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Sommaire

La candidose oropharyngée (OPC) est l’infection fongique opportuniste la plus

fréquente chez les patients infectés au virus de l’immimodéficience humaine (VIH). Bien

qu’une réponse immunitaire à médiation cellulaire adaptée à l’égard de Candida albicans

protège l’hôte contre l’OPC, les altérations de l’immunité innée et adaptée qui sont

responsables de l’induction et de la persistance de la candidose buccale dans l’infection au

VIH n’ont pas encore été précisément définies. Bien que les lymphocytes T CD4+ et les

cellules de Langerhans, altérés dans l’infection au VIH, pourraient jouer un rôle central

dans l’immunopathogenèse de l’OPC, des mécanismes compensatoires de défense de

l’hôte, potentiellement préservés, pourraient limiter la prolifération de C. albicans à la

surface des muqueuses et prévenir la dissémination systémique chez les patients infectés

au VIH. La disponibilité de souris transgéniques (Tg) CD4C/HIV exprimant les produits des

gènes du WH-1 dans les cellules immunitaires et développant une maladie apparentée au

SIDA est apparu comme une nouvelle opportunité d’élaborer un nouveau modèle de

candidose buccale qui reproduit les principales manifestations cliniques et pathologiques

de l’infection à Candida chez les patients infectés au VIH. Au cours de mes études de

doctorat, nous avons pris avantage de ce nouveau modèle pour déterminer le rôle 1) des

cellules dendritiques (DCs) et des lymphocytes T CD4+, qui expriment le transgène CD4C/

JJJ\7Mut dans la perturbation de l’immunité protectrice des muqueuses buccales à l’égard

de C. albicans et la persistance d’un état de porteur chronique de C. atbicans, 2) des

leucocytes polymorphonucléaires (PMNs) et des lymphocytes T CD8+ dans le contrôle de

la charge buccale chronique et de la dissémination systémique de C. aÏbicans aux organes

profonds.

Dans la majeure partie de mes travaux, nous avons montré que la charge chronique

de C. aÏbicans requiert l’expression du transgène CD4C/HIV”’t dans les DCs et les

lymphocytes T CD4+, que la déplétion et l’altération fonctionnelle des ces populations

cellulaires chez les souris Tg empêchent l’immunité adaptée spécifique à C. albicans in



iv

vivo et in vitro, et que l’immunité protectrice à l’égard de C. albicans peut être restaurée

par le transfert adoptif de lymphocytes T CD4+ sains chez les souris Tg. Les lymphocytes

T CD4+ et les cellules de Langerhans, altérés, jouent donc un rôle central dans

Ï’ïmmunopathogenèse de la candidose buccale chez ces souris Tg exprimant le génome du

VIH, et suggèrent que des perturbations similaires pourraient induire la susceptibilité à

l’OPC chez les patients infectés au VIH.

En collaborant aux travaux de Miriam Marquis, nous avons montré que, bien que les

PMNs provenant de souris Tg sont quantitativement augmentés et presque

fonctionnellement intacts, ils sont néanmoins dispensables pour Unifier la charge buccale

chronique de C. atbicans, et pour prévenir la dissémination systémique de C. aÏbicans chez

les souris 1g CD4C/HIVM qui expriment les gènes EM’ REV et NEF du VIH. Nous avons

également démontré que l’augmentation de la charge buccale de C. aÏbicans chez les

souris CD8 knockout (KO) apparaît chez les souris 1g CD4C/HlVM qui expriment le gène

NEF du VIH, mais pas chez les souris contrôles qui n’expriment pas le transgène. Ces

résultats démontrent pour la première fois que les lymphocytes I CD8+ participent aux

défenses de l’hôte contre C. aÏbicans in vivo.

les mots clés : immunité des muqueuses, candidose, VIH, SIDA, souris transgéniques,

cellules dendritiques
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Summary

Oropharyngeal candidiasis (OPC) is the most frequent opporttmistic fimgal infection

among hunian imrnunodeflciency virus (HIV)-infected patients. Mtliough an intact

adaptive cell-mediated immune response to Carzdida albicans is protective agaÏrrst OPC,

the critical impairments of innate and adaptive immunity which are responsible for the

onset and maintenance of mucosal candidïasis in HW-infection have flot as yet been

precisely defined. Although defective CD4+ 1-ceils and Langerhans’ ceils are consïdered

central to the immunopathogenesis of OPC in HIV-infection, completely or partly

preserved compensatory host defense mechanisms most likely limit C. atbicans

proliferation to the mucosa and prevent systemic dissemination in HW-infected patients.

