Le calibrator diluent a servi de blanc.

Les échantillons dilués et la gamme standard ont été ajoutés a la plaque pré-tapissée par un
anticorps spécifique a la molécule sCD14 destinée a étre quantifiée et contenant le diluent (Assay
diluent) préalablement distribué. La plaque est recouverte et incubée pendant 3 heures a
température ambiante. Aprés lavage, le conjugué est ajouté et la plaque est recouverte pour une
incubation d’une heure a température ambiante. La plaque est lavée et le substrat est distribué
pour une incubation de 30 minutes a température ambiante a I’abri de la lumiére. La réaction a
été arrétée et les densités optiques mesurées au spectrophotomeétre a 450 nm.

La solution de lavage, le conjugué, le substrat, le calibrator diluent, le diluent (Assay diluent) et
la solution d’arrét sont fournis dans le kit. La concentration en IL-32a des échantillons est déduite

a partir des densités optiques mesurées et de la courbe standard.

3.7. Isolation des cellules T CD4+ et stimulation

Aprées décongélation des PBMC, les cellules T CD4+ ont été isolées par sélection négative
a I’aide du kit EasySep Human CDA4T Enrichment (StemCell® Cat #19052) selon le protocole
fourni. L’analyse par cytométrie en flux au FACS (LSRII BD®) aprés un marquage de surface
des cellules T CD4+ par les anticorps de la compagnie BD® a savoir CD3-Pacific Blue (UCHT1)
et CD4-Alexa Fluor 700 (RPA-T4) a montré une pureté supérieure a 98%.
Les cellules T CD4+ purifiées ont été stimulées dans une plaque tapissée par des anticorps anti-
CD3 (0,5ug/mL) (BD biosciences®, Cat #555329) et des anticorps solubles anti-CD28
(0,5ug/mL) (BD biosciences®, Cat #5555726) en présence ou non de 500ng IL-32a (BioLegend®
Cat # 551004) ou IL-32y (R&D Systems® Cat # 4690-IL-025/CF). Les cellules ont été mises en
culture a 37°C pendant 3 jours. Les cytokines sécrétées dans le surnageant ont été mesurées par la

technique Multiplex Bead Array.
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3.8. Technique Multiplex Bead Array

Les cytokines sécrétées ont été mesurées dans le surnageant des cellules T CD4+ activées
a ’aide du kit LEGENDplex™ Human Th Cytokine Panel (BioLegend Cat # 740001). Il s’agit
d’un test immunoenzymatique bas¢ sur le principe de base des tests immunoenzymatiques en
sandwich. Décrite de fagon bréve, les standards, surnageants de culture, billes de capture et les
anticorps de détection biotinylés sont ajoutés successivement dans la plaque 96 puits a fond en V
contenant préalablement le tampon (fourni dans le kit) composé des anticorps spécifiques des
cytokines d’intérét. Par la suite, la plaque est recouverte de papier aluminium afin de la protéger
de la lumicre et incubée sous agitation (environ 600 rpm) pendant 2 heures a température
ambiante. Apres I’incubation, la streptavidine-phycoérythrine (SA-PE) (marqueur fluorescent) est
ajoutée sans lavage. La plaque est protégée de la lumicre et incubée sous agitation pendant 30
minutes a température ambiante. La SA-PE va ainsi se fixer a 1’anticorps biotinylé dans le cas ou
il y a eu formation d’immuncomplexes et la fluorescence sera proportionnelle a la quantité de
cytokines dans le milieu. Ensuite, le maximum de surnageants est délicatement prélevé apres
centrifugation et la plaque est lavée a I’aide du tampon de lavage fourni dans le kit. Les billes
sont par la suite remises en suspension dans la solution de lavage.
La fluorescence émise proportionnelle a la quantité de cytokines dans le milieu est mesurée par

cytométrie en flux.

3.9. Statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel Prism 6. Les écarts entre
les groupes ont été considérées significatives lorsque la valeur du p<0,05. Ces différences ont été
évaluées a ’aide du test paramétrique Student pour les échantillons appariés et non appariés. Le
test non paramétrique Kruskal-wallis a été utilisé pour la comparaison entre plusieurs groupes
d’échantillons non appariés. Les tests non paramétriques Mann Whitney et Wilcoxon ont été
respectivement utilisés pour les échantillons non appariés et appariés. Le test non paramétrique

Spearman a été utilisé pour les études de corrélation.
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4. RESULTATS

4.1. Analyse par puces a ADN

Préalablement au sein du laboratoire, nous avons analys¢ I’expression différentielle de
différentes protéines et voies moléculaires associées a la perte de controle de I’infection. A cette
fin, nous avons sélectionné 5 progresseurs lents qui avaient perdu le contrdle de leur infection
aprés plusieurs années de contrdle: la visite 1 (V1) correspondant au contrdle de 1’infection a
VIH-1 et la visite 2 (V2) correspondant au moment de la perte de contréle. L’expression de
plusieurs protéines ont varié¢ de la visite 1 a la visite 2 (annexe 1). Nous nous sommes penchés
particulierement sur la diminution des isoformes alpha et delta de 1’IL-32 (et non de I’IL-32 total)
(figure 9) étant donné le caractére innovateur de cette observation. En effet, le role de I’IL-32
dans la progression de I’infection a VIH-1 chez les progresseurs lents n’avait pas encore été
¢tudié. En fait, I’isoforme alpha a des propriétés proinflammatoires trés amoindries contrairement
a I'isoforme gamma (158-160). En plus, I’isoforme delta régule a la baisse les propriétés
proinflammatoires de 1’isoforme béta (191, 212). Par ailleurs, 1’isoforme gamma, n’a pas été
détecté dans les analyses par puces & ADN. Par conséquent, ces observations ne confirment pas le
role protecteur de 1’IL-32 total dans la progression de I’infection a VIH-1. De plus, il a montré
d’une part que I’IL-32 total est augmenté chez les sujets séropositifs au VIH-1 par rapport aux
sujets séronégatifs (185, 188) et d’autre part que I’isoforme la plus active de cette cytokine (IL-
32y) est dotée d’un potentiel inducteur de molécules immunosuppressives (188).

Le facteur de changement dans la figure 9 montre la diminution des isoformes alpha et delta de

I’IL-32 chez 5 progresseurs lents au moment de la perte de contrdle de I’infection a VIH-1.
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Figure 9. Analyse par puces 8 ADN de PBMC de S progresseurs lents. A) Données cliniques:
visite 1 (V1) avant la perte de controle et visite 2 (V2) apres la perte de controle avec 24 a 36
mois d’intervalle entre les visites, montrant le déclin du compte cellulaire CD4 (a gauche) et
I’augmentation de la charge virale (a droite). B) Analyse par puces a ADN relevant une
diminution significative des isoformes alpha et delta de I’IL-32 (et non de I’'IL-32 total) chez les

sujets en perte de contrdle de 1’infection par rapport aux sujets encore en controle de 1’infection.

4.2. Taux d’IL-32 total chez des progresseurs lents et apres la perte de contréle

Afin d’apprécier les variations du taux d’IL-32 total au cours de la progression de
I’infection a VIH-1, nous avons mesuré les concentrations de I’IL-32 total dans le plasma et le
lysat de PBMC de progresseurs lents (PL). Ces taux ont été comparés a ceux dosés chez ces

mémes sujets plus tard au cours de la progression de I’infection.

Nos résultats (figure 10) montrent que les concentrations d’IL-32 total aussi bien dans le plasma
que dans les lysats de PBMC augmentent lorsque les progresseurs lents sont en perte de contrdle
de I’infection. En effet, les taux d’IL-32 total demeurent significativement plus élevés a la visite 2
comparativement a ceux de la visite 1 exceptés pour les cellules stimulées, probablement a cause
d’un échantillon qui n’aurait pas répondu a la stimulation PHA+IL-2 (figure 10C). Les taux d’IL-
32 total restent généralement plus élevés dans les lysats de PBMC apres la stimulation PHA+IL-2

par rapport aux cellules non stimulées.
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Figure 10. Le taux d’IL-32 total augmente lors de la perte de contréle de I’infection a VIH-
1. Le test Wilcoxon a été utilisé pour la comparaison entre les groupes. A) Le taux plasmatique
d’IL-32 total est significativement plus €levé lors de la perte de controle. Les progresseurs lents
(PL) ont un compte cellulaire CD4 moyen de 541 cellules/uL et une charge virale moyenne de
21024 copies/mL. A la perte de contrdle, le compte cellulaire CD4 moyen est de 352 cellules/pL
et la charge virale moyenne de 47964 copies/mL. B et C) Le taux d’IL-32 total dans le lysat de

PBMC demeure plus ¢élevé lors de la perte de controle. Les PL ont un compte cellulaire CD4
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moyen de 536 cellules/uL et la charge virale moyenne est de 23575 copies/mL. A la perte de
contrdle, le compte cellulaire CD4 moyen est de 348 cellules/uL et la charge virale moyenne de

47192 copies/mL. NS=PBMC non stimulés. PHA=PBMC stimulées par le PHA+IL-2.

4.3. Isoforme alpha de I’interleukine-32

L’isoforme alpha constitue I'une des principales isoformes de I’interleukine-32. Elle
demeure trés peu impliquée dans la mort cellulaire et I’inflammation (158-160).
Ainsi, nous avons mesur¢ le taux de I’'IL-32a chez des donneurs VIH positif en comparaison avec
des sujets VIH négatif.

Comme attendu, la figure 11 montrent que les taux plasmatiques d’IL-32a des sujets VIH
négatif demeurent significativement plus ¢€levés que ceux des sujets VIH positif. Méme si la
différence n’est pas significative, on note une tendance a 1’augmentation du taux d’IL-32a chez

les controleurs élites par rapport aux sujets virémiques.
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Figure 11. Le taux plasmatique d’IL-32a mesuré chez les sujets VIH négatif est
significativement plus élevé que celui des sujets VIH positif (VIR et EC). Les sujets

virémiques ont une charge virale plasmatique moyenne de 99696 copies/mL et un compte
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cellulaire T CD4 moyen de 406 cellules/uL. Les EC ont un compte cellulaire T CD4 moyen de
806 cellules/uL et une charge virale plasmatique moyenne <50 copies/mL. Le test Kruskal-wallis

a été utilisé pour la comparaison entre les groupes.

4.4. Comparaison des taux d’interleukine-32 total des séropositifs et VIH

négatif

Des ¢études préalables ont montré que le taux d’IL-32 total demeure plus élevé chez les
sujets séropositifs par rapport aux sujets VIH négatif (180, 188). Nous avons obtenu des résultats
similaires (figure 12) en plus de faire la distinction entre les taux d’IL-32 total au sein des sujets
VIH positif (progresseurs lents et sujets virémiques). En effet, les taux plasmatiques d’IL-32 total
des sujets virémiques sont significativement plus €levés que ceux des sujets contrdleurs élites,
lesquels restent plus €levés que ceux des sujets VIH négatif (figure 12A). De facon intéressante,
cette différence de concentration d’IL-32 total entre les controleurs élites et les sujets VIH négatif
devient significative dans le lysat de PBMC (figures 12B et 12C). Les concentrations d’IL-32
total dans les lysats de PBMC des sujets VIH positif aussi bien pour les cellules stimulées que
non stimulées sont toujours significativement plus élevées que celles des sujets VIH négatif. En
fait, les taux pour les sujets virémiques demeurent significativement plus élevés que ceux des
sujets contrdleurs élites lesquels restent également significativement plus élevés que ceux des
sujets VIH négatif. De plus, les concentrations d’IL-32 total sont généralement plus élevées
lorsque les cellules sont stimulées (figure 12C) comparativement les cellules non stimulées

(figure 12B).

42



A)

Kruskal-wallis

p<0,0001
p=0,0004 p=0,1802
2500+
20004 °
| L ]
£ 15004
§ .
o~ o*
o 1000+ s -
2
— L]
o0
500+ "
. —.yg— ‘A
[ ] EgaW (R W—
0 T =
\\\ Q,o ebg
&
N-11 N=09 N=09
B)
Kruskal-wallis
p<0,0001
p<0,0001 p=0,0003
1007
w
2 ..
= .
E v
=]
Z 501
E
2 .
b ¢ ut
- L
= . . A
» e TYYU Sl
v T T T
‘\% ‘\9 %‘9
& <& &L
‘b\\
. $
N=09 N=08 N=10

Figure 12. Le taux de I’'IL-32 total est plus
virémiques) par rapport a celui des sujets VIH négatif (VIH NEG). Le test Kruskal-wallis a
été utilisé pour la comparaison entre les groupes. A) Taux plasmatiques d’IL-32 total de sujets
VIH négatif, contrdleurs élites et sujets virémiques. Les sujets virémiques ont une charge virale

plasmatique moyenne de 115612 copies/mL et un compte cellulaire CD4 moyen de 366

)

Kruskal-wallis

IL-32 pg/ml (Normalis ées)
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cellules/pL. Les EC ont un compte cellulaire CD4 moyen de 834 cellules/uL et une charge virale
moyenne <50 copies/mL. B et C) Taux d’IL-32 total dans les lysats de PBMC apres 24h de
culture. Les sujets virémiques ont une charge virale plasmatique moyenne de 91071 copies/mL et
un compte cellulaire CD4 moyen de 382 cellules/uL. Les controleurs élites ont un compte
cellulaire T CD4 moyen de 845 cellules/ul. et une charge virale moyenne <50 copies/mL.

NS=PBMC non stimulés. PHA=PBMC stimulées par le PHA+IL-2.

4.5. Suivi du taux d’interleukine-32 total suite a I’infection par le VIH-1

4.5.1. Infection in vitro de PBMC

Afin d’apprécier I’évolution du taux I’IL-32 total en réponse a I’infection par le VIH-1,
nous avons infecté in vitro des PBMC stimulées ou non provenant de sujets VIH négatif et avons
mesuré les quantités d’IL-32 total avant I’infection et trois jours apres ’infection aussi bien dans
les surnageants (figure 13A) que dans les lysats (figure 13B).

Les résultats révelent que 1’IL-32 total augmente trois jours apres I’infection: L’infection par le

VIH-1 induit une augmentation du niveau d’IL-32 total.
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Figure 13. L’infection par le VIH induit I’augmentation de I’IL-32 total. A) Taux d’ IL-32
total dans les surnageants de PBMC provenant de sujets VIH négatif (N=09) infectés in vitro par
le VIH-BaL (50ng/10° cellules) stimulés par du PHA+IL-2 pendant 72h. B) Taux d’ IL-32 total
dans des lysats de PBMC non stimulés provenant de sujets VIH négatif (N=09) infectés in vitro
par le VIH-BaL (50ng/10° cellules).

4.5.2. Infection in vivo

Nous avons mesuré le taux d’IL-32 total dans le plasma de sujets VIH positif en primo-
infection et un an apres que ces mémes sujets aient recu la thérapie antirétrovirale. Nous avons
ensuite compar¢ les taux d’IL-32 total un an apres le traitement avec ceux de sujets VIH négatif.
Nos résultats suggerent que les sujets VIH positif présentent des taux plasmatiques d’IL-32 total
significativement plus élevées en phase de primo-infection comparativement aux taux mesurés
chez ces mémes sujets un an apres la thérapie antirétrovirale (figure 14A). Par contre, cette chute
drastique des concentrations d’IL-32 total un an aprés la thérapie antirétrovirale n’atteint jamais
celles des sujets VIH négatif puisque les concentrations d’IL-32 total obtenues un an apres la
thérapie demeurent significativement plus élevées que celles des sujets VIH négatif (figure 14B).