The availabiity of CD4C/HIV transgenic (1g) mice expressfrig gene products of H1V-1 in

immune ceils and developing an ATDS-like disease lias provided an opporturilty to devise a

novel model of mucosal candidiasïs that closely mimics the dlinical and pathological

features of candidal infection in hiiman HIV-infection. During my studies of doctorate, we

have taken advantage of tins novel mode!, to investigate the role of 1) CD4C/HIVt

trarisgene expressing dendritic ceils (DCs) and CD4+ T-cells in impaired induction of

protective mucosal imnumity and maintenance of a chronic carrier state of C. albicans, 2)

polymorphonuclear leukocytes (PMNs) and CD8+ 1-celis in limiting chromc oral carnage

and systemic dissemination of C. aÏbicans to deep organs.

In the major part of my work, we showed that chronic carnage of C. albicans

requires CD4C/HIVt transgene expression in at Ïeast DCs and CD4+ T-cells, that

depletion and ftmctional impairment of these ceil populations present in Tg mice

abrogates Candida-specific adaptive immunity in vivo and in vitro, anid that protective

immunity to C. atbicans can be reconstïtuted by adoptively transferring intact CD4+ T

ceils into 1g mice. Therefore, altered DCs and CD4+ 1-ceils are central to the

immunopathogenesis of mucosal candidiasis in these 1g mice expressing HIV-1 and

suggest that simiÏar defects may underlie the susceptïbility to OPC in human HW
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infection.

While collaboratmg in work of Mirïam Marquis, we showed that although PMNs from

these Tg mice are quantitatively augmented arid nearÏy intact functionally, they are

nevertheless dispensable for limiting chronic oral carnage of C. aÏbicans and for

prevenfing systemic dissemination of C. aÏbïcans in CD4C/HIVtA 1g mice which express

the env, rev and nef genes of HW-1. We also demonstrated that augmentation of oral

burdens of C. atbicans in CD8 knockout (KO) mice occurs in CD4C/HIVtG 1g mice which

express the nef gene of HW-1, but flot in control mice which do not express the transgene.

These resuits represent the first-ever clear evidence indicating that CD8+ T-cells

participate in host defense against C. aÏbicans in vivo.

key words mucosal immunity, candidiasis, HW, ATDS, transgenic mice, dendritic celis
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1. Candida albicans et candidose oropharyngée

1.1 Candida albicans

Pendant des centaines d’armées, il était incertain d’attribuer les symptômes de la

candidose à un organisme infectieux ou à une condition humaine innée (464). Ce n’est

qu’autour des années 1840, que les lésions buccales associées au «muguet» ont été

attribuées à uii champignon. Le nom de «Candida aÏbicans» est apparu avec la

codification du système de classification des espèces en 1924. Ce nom est dérivé de

l’expression latine toga candida (la robe blanche des sénateurs romain) et d’aÏbicans (la

forme grammaticale de la couleur blanche).

1.1.1 Biologie de Candida

Candida aÏbicans et Saccharomyces cerevisiae ont divergé d’un ancêtre commun il y

a de cela 100 millions d’années (214, 258). C. aÏbicans est un champignon diploïde

imparfait et dimorphe dont le génome comprend environ 6500 gènes distribués sur 8

chromosomes (377). Les deux ailèles de chaque gène de C. aÏbicans ne sont pas

nécessairement identiques (377, 563), résultant parfois en des variations de séquences en

acides aminés des protéines qu’ils codent. Cependant, ces différences sont plus souvent

observées dans les régions en amont des deux allèles d’un gène (698). C. aÏbicans était

considéré comme un champignon asexué jusqu’à très récemment, où des études menées

sur les loci « mating-lype-Ïike » (MTL) ont montré qu’il était capable de « s’accoupler » in

vitro (376) et in vivo chez la souris (277). La faible fréquence de cet accouplement (292) et

l’absence d’information sur le rétablissement de la forme diploïde de C. albicans à partir

de la forme tétraploïde (générée par l’accouplement) pourraient indiquer que ce

phénomène serait dû aux manipulations des souches en laboratoire. Néanmoins, des
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études récentes ont montré que le locus MU contrôle l’apparition de la transition de

couleur blanche-opaque (fréquence d’apparition de 1/1000 divisions cellulaires) chez des

souches cliniques de C. aÏbicans (292, 362), indiquant que cette transition pourrait être

nécessaire à l’accouplement de C. aÏbicans et expliquerait sa faible fréquence d’apparition.