Il ressort ici que: 1) le niveau d’IL-32 total dans le plasma est au maximum en phase de primo-

45



infection, 2) la thérapie antirétrovirale diminue fortement le taux d’IL-32 total sans pour autant la

ramener au niveau de celui des sujets VIH négatif.
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Figure 14. Suivi du taux d’IL-32 total dans le plasma chez un groupe de sujets VIH positif
en primo-infection, un an aprés la thérapie antirétrovirale en comparaison avec des sujets
VIH négatif. A) Le taux d’IL-32 total est significativement plus élevé en période de primo-
infection (primo) par rapport a celui mesuré un an apres la thérapie antirétrovirale (ARV) chez les
sujets VIH positif. Le test Wilcoxon a été utilisé pour la comparaison entre les groupes. La charge
virale moyenne en primo-infection est de 3712093 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen
est de 533 cellules/uL. Un an apres la thérapie antirétrovirale, la charge virale moyenne est de
1149 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen est de 610 cellules/uL B) Le taux d’IL-32
total demeure significativement plus ¢levé un an apres thérapie antirétrovirale chez les sujets VIH
positif par rapport a celui des sujets VIH négatif. Le test Mann Whitney a été utilisé pour la

comparaison entre les groupes.
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4.6. Evaluation du réle de ’interleukine-32 dans la progression de I’infection a2 VIH-1

Nous avons déterminé le taux plasmatique d’IL-32 total de plusieurs sous-groupes de
progresseurs lents décrits plus haut (EC, VC, NVC) que nous avons corrélé avec certains facteurs

permettant d’apprécier la progression de I’infection a VIH-1.

4.6.1. Interleukine-32 et la charge virale

Nous avons comparé les taux plasmatiques d’IL-32 total entre les différents groupes de
progresseurs lents (EC, VC, NVC) en comparaison avec les progresseurs normaux du VIH-1
(PN) (figure 15A): il apparait ici que 1I’IL-32 total augmente significativement chez les sous-
groupes de progresseurs lents ayant une charge virale de plus en plus élevée et demeure au
maximum chez les progresseurs normaux utilisés ici comme contrdle.

Par la suite, nous avons corrélé les taux plasmatiques d’IL-32 total de tous les progresseurs lents
avec la charge virale (figure 15B). Les résultats montrent qu’une augmentation de 1’IL-32 total
est associée a une ¢élévation de la virémie. En fait, plus la concentration de I’IL-32 total
plasmatique est élevée, plus la charge virale augmente aussi bien a la visite 1 (figure 15B) qu’a la
visite 2 (figure 15C).

Comme attendu, les progresseurs lents ayant une concentration d’IL-32 total plasmatique élevée
verront leur virémie augmentée a la visite 2 (figure 15D).

Il ressort ici qu’: 1) une augmentation du taux plasmatique d’IL-32 total coincide avec une hausse
de la virémie. 2) une augmentation de 1’IL-32 total plasmatique pourrait prédire une ¢lévation de

la charge virale.
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Figure 15. L’augmentation du taux plasmatique d’IL-32 total est associée a une

augmentation de la charge virale. A) L’IL-32 total augmente de facon significative chez les

sous-groupes de progresseurs lents ayant les charges virales les plus élevées. Les EC ont un

compte cellulaire CD4 moyen de 628 cellules/uL et une charge virale moyenne <50 copies/mL.

Les VC ont un compte cellulaire CD4 moyen de 624 cellules/uL et une charge virale moyenne de

3897 copies/mL. Les NVC ont un compte cellulaire CD4 moyen de 514 cellules/uL et une charge

virale moyenne de 12366 copies/mL. Les PN ont un compte cellulaire CD4 moyen de 391

cellules/uL et une charge virale moyenne de 12242 copies/mL. Le test Mann Whitney a été utilisé
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pour la comparaison entre les groupes. B et C) L’IL-32 plasmatique corréle positivement avec
la charge virale (N=91). Aussi bien a la visite 1 (figure 15B) qu’a la visite 2 (figure 15C), une
augmentation de I’IL-32 total est associée a une augmentation de la charge virale. D)
L’augmentation de I’IL-32 total prédit une hausse de la charge virale (N=91) (figure 15D).
La charge virale moyenne, a la visite 1 est de 7745 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen
est de 660 cellules/uL. A la visite 2, la charge virale moyenne est de 10380 copies/mL et le
compte cellulaire CD4 moyen est de 591 cellules/pL. Le test Spearman a été utilisé pour le calcul

des p-values.

4.6.2. Interleukine-32 et compte cellulaire CD4

Toujours dans I’optique d’apprécier le role de I’interleukine-32 dans la progression de
I’infection & VIH-1, nous avons corrél¢ le taux plasmatique d’IL-32 total a la visite 1 avec le
compte cellulaire CD4 a la visite 2 chez des progresseurs lents. Nos résultats montrent que les
progresseurs lents ayant un taux d’IL-32 total élevé auront une chute de leur compte cellulaire
CD4 (figure 16).

Par conséquent, une augmentation du taux d’IL-32 total pourrait prédire une chute du compte

cellulaire CD4 au cours de la progression de I’infection a VIH-1.
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Figure 16. L’augmentation de I’IL-32 total plasmatique pourrait prédire une chute du
compte cellulaire CD4 (N=91). La charge virale moyenne, a la visite 1 est de 7745 copies/mL et
le compte cellulaire CD4 moyen est de 660 cellules/uL. A la visite 2, la charge virale moyenne
est de 10380 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen est de 591 cellules/uL. Le test

Spearman a été utilisé pour le calcul des p-values.

4.6.3. Interleukine-32 et facteurs d’inflammation

Les intéréts pour 1’étude de I’interleukine-32 ont grandit a I’issu de la découverte de ses
propriétés biologiques particulierement pro-inflammatoire. Nous avons, par conséquent, effectué¢
des études de corrélation entre I’IL-32 et des facteurs d’inflammation que nous avons mis a profit

dans la compréhension du role de cette interleukine dans la progression de I’infection a VIH-1.
4.6.3.1. Interleukine-32 et interleukine-6
L’interleukine-6 est une cytokine pro-inflammatoire dont I’augmentation du taux au cours
de I’infection a VIH-1 a été rapportée dans une étude récente (216).

Nous avons mesuré les taux plasmatiques d’IL-32 total chez les progresseurs lents que nous

avons corrélés avec ceux de la cytokine pro-inflammatoire IL-6. Nos résultats suggerent qu’une
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augmentation de I’IL-32 total est associée a une hausse du taux d’IL-6 dans le plasma (figure
17A). Egalement, les progresseurs lents ayant un taux élevé d’IL-32 total dans le plasma a la
visite 1 verront leur niveau d’IL-6 augmenté a la visite 2 (figure 17B). Par contre, une ¢lévation
du niveau plasmatique d’IL-6 ne prédit pas une hausse de celui de I'lL-32 (p-value non
significatif) (figure 17C).

Il ressort ici que: 1) une augmentation du taux d’IL-32 total est associ¢ a une hausse de la
cytokine pro-inflammatoire IL-6 dans le plasma. 2) une augmentation du taux plasmatique d’IL-
32 total pourrait annoncer une élévation du niveau d’IL-6. 3) A 1’opposé, une hausse du taux

plasmatique d’IL-6 ne prédit pas une augmentation de 1’IL-32 total dans le plasma.
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Figure 17. L’augmentation de IL-32 total plasmatique est associée a une augmentation de
P’IL-6. Le test Spearman a été utilisé pour le calcul des p-values. A) L’IL-32 total corréle
positivement avec I’IL-6 au niveau plasmatique (N=90). La charge virale moyenne est de
10447 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen est de 589 cellules/uL. B et C)
L’augmentation de I’IL-32 total prédit une augmentation de I’IL-6 dans le plasma tandis
qu’il n’existe pas de corrélation dans le cas inverse (p-value non significatif). B) N=90. A la
visite 1, la charge virale moyenne est de 7816 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen est

de 660 cellules/uL. A la visite 2, La charge virale moyenne est de 10447 copies/mL et le compte
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cellulaire CD4 moyen est de 589 cellules/uL. C) N=89. A la visite 1, la charge virale moyenne
est de 7903 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen est de 664 cellules/pL. A la visite 2,
La charge virale moyenne est de 10564 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen est de 594

cellules/pL.

4.6.3.2. Interleukine-32 et CD14 soluble

CD14 soluble est un facteur important permettant d’apprécier le niveau d’inflammation, la
mortalité et la morbidité chez les sujets séropositifs (53).
Nous avons mesuré les taux plasmatiques d’IL-32 total chez les progresseurs lents que nous
avons corrélés avec les taux de sCD14. La figure 18 montre que les taux plasmatiques d’IL-32
total corrélent positivement avec ceux de sCD14 aussi bien a la visite 1 (figure 18A) qu’a la visite
2 (figure 18B). Ensuite, de facon intéressante, la figure 18C révele qu'une augmentation du taux
d’IL-32 4 la visite 1 pourrait annoncer une hausse du taux de sCD14 a la visite 2. A contrario, une
augmentation du taux de sCD14 a la visite 1 ne prédit pas une augmentation du taux d’IL-32
(figure 18D).
Il ressort ici que: 1) une augmentation du taux d’IL-32 total coincide avec une hausse du taux de
sCD14. 2) une augmentation du taux d’IL-32 total pourrait annoncer une ¢élévation du niveau de
sCD14. 3) A I’opposé, une hausse du taux plasmatique de sCD14 ne prédit pas une augmentation

de I’IL-32 plasmatique.
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Figure 18. Corrélation entre les taux plasmatiques d’IL-32 total et sCD14 (N=91). La charge
virale moyenne, a la visite 1 est de 7745 copies/mL et le compte cellulaire CD4 moyen est de 660
cellules/uL. A la visite 2, la charge virale moyenne est de 10380 copies/mL et le compte
cellulaire CD4 moyen est de 591 cellules/uL. Le test Spearman a été utilisé pour le calcul des p-
values. A et B) L’augmentation du taux d’IL-32 total correle positivement avec le taux de sCD14

aux visites 1 et 2. C) L’augmentation du taux d’IL-32 total pourrait prédire I’augmentation de
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taux de sCD14. D) Inversement, une augmentation du taux de sCD14 a la visite 1 ne prédit pas

I’augmentation du taux d’IL-32 a la visite 2 (p-value non significatif).

4.6.4. Corrélation entre I’interleukine-32 et CCL5

CCLS5 est une chimiokine ligand naturel de CCRS, le corécepteur utilisé¢ pour 1’entrée des
virus VIH-1 a tropisme R5. Il a été montré qu’avant I’infection, CCLS5 inhibe I’entrée des souches
RS du VIH-1 par compétition au moment de la fixation a CCRS, utilisé comme corécepteur par le
VIH-1 pour I’entrée des souches RS (58, 66). En outre, I’activation du systéme immunitaire
associée a I’infection par le VIH-1 entraine une augmentation du taux de cette chimiokine (217)
et il a ét¢ montré que les ligands de CCRS peuvent augmenter la permissivité des souches X4 du
VIH-1 (217, 218). Toutefois, dans le cas des progresseurs lents, 1’activation du systéme
immunitaire étant moindre au moment du contréle de 1’infection, il est possible de supposer que
la chimiokine CCL5 demeure encore protectrice. De plus, il est démontré que les cellules T
CD4+ de certains controleurs élites secrétent des quantités relativement élevées (supérieures a
ceux des sujets séronégatifs au VIH) de ligands naturels de CCRS bloquant ainsi ’entrée des
souches R5 du VIH-1 (218).

Nous avons mesuré les taux plasmatiques d’IL-32 total chez les progresseurs lents que nous
avons corrélés avec les taux de CCLS.

Nos résultats (figure 19) montrent que des taux plasmatiques élevés de CCLS a la visite 1
(au moment du contréle de I’infection) correlent négativement avec ceux d’IL-32 total a la visite
2. En fait, comme attendu, les progresseurs lents ayant une forte concentration de CCLS5 a la
visite 1 auront une faible concentration d’IL-32 total a la visite 2. Il ressort ici que, dans le
plasma, plus il y a du CCLS, chimiokine limitant I’entrée des souches R5 du VIH-1 dans la
cellule, moins il y aura de I’IL-32 total qui, selon nos résultats précédents, est associée a une

augmentation de la virémie.
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Figure 19. Un taux plasmatique élevé de CCLS pourrait prédire une faible concentration
plasmatique d’IL-32 total chez les progresseurs lents. La charge virale moyenne, a la visite 1
est de 23951 copies/mL et le compte cellulaire T CD4 moyen est de 575 cellules/uL. A la visite
2, la charge virale moyenne est de 57312 copies/mL et le compte cellulaire T CD4 moyen est de

387 cellules/uL. Le test Spearman a été utilisé pour le calcul du p-value.
4.7. Induction d’un milieu pro-inflammatoire par I’isoforme gamma

A I’opposé de ’isoforme alpha de 1’TL-32, I'IL-32y est la plus active et demeure la plus
impliquée dans la mort et I’activation cellulaire (158-160).
Les cellules T CD4 isolées de PBMC d’un donneur VIH négatif ont ét¢ stimulées et exposées ou
non a I’[L-32a ou IL-32y. Par la suite, plusieurs cytokines ont été mesurées. Les résultats
soulignent que les cellules exposées a I’[L-32y sécretent plus de cytokines pro-inflammatoires a
savoir IL-6, IL-10, TNFa, IL-22 comparativement a celle exposées a 1’IL-32a. II ressort ici que
I’IL-32y contrairement a 1’'IL-32a favorise 1’établissement d’un milieu pro-inflammatoire et

immunosuppressif (figure 20).
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Figure 20. L’IL-32y contrairement a I’IL-32a est associée a une augmentation du niveau

d’inflammation. L expérience a été effectuée sur un donneur. Les cellules T CD4 ont été isolées

par sélection négative (EasySep beads, StemCell), stimulées par les anticorps anti-CD3

(0,5ug/mL) et anti-CD28 (0,5ug/mL) en présence ou non de IL-32a (500ng/mL) ou IL-32y

(500ng/mL). Les différentes cytokines ont ét¢ mesurées a jour 3 apres la stimulation. L’IL-32y

mais non I’IL-32a induit un environnement pro-inflammatoire.
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5. DISCUSSION

Des ¢études antérieures ont souligné 1’implication de 1I’'IL-32 dans ’infection a VIH-1. Il
est admis que le taux d’IL-32 est augmenté chez les sujets séropositifs pour le VIH-1 par rapport
aux sujets VIH négatif (180). De plus, Smith et al. (188) soutient, dans son étude, que I’'IL-32y
induit I’immunosuppression favorisant un environnement propice a la réplication du VIH-1.
Similairement a ces observations, nos résultats suggérent une association entre I’augmentation

des taux d’IL-32 total et la progression de I’infection a VIH-1.