C. aÏbicans peut exister sous trois formes, réversibles in vitro: la forme levure

unicellulaire (blastospore), la forme pseudo-hyphe, et la forme hyphe (figure 1.1). Ce

champignon réside chez l’homme de façon commensal dans le tractus gastro-intestinal,

uro-génital et plus modérément sur la peau (51). C. atbicans est un pathogène

opportuniste responsable de la candidose chez les individus immuno-supprimés. Les

facteurs qui prédisposent à la candidose peuvent être d’ordre physiologique (âge),

hématologique (neutropénie, SIDA), endocrinologique (diabète) ou iatrogénique

(antibiotique, stéroïde, chimiothérapie, cathéters endovasculaires ou urinaires) (89). La

candidose peut être localisée à la surface de la peau (intertigo, perionyxis) ou au niveau

des muqueuses vaginales (vaginite), gastro-intestinales (entérite, rectite) ou buccales

(candidose oropharyngée ou muguet) (89). Les patients atteint de neutropéme profonde,

ayant subi une greffe de moelle osseuse ou en phase avancée du SIDA peuvent présenter

une dissémination systémique de C. atbicans aux organes profonds (89).

La capacité de C. aÏbicans de coloniser, de pénétrer et d’endommager les tissus de

l’hôte dépend du déséquilibre entre les facteurs de virulence du champignon et le

dysfonctionnement spécifique des défenses immunitaires de l’hôte. C. aÏbicans possède

des propriétés d’adhésion, de dimorphisme, de «phenoypic switching», de mimétisme

moléculaire des intégrines des mammifères et de sécrétion d’enzymes hydrolytiques (464),

pouvant jouer un rôle dans l’initiation de l’infection fongique chez les individus

présentant un altération de leurs défenses immunitaires.

1.1.2 Les facteurs de virulence

C. albicans s’adapte aux différentes niches anatomiques de l’hôte en exprimant des
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gènes spécifiques reliés à sa virulence en réponse aux signaux de son environnement. Les

gènes PHR1 et FHR2 de C. aÏbicans sont essentiels à sa survie et sont exprimés

différemment en réponse au pH environnemental (427, 557). PHRI s’exprime in vitro et in

vivo à un pH neutre (ex: le sang périphérique) et PHR2 à un pH acide (ex: cavité vaginale).

Le mutant homozygote nul pour le gène PHR1 de C. aÏbicans a une survie réduite dans un

modèle de candidose systémique chez la souris et conservée dans un modèle d’infection

vaginale, à l’inverse du mutant PHR2 qui ne survit que dans la circulation sanguine (139).

L’adhérence de C. aÏbicans aux cellules de l’hôte est considérée comme une étape

précoce, essentielle dans l’établissement de l’infection. C. athicans exprime en surface des

protéines d’adhésion capables de se lier à plusieurs protéines composant la matrice

extracellulaire des cellules des mammifères telles que la fibronectine, la laminine, le

fibrinogène, et le collagène de type I et W (90). Ces protéines d’adhésion incluent (Figure

1.1):

>- Les protéines possédant une «agglutinin-like-sequence» (ALSs). Les protéines

Alslp et AlsSp ont des fonctions d’adhésion aux cellules buccales humaines de

l’épithélium et à la fibronectine respectivement (274).

> Les protéines «integrin-llke» (ffitlp) se liant aux protéines de la matrice

extracellulaire et capables d’induire des changements morphologiques en réponse

aux signaux extracellulaires (88, 324). La mutation du gène INT1 chez C. aÏbicans

réduit son adhérence aux cellules épithéliales humaines de 40% et sa virulence

chez la souris (324).

La protéine Mntlp possédant une activité ocl,2 mannosyltransférase. La délétion

du gène MNTJ chez C. aÏbicans affecte ses propriétés d’adhésion et de virulence

(87). Les maimosyltransférases 0-glycosylées (Pmtlp et Pmt6p) sont requises

pour l’adhérence de C. aïbicans aux cellules épithéliales in vitro (637, 638). Les

gènes MNT1, PMT1 et PMT6 sont impliqués dans la synthèse du mannan,

constituant majeur de la paroi cellulaire fongique et les protéines Mntlp, Pmtlp

et Pmt6p pourraient être impliquées dans la reconnaissance de l’hôte (89).
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La protéine Hwplp, servant de cible pour les transglutamirLases de l’hôte et

permettant ainsi la formation de liens covalents entre la levure et la surface de la

cellules hôte (89).

La capacité de C. aÏbicans de produire des enzymes hydrolytiques pourrait 1m

permettre d’endommager et d’envahir les tissus de l’hôte (figure 1.1). L’activité des

protéases aspartyles sécrétées (SAPs) et des phospholipases de C. aÏbicans est

synchronisée avec la progression de l’infection dans les différentes niches de 1 ‘hôte. Les