Nous avons comparg les taux d’IL-32 total de sujets VIH positif (contréleurs élites et virémiques)
et VIH négatif. Les résultats aussi bien dans le plasma que dans les lysats de PBMC ont permis
de confirmer que le taux d’IL-32 total est significativement plus élevé chez les sujets séropositifs
par rapport aux sujets VIH négatif (180). De plus, comme rapporté auparavant, nous avons
observé que la stimulation par le PHA entraine une augmentation des taux d’IL-32 total dans les
lysats de PBMC aprées 24h de culture. De fagon intéressante, nous avons distingué les contrdleurs
¢lites des sujets virémiques. En fait, il est également ressorti de cette expérience que le taux d’IL-
32 total des sujets virémiques demeure plus élevé que celui des contrdleurs élites. Dans le
plasma, cette différence n’est pas significative mais le devient dans le lysat cellulaire. Ceci
pourrait s’expliquer par le fait que I'[L-32 est une cytokine principalement d’expression
endogene (173) qui est donc plus facilement quantifiable dans le lysat cellulaire que dans le sang
périphérique (ici représenté par le taux plasmatique). De plus, la forte concentration de 1’IL-32
chez les sujets virémiques par rapport aux controleurs élites soutient I’argument selon lequel cette
interleukine induit un environnement pro-inflammatoire, laquelle, est fortement observée chez les

sujets virémiques.

Par ailleurs, nous avons montré que l’infection par le VIH-1 induit 1’augmentation du niveau
d’IL-32 total. En fait, I’infection in vitro de PBMC a permis d’observer une augmentation du
niveau d’IL-32 total dans les surnageants de culture et lysat aprés 72 heures d’incubation a 37°C.
Ces observations ont été confirmées in vivo. Nous avons, en effet, effectué un suivi longitudinal
du taux plasmatique d’interleukine-32 total chez des sujets séropositifs en primo-infection,

ensuite un an apres la thérapie antirétrovirale en comparaison avec des sujets VIH négatif.
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Comme attendu, le taux d’IL-32 total le plus élevé est observé en primo-infection et chute
drastiquement dans le plasma lorsqu’on passe de la phase de primo-infection a un an apres la
thérapie antirétrovirale. En fait, durant la primo-infection, la forte virémie accompagnée de la
cytolyse (expliquant entre autre la chute du compte cellulaire CD4) pourrait justifier cette forte
concentration d’IL-32 total dans le plasma, étant donnée que cette cytokine d’expression
principalement endogeéne verrait son taux plasmatique augmenté suite a une lyse cellulaire (174).
Un an apres la thérapie antirétrovirale, la baisse de la charge virale diminue la cytolyse, il y a une
réduction de I’épuisement cellulaire qui amoindrit considérablement 1I’immunosuppression et
favorise le rétablissement de la réponse immunitaire. Par conséquent, le taux d’IL-32 total
diminue nettement dans le plasma. Toutefois, nos résultats ont révélé que cette diminution
drastique du taux plasmatique d’IL-32 un an apres la thérapie antirétrovirale n’atteint jamais celui
des sujets VIH négatif utilisés comme controle. L’IL-32 pourrait ainsi représenter un

biomarqueur permettant ici d’évaluer le bon fonctionnement du traitement antirétroviral.

L’augmentation du taux d’IL-32 total chez les sujets en perte de contrdle de I’infection a VIH-1
par rapport au taux obtenu chez ces mémes sujets lorsqu’ils étaient en progression lente soutient
nos résultats précédents selon lesquels le taux d’IL-32 total est augmentée en faveur de la
progression de I'infection a VIH-1. L’augmentation du taux plasmatique de 1’'IL-32 total est

associée ici a une perte de controle de I’infection a VIH-1.

Afin de mieux comprendre le role de I’IL-32 au cours de la progression de I’infection a VIH-1,
nous avons entrepris, entre autres, des études de corrélations avec des marqueurs principaux de la
progression de D’infection a VIH-1 a savoir la molécule sCD14 signant une translocation
microbienne intestinale et associée a une augmentation de la mortalité chez les sujets VIH positif
(53), le compte cellulaire T CD4+ et la charge virale. Le déclin du compte cellulaire CD4 associé
a une augmentation de la charge virale corréle avec un mauvais pronostic au cours de la
progression de I’infection a VIH-1. En effet, nous avons mesuré les taux plasmatiques d’IL-32
total chez des sous-groupes de progresseurs lents (EC, VC, NVC) en comparaison avec des
progresseurs normaux du VIH-1. II est ressorti que I’IL-32 total augmente significativement et de
plus en plus chez les sous-groupes de progresseurs lents ayant une virémie élevée.

L’augmentation du taux plasmatique de I’IL-32 total coincide avec une élévation de la charge
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virale. Nous avons confirmé cette derniere observation par 1’obtention de corrélation positive
entre I’augmentation du taux plasmatique d’IL-32 total et la hausse de la charge virale. De fagon
intéressante, nous avons montré qu’une augmentation de I’IL-32 total dans le plasma pourrait
prédire une hausse de la virémie au cours de la progression de I’infection a VIH-1 ainsi qu’un
déclin du compte cellulaire CDA4.

Egalement, une augmentation de 1’TL-32 total coincide avec la hausse du taux de la cytokine pro-
inflammatoire IL-6 dans le plasma au cours de I’infection a VIH-1. Une étude récente a rapporté
I’augmentation de I’IL-6 au cours de I’infection a VIH-1 (216). De plus, une élévation du niveau
plasmatique d’IL-32 total pourrait prédire une augmentation de I’interleukine-6 plasmatique au
cours de la progression de I’infection. Cependant, une augmentation de 1’'IL-6 plasmatique ne
prédit pas une hausse de I’IL-32 dans le plasma.

Ensuite, nous avons corrélé les taux plasmatiques de I’IL-32 avec ceux de CD14 soluble (sCD14)
qui est un marqueur important permettant d’apprécier le niveau d’inflammation, la mortalité et la
morbidité chez les sujets séropositifs (53). Comme attendu, nous avons observé une corrélation
positive entre les taux d’IL-32 total et de sCD14 aux visites 1 et 2 suggérant que plus la
concentration de I’'IL-32 total est augmentée, plus celle de sCD14 I’est également. De fagon
intéressante, une augmentation de 1’IL-32 total a la visite 1 pourrait prédire une hausse du taux de
sCD14 a la visite 2. Inversement, le taux de sCD14 a la visite 1 ne prédit pas une augmentation
du taux d’IL-32 total a la visite 2 (p-value non significatif) attestant le sens unidirectionnel de
cette corrélation.

Ainsi, nos résultats suggerent que I’augmentation du taux plasmatique de 1’IL-32 total coincide
avec une perte de controle de I’infection a VIH-1. Par conséquent, 1’IL-32 pourrait constituer un

biomarqueur permettant d’apprécier la progression de I’infection a VIH-1.

Toujours dans I"optique d’apprécier le role de I’interleukine-32 au cours de I’infection a VIH-1,
nous avons corrélé les taux plasmatiques d’IL-32 total a ceux de CCLS5, un ligand naturel de
CCRS utilisé comme corécepteur pour 1’entrée des souches RS du VIH-1. Il est connu qu’avant
I’infection, les ligands naturels de CCRS, potentiellement CCLS5, inhibent I’entrée des souches RS
du VIH-1 par compétition au moment de la fixation a CCRS5 (58, 66). Méme si, 1’activation du
systéme immunitaire durant 1’infection a VIH-1 augmente le niveau de CCL5 (217) et que les

ligands de CCRS5 peuvent augmenter la permissivité des souches X4 du VIH-1 (217, 218) il est
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démontré que les cellules T CD4+ de certains contrleurs élites secrétent des quantités
relativement élevées (supérieures a ceux des sujets séronégatifs au VIH) de ligands naturels de
CCRS5 bloquant I’entrée des souches R5 du VIH-1 (218).

Ainsi, dans le cas des progresseurs lents, ’activation du systéme immunitaire étant moindre au
moment du controle de I’infection, il est possible de supposer que la chimiokine CCL5 demeure
encore protectrice. Nos résultats ont montré une corrélation négative entre le taux plasmatique de
CCLS5 a la visite 1 et celui de I’IL-32 total a la visite 2. Comme supposé, une concentration
¢levée de CCLS5 pourrait prédire un taux faible d’IL-32 total. En fait, la chimiokine CCL5
inhibant ’entrée des souches R5 du VIH-1 par compétition va limiter ’entrée du virus dans la
cellule. Or, nos résultats précédents associent I’augmentation de I’IL-32 total a une augmentation
de la virémie. Ainsi, une forte concentration de CCL5 diminuerait la virémie et supposément le

taux d’IL-32 total.

Nos résultats précédents ont permis d’évaluer le role de I’'IL-32 total dans la progression de
I’infection & VIH-1. Toutefois, il semble évident que les isoformes de 1’IL-32 exerce des roles
différents dans la progression de I’infection a VIH-1. Ainsi, I’isoforme alpha de I’'IL-32 (IL-32a)
s’est avéré étre, en plus grande quantité dans le plasma des sujets VIH négatif que dans celui des
sujets VIH positif (EC et virémique). De plus, méme si la différence entre les élites contrdleurs et
les sujets virémiques n’est pas significative, il apparait une tendance a la hausse du taux
plasmatique d’IL-32a chez les contrdleurs élites par rapport aux sujets virémiques. Ces résultats
confirment les données de la littérature selon lesquelles cette isoforme est la moins impliquée
dans la mort cellulaire et I’inflammation (158-160). Le test ELISA que nous avons utilisé ne nous
a pas permis de mesurer directement les taux d’IL-32y, ce qui pourrait étre du a des réactions
croisées entre I’isoforme gamma et les autres analogues. Toutefois, nos résultats laissent supposer
que I’IL-32y contrairement a 1I’IL-32a est capable d’induire une hausse de la production de
plusieurs cytokines pro-inflammatoires et entretenir ainsi un milieu immunosuppressif propice a
la réplication du VIH-1. L’IL-32y demeure la plus active et est la plus impliquée dans la mort et
I’activation cellulaire (158-160) comparativement aux autres isoformes de I’IL-32. Nos
observations soutiennent ceux de Smith et al. (188) selon lesquelles 1’IL-32y induit
I’immunosuppression favorisant la multiplication du VIH-1 et aussi ceux de Kang et al. attestant

que I’IL-32 induit la production de cytokine immunosuppressive IL-10 (189). Nos résultats
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précédents avaient également montré qu’une augmentation du taux plasmatique 1’IL-32 total est

associée a une hausse de I’IL-6 dans le plasma.
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6. CONCLUSIONS-PERSPECTIVES

Les études concernant 1’interleukine-32 ont connu de I’ampleur a partir de la découverte
de ses propriétés biologiques, principalement pro-inflammatoire. Ainsi, plusieurs études ont
montré I’implication de I'[L-32 dans différentes pathologies inflammatoires, cancéreuses et
infectieuses (161, 163-166, 168).

Nos travaux sont les premiers a évaluer le role de I’'IL-32 dans la progression de I’infection a
VIH-1. Il ressort de nos travaux que:

#1) L’interleukine-32 total demeure plus élevé chez les séropositifs versus les sujets VIH négatif.
De plus, les sujets virémiques ont un taux d’IL-32 plus élevé que les €élites contrdleurs.

#2) L’augmentation du taux de Dinterleukine-32 total coincide avec une progression de
I’infection a VIH-1.

#3) L’isoforme gamma, a 1’opposé I’isoforme alpha, semble favoriser I’induction un
environnement pro-inflammatoire.

Par ailleurs, nos résultats convergent vers le fait que 1’augmentation du taux de 1’IL-32
total est favorisée par une lyse cellulaire étant donné qu’elle est associée a une progression de
I’infection @ VIH-1 qui sous-entend une hausse de la virémie avec une lyse cellulaire. Il serait
intéressant de poursuivre ce projet en testant I’impact de I’infection sur I’apoptose cellulaire et la
relache de I’IL-32 dans le milieu extracellulaire, étant donnée que cette cytokine serait libérée en
grande quantité dans le plasma aprés lyse cellulaire (174). En effet, nos résultats ont démontré
que les sujets virémiques avaient des taux plasmatiques d’IL-32 total plus élevés que ceux des
sujets EC, ces derniers ayant des taux supérieurs a ceux des sujets VIH négatif. Ces données
laissent supposer que les sujets virémiques ayant plus de cytolyse que les EC et les sujets VIH
négatif pourraient de ce fait libérer I’IL-32 en plus grande quantité dans le milieu extracellulaire.
En outre, les isoformes de I’interleukine-32 exercent des rdles différents dans la progression de
I’infection & VIH-1. Il serait intéressant dans des expériences futures de réprimer 1I’expression
d’au moins chacune des principales isoformes a, B, y ou & de I’'IL-32 chez les sujets virémiques et
les contrdleurs élites par des petits ARN interférents (SiRNA pour Small Interfering RNA) et
mesurer la cinétique de la réplication virale aprés surinfection afin d’apprécier les propriétés

spécifiques de chacune des isoformes de cette cytokine.
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8. ANNEXES

1. Profil d’expression des génes. Analyse par puces 2 ADN.
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2. Données cliniques des sujets de I’étude.

Tableau I: Liste des progresseurs lents utilisés pour le suivi du taux plasmatique d’IL-32 total

(figure 10A).

Charge Charge
Compte . . Compte . . .
ID . . virale_visite 1 . . virale_visite 2 Nombre de mois
CD4_visite 1 . CD4_visite 2 . . .
SUJETS (cellules/uL) (copies (cellules/uL) (copies entre les visites
2 d'ARN/mL) a3 d'ARN/mL)

104002 820 3648 490 37556 60
104004 660 18305 320 14505 40
104008 540 75934 480 145566 38
104011 430 1171 270 474 28
105008 435 37948 271 56100 12
110014 450 6820 240 66586 18
102005 457 3345 398 14966 50

Tableau II: Liste des progresseurs lents utilisés pour le suivi du taux cellulaire d’IL-32 total

(figures 10B et 10C).

Compte . Char.gfe Compte . Char.gfe Nombre de
ID .. virale_visite 1 . . virale_visite 2 .
CD4_yvisite 1 . CD4_visite 2 . mois entre
SUJETS (cellules/uL) (copies (cellules/uL) (copies les visites
H d'ARN/mL) n d'ARN/mL)

104002 820 3648 490 37556 60
104004 660 18305 320 14505 40
104008 540 75934 480 145566 38
104011 430 1171 270 474 28
105008 435 37948 271 56100 12
106006 500 41432 320 41780 30
110014 450 6820 240 66586 18

102005 457 3345 398 14966 50
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Tableau III: Liste des sujets utilisés pour la comparaison des taux plasmatiques de I’IL-32 alpha

(figure 11).

Compte CD4 Charge virale (copies
ID SUJETS (celltll)les/uL) A ARNATL)
106008 (HDMOOS) 810 50
106017 (HDMO17) 1210 47
109015 (CQLO15) 730 40
CONTROLEURS 10922 (CQL0O22) 1160 40
ELITES 104014 (HNDO14) 870 40
102004 (HTMO004) 868 40
102006 (HTMO06) 634 55
110002 (ACTO002) 480 50
HND DRPIO75 440 34864
HDM 027 510 75053
CQL BL003004 350 10283
SUJETS ACT 89215 360 326709
VIREMIQUES ACT 63054 350 163799
CQL MAC03010 360 45692
HND DRI062 380 12800

CQL BL003006 500 128368

XVi



Tableau IV: Liste des sujets virémiques et controleurs ¢élites utilisés pour la comparaison des

taux plasmatiques d’IL-32 total (figure 12A).

ID Sujets Compte CD4 C.harge virale
(cellules/nL) (copies d'ARN/mL)

HND DRPI062 380 12800

GOL 040G 357 51566

ACT 63054 350 163799

GOL 041G 281 27536

SUJETS HND DRPIO73 400 385782

VIREMIQUES CQL BL003004 350 10283

CQL BL003006 500 128368

ACT 89215 360 326709

HND DRPIO75 440 34864

CQL MAC03010 360 45692

ACT 118046 250 84341
106008 (HDMOO0S) 810 50
106017 (HDMO17) 1210 47
109001 (CQLO001) 680 50
SUJETS 109015 (CQLO15) 730 40
CONTROLEURS 109022 (CQL022) 1160 40
ELITES 104014 (HNDO14) 870 40
102004 (HTMO004) 868 40
102006 (HTMO006) 634 55

110013 (ACTO13) 550 40
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Tableau V: Liste des sujets virémiques et controleurs élites utilisés pour la comparaison des taux

cellulaires d’IL-32 total (figures 12B et 12C).

Compte CD4 Charge virale

ID SUJETS (cellules/uL) d'gcl(l)ll\)ll/:lle)

HDMO028 460 85718

DRPI075 440 34864

HTM401 242 11411

CQLBL003004 350 10283

SUJETS

VIREI.\I/IIQUES ACT89215 360 326709
ACT63054 350 163799

CQLMAC3010 360 45692

DRPI062 380 12800

CQLBL003006 500 128368

HNDO14 870 40

HTMO004 868 40

SUJETS ACT002 480 50

CONTROLEURS =~ C&01 730 40

LLITES HDMO17 1210 47

CQL022 1160 40

HDMO008 810 50

HTMO006 634 55
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Tableau VI: Liste des sujets en primo-infection et un an apres la thérapie antirétrovirale (figure

14).

PRIMO-INFECTION UN AN ARV
D SU Charge yirale Compte CD4 Charge yirale Compte CD4
JETS (copies (copies
d'ARN/mL) (cellules/nL) d'ARN/mL) (cellules/nL)
HDM 027 127175 510 40 580
ACT 101384 142517 270 11130 350
ACT 89215 5149 600 40 430
HND DRPIO72 29981000 240 40 670
ACT 88946 35303 430 40 690
ACT 55983 70 1130 40 970
HDM 028 86627 580 40 480
GOL 045G 6145377 380 40 522
HDM 032 40634 660 40 620

HTM 404 557083 531 40 793
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Tableau VII: Liste des sujets utilisés pour les études de corrélations (figures 15, 16, 17 et 18).

Compte . Char.g.e Compte . Char‘g‘e Nombre de

ID SUJETS  CD4_visite 1 V““‘(lceo—vi‘:;te L cpa_visite 2 V“a(lceo—vi‘:;te 2 mois entre

(cellules/nL) aQ ARII\)I /mL) (cellules/nL) ar ARll\)I /mL) les visites
HTM-001 429 50 125 40 27
HTM-006 723 50 634 55 30
HND-014 780 40 750 40 17
106008 480 50 370 50 12
218001 1290 50 740 291 27
109020 1280 40 830 714 20
HTM-004 636 50 868 40 60
105-002 658 45 714 60 72
106023 690 40 880 48 14
109001 680 50 650 40 13
109015 670 50 780 40 28
EC 218002 730 50 570 40 32
218005 510 40 460 40 25
401004 1130 40 850 40 30
401007 990 50 830 39 35
401012 950 59 750 40 12
403001 950 40 410 39 30
403006 980 40 900 40 13
106011 870 50 600 50 18
201003 365 40 342 40 11
216005 670 52 510 40 29
218003 320 61 320 40 32
401009 580 50 760 835 38
401017 490 40 440 40 18

XX



Compte . Char.g.e Compte . Char‘g‘e Nombl.‘e

ID . . virale_visite 1 . . virale_visite 2  de mois

SUJETS CD4_visite 1 (copies CDd_visite 2 (copies entre les

(cellules/uL.) d'ARN/mL) (cellules/ul) 4 \RN/mL) visites
HTM-018 670 616 366 1762 25
HND-002 810 2084 460 53285 89
106001 670 5654 590 25170 78
109002 780 905 480 3419 9
109006 610 482 510 8135 90
110004 500 194 380 1426 45
205002 700 407 570 9262 24
216009 720 698 530 1966 26
216011 870 49 780 325 35
217003 670 707 600 1212 30
218004 970 87 820 152 30
401018 650 457 580 999 30
403002 480 793 370 7096 26
HTM-002 549 117 679 3733 84
HTM-008 535 268 557 284 66
HTM-014 574 744 549 40 59
HTM-016 602 591 850 40 40
HTM-017 486 1771 537 5259 46
Ve HND-003 720 1769 990 40 83
HND-011 420 1891 520 40 71
HND-013 420 170 630 40 63
403004 560 56 510 40 11
106003 570 1198 540 40 85
106015 360 658 390 4320 54
106018 650 1427 760 1462 6
205003 810 301 760 224 21
208004 438 8428 439 1342 12
216001 390 212 400 6548 24
216006 700 1345 830 4306 30
216008 640 2420 510 40 35
216010 570 78 540 78 29
217001 1190 323 1230 39 37
217002 510 460 580 348 30
301001 698 941 646 860 7
401008 680 702 760 354 37
401015 750 1090 500 725 30
401016 1160 359 1390 3497 24
403003 670 232 590 212 25

xXi



Compte . Char.gc.e Compte . Char‘g‘e Nombre de
ID SUJETS  CDA4_visite 1 V“ilceo—;i‘:;te L cD4_visite 2 V‘”‘(lceo—;i‘:;te 2 nois entre
(cellules/nL) d'ARN/mL) (cellules/nL) d'ARN/mL) les visites
HTM-007 713 3342 416 5120 58
106006 620 33218 320 41780 37
109018 740 14547 530 77756 17
109019 650 16333 130 78806 38
110011 870 23140 680 96952 12
205001 590 7503 580 39355 36
NVC 109017 900 14155 510 26892 43
110001 670 26746 480 674 26
208006 432 49936 608 121369 8
208007 597 5454 880 6507 14
HND-008 490 149122 640 55 83
106007 710 36705 580 21740 26
109007 450 60576 540 121490 58
109010 690 38839 310 40 68
Nombre
ID Com.p‘te virgileil;fgi:ite Com‘p‘te viraCl:_a\fiiiete 2 de mois
SUJETS CD4_visite 1 1 (copies CD4_visite 2 (copies entre
(cellules/nL) d'ARN/mL) (cellules/uL) d'ARN/mL) ‘le‘s
visites
106014 370 8698 320 99435 43
110006 420 4228 290 42443 19
110007 460 16973 230 34075 12
GOL102 478 100891 233 750375 24
CONTROLE 109013 440 2737 300 5524 19
HND-010 250 703510 630 51 6
110014 530 6425 580 107020 18
106010 550 50 480 40 76

106013 370 70 460 40 29

xxii



Compte . Char‘g‘e Compte . Char‘g‘e Nombl.‘e
ID CD4_visite 1 v1rale_V‘151te 1 CD4_visite 2 v1rale_V‘151te 2  de mois
SUJETS (copies (copies entre les
(cellules/ul) g A pN/mry ~ (Cellules/mL) 4 RN/mIL)  visites
HTM-005 401 2458 294 100000 89
105-005 518 1171 437 2607 29
208002 696 89 622 263 27
HND-004 630 38891 590 40 83
HND-005 750 27005 200 50 33
HND-016 370 40 510 40 13
201005 906 1420 990 6639 8
EXCEPTIONS 106004 860 68799 1210 40 95
208001 541 15179 522 15272 12
208008 513 26970 474 25962 6
216004 300 936 360 1956 13
401002 450 310 340 1969 35
401011 390 55 330 284 24
401013 240 40 150 40 19

101-001 830 40 810 51 6

xxiii



Tableau VIII: Liste des sujets utilisés pour la corrélation IL32 total et CCLS5 (figure 19).

Compte . Char.gc.e Compte . Char.g.e .

ID SUJETS CD4 visite 1 Vlrale_v.151te 1 CD4 visite 2 Vll‘ale_V‘lSlte 2 Nombre de‘ mois

(celh;les /L) ' (copies (cell;les /L) ' (copies entre les visites

d'ARN/mL) d'ARN/mL)

104002 820 3648 490 37556 60
104004 660 18305 320 14505 40
104008 540 75934 480 145566 38
104011 430 1171 270 474 28
105008 435 37948 271 56100 12
106004 660 43701 370 73066 48
106006 500 41432 320 41780 30
110014 450 6820 240 66586 18
102005 457 3345 398 14966 50

401010 800 7206 720 122530 24
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3. Liste des présentations

01/11/2013. Journée SIDA et Maladies Infectieuses du Fonds de Recherche en Santé du Québec
(FRSQ), «Essai ex-vivo pour évaluer I’activité suppressive des cellules T-CDS8 régulatrices
spécifiques au VIH-1», Hotel Méridien, Montréal, Qc, Canada. Présentation orale.

RESUME:

Introduction. Dans le cadre des recherches concourant a la mise au point d’un vaccin contre
I’infection & VIH, il s’avere trés intéressant d’évaluer D’activité suppressive des lymphocytes
TCDS spécifiques au VIH de type 1. C’est dans cette optique, que nous nous sommes proposé de
tester chez les sujets infectés par le VIH-1, ¢élites contrdleurs ’activité suppressive ex vivo des
lymphocytes TCDS spécifiques au VIH-1 sur des lymphocytes TCD4 hétérologues infectés.
Méthodes. Nous n’avons pas encore de résultats préliminaires. Néanmoins, nous vous
présenterons les approches expérimentales utilisées pour cet essai.

Les cellules TCD4 sont isolées a partir de PBMC de donneurs non infectés par le VIH afin de
minimiser les variations possibles entre donneurs VIH positifs.

Ces cellules CD4 sont ensuite infectées par du virus VIH-1 de sous-type B ou non B a 10 > MOL
Les cellules TCDS sont isolées de PBMC provenant uniquement de sang fraichement prélevé de
patients VIH-1 positifs élites controleurs. Les cellules TCD4 et TCDS8 sont mises en coculture en
comparaison avec les cellules TCD4 mises en culture sans cellules TCDS. L’activité suppressive
des cellules TCDS est évaluée dans les surnageants de culture cinq jours apres I’infection par la
technique ELISA p24 ou préférentiellement par RT-PCR.

Conclusion. A I’issus de cet essai, nous nous attendons a observer une absence ou une trés faible
réplication virale dans les puits de coculture CD4-CD8. Les résultats de cette expérience pourront
servir & ’avancée des recherches concernant les stratégies thérapeutiques et préventives contre

I’infection a VIH.
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05/12/2013. 16e congrés annuel des étudiants du CRCHUM, «Essai ex-vivo pour évaluer
I’activité¢ suppressive des cellules T-CDS8 régulatrices spécifiques au VIH-1», CRCHUM,
Département de médecine, Université de Montréal, QC, Canada. Présentation par affiche.
RESUME:

Pascale Kouassi*, Sandrina Da Fonseca, Mohamed Sylla, Annie Chamberland, Annie Gosselin,
Petronela Ancuta et Cécile Tremblay.

Introduction. Dans le cadre des recherches concourant a la mise au point d’un vaccin contre
I’infection & VIH, il s’avere trés intéressant d’évaluer I’activité suppressive des lymphocytes T
CD8+ spécifiques au VIH-1. C’est dans cette optique, que nous nous sommes proposé de tester
chez les sujets élites controleurs I’activité suppressive ex vivo des lymphocytes T CD8+
spécifiques au VIH-1 sur des lymphocytes T CD4+ hétérologues infectés in vitro.

Méthodes. Les cellules T CD4+ sont isolées a partir de PBMC de donneurs non infectés par le
VIH par sélection positive en utilisant des billes magnétiques. Les cellules T CD4+ sont ensuite
infectées in vitro par une souche VIH-1 primaire a 10> MOL Les cellules T CD8+ sont isolées de
PBMC provenant du sang fraichement prélevé de patients élites contrdleurs. Les cellules T CD4+
et T CD8+ sont mises en coculture en comparaison avec les cellules T CD4+ mises en culture
sans cellules T CD8+. L’activité suppressive des cellules T CD8+ est évaluée par mesure de la
présence de virions dans les surnageants de culture cinq jours apres 1’infection par la technique
ELISA p24 et par RT-PCR.

Résultats préliminaires. Apres analyse des surnageants de culture par la technique ELISA p24,
on observe une de la réplication virale accrue dans les puits de culture contenant seulement des
cellules T CD4+ contrairement a une inhibition presque totale de la réplication virale dans les
puits de coculture CD4-CDS.

Conclusion. Ces résultats préliminaires de cet essai suggerent que les cellules T CD8+ de sujets
¢lite controleurs sont capables d’inhiber la réplication virale dans des cellules T CD4+
hétérologues infectées in vitro. Des expériences futures visent I’inclusion de sujets
supplémentaires dans cette étude et aussi la compréhension des mécanismes moléculaires par
lesquelles les cellules T CD8+ controlent la réplication virale. Ces résultats pourront servir a
I’avancée des recherches concernant les stratégies thérapeutiques et préventives contre 1’infection

a VIH.
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05/12/2014. 17¢ congrés annuel des étudiants du CRCHUM, «Evaluation du réle de
I’interleukine-32 dans la progression de I’infection par le VIH-1», CRCHUM, Département
de médecine, Université de Montréal, QC, Canada. Présentation par affiche.

RESUME:

Pascale Kouassi*, Mohamed Sylla, Annie Chamberland, Yuwei Zhang, Petronela Ancuta,
Mohamed El-Far et Cécile Tremblay.

CRCHUM, Département de médecine, Université de Montréal, QC, Canada.

Introduction. L’interleukine-32 (IL-32) est connue comme une cytokine pro-inflammatoire
impliquée dans plusieurs pathologies. Nous nous sommes intéressés a étudier le role de 1’IL-32
dans la progression de I’infection par le VIH-1 chez les sujets virémiques et les €élites controleurs.
Ces derniers ont la capacité de maintenir la virémie a un niveau indétectable (<50 copies ARN
viral/mL) sans thérapie antirétrovirale pour >7 années tout en demeurant asymptomatiques.
Méthodes. Les PBMC provenant de sujets VIH positif virémiques, EC et VIH négatif ont été
activées par PHA et IL-2. A jour 1, le surnageant et le culot cellulaire ont été prélevés. Les culots
cellulaires ont été lysés et les protéines totales quantifiées par la méthode de Bradford. L’IL-32 a
été dosée par ELISA sur les lysats de PBMC. Pour ces mémes sujets, I’IL-32 a été dosée dans le
plasma. Egalement, nous avons dosé le taux d’IL-32 chez les sujets EC avant et aprés la perte de
controle.

Résultats préliminaires. Le taux d’IL-32 était plus élevé chez les sujets virémiques et EC
contrairement aux sujets VIH négatif. Cependant, ce taux a été supérieur chez les sujets
virémiques comparativement aux sujets EC. Comme attendu, le taux d’IL-32 augmente chez un
sous groupe des sujets EC qui subissent une perte du contréle de la virémie et correle
positivement avec des facteurs pro-inflammatoires telle que le sCD14.

Conclusions. Ces résultats suggérent que 1’'IL-32 est beaucoup plus sécrétée en faveur d’un
processus pro-inflammatoire. L’IL-32 pourrait constituer une cible thérapeutique afin de réduire
le processus inflammatoire chronique chez les sujets VIH positif pour réduire 1’épuisement

Immunitaire.
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