Saps sont codées par 10 gènes (SAP1 à £4PJO) et sont responsables de la dégradation des

protéines de l’hôte au site d’infection telles que l’hémoglobine, la kératine, les IgAs et les

protéines du complément (276), et jouent un rôle dans l’adhérence de C. albicans et la

dégradation des barrières des muqueuses buccales de l’hôte. In vitro les SAP1, 2 et 3 sont

exprimées seulement par les blastoconidies, tandis que l’expression des SAP4 à 6 est

attribuée à la forme hyphe (694). Lors de l’infection par C. aÏbicans d’un épithélium

humain reconstimé, les SAP1 et SAP3 sont exprimées précocement (42h après l’infection),

suivi de la SAP6 (48h après l’infection) s’accompagnant de la formation d’hyphes, et enfin

de l’expression de SAJ32 et SAP8 (60h après l’infection) (562). Ces observations ont été

validées par des résultats similaires obtenus avec des souches cliniques de C. atbicans

isolées de patients présentant une candidose buccale (562). Les isolats de C. aÏbicans des

patients infectés au VIII présentant une OPC produisent de plus hauts taux de Saps que

ceux provenant d’individus sains (138, 467, 686). Les SAP2, SAP4, SAPS et SAP6 sont

uniformément exprimées chez ces patients (435). L’expression des gènes spécifiques de

SAP est comparable chez les patients infectés ou non au VIII présentant une OPC (435) et

chez les souris C3H, DBA/2, transgéniques (1g) VIH-1 et non-Tg (518), indiquant que le

VIII n’altère pas l’expression des SAPs. Néanmoins, la diminution de la prévalence de

l’OPC chez les patients infectés au VIH traités aux inhibiteurs de protéases pourrait être

causée en partie par la capacité d’inhibition de l’activité des SAPs de ces protéases,

indiquant que les SAPs pourraient être impliquées dans la pathogénèse de l’OPC.
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Parmi les phospholipases sécrétées par C. aÏbicans (figure 1.1), la phospholipase B,

exprimée par deux gènes (PLBI et PLB2), contribue à la pathogénèse de la candidose en

dégradant les tissus de l’hôte (351, 615). Les ARNm de PLB1 ont été détectés durant toute

la phase de porteur chronique de C. atbicans chez la souris Tg VIH-1 (518). Les protéines

caPlblp sont sécrétées dans l’estomac (223) et dans les reins (351) des souris infectées à

C. aÏbicans. De plus, les blastoconidies, les pseudo-hyphes et les hyphes de C. aÏbicans

expriment de plus hauts taux d’ARNm de PBL1 que les cellules formant des tubes

germinatifs, suggérant que l’expression de caPLB1 est régulée en fonction de la transition

morphogénique (271). L’atténuation de la virulence des mutants nul Plbl dans différents

modèles de souris (223, 351), combinée avec l’implication de PLBJ dans la pénétration et

l’endommagement des tissus de l’hôte (223, 351) indiquent que les phospholipases de C.

aÏbicans contribuent à sa virulence. Néanmoins, la détermination du rôle précis des

produits des gènes PLB dans la pathogénèse de l’OPC chez les patients infectés au VIH

requiert de futures expériences.

La capacité de C. aÏbicans de changer de forme (hyphe-levure) en réponse aux

signaux provenant de l’environnement pourrait être un facteur supplémentaire de

virulence. Bien que la formation des hyphes de C. aÏbicans ne soit pas requise pour sa

pathogénicité, la transition de la forme levure à la forme hyphe pourrait favoriser sa

pénétration des tissus de l’hôte (618) (figure 1.1). La mutation des gènes CPHI, EfGI,

INT1 et/ou TUPi peut induire une réduction partielle, et dans certains cas complète, de la

capacité de filamentation de C. aÏbicans, inhibant ainsi sa capacité d’invasion des

muqueuses (694).

Le «phenotypic switching» (blanche-opaque) est identifié in vitro comme un facteur

de virulence pouvant gouverner la transition hyphe-levure (9), l’adhésion aux cellules

épithéliales (653), et la sécrétion de Sapl et Sap3 (340). 11 serait responsable de

l’expression différentielle des gènes essentiels à la virulence de C. aÏbicans tels que le gène

de résistance aux antifongiques CDR3 (31), le gène spécifique à la formation des colonies

blanches WH11 (341) et opaques 0P4 (422), et le gène essentiel au développement de la
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forme hyphe EfG1 (589, 595).

1.2 Candidoses oropharyngée et oesophagienrie dans l’infection au VIH

1.2.1 Les manifestations cliniques et la pathologie

La candidose buccale peut se présenter sous plusieurs variants de formes chniques.

Les formes pseudomembraneuse et érythémateuse de la candidose sont les plus

communément retrouvées chez les patients infectés au VIH (555) et présentent avec la

forme hyperplasique les trois variants principaux de candidose buccale (25). Lorsque deux

ou plusieurs de ces variants apparaissent ensemble, le terme de candidose multifocalisée

est utilisé (554) (Figure 1.2). D’autres varïarits cliniques associés à C. albicans

comprennent la stomatite associée aux prothèses dentaires, la chéiite commissurale et la

glossite médiane rhomboïde (figure 1.2). Les symptômes se présentent chez les patients

sous forme de sensation de brûlure, d’altération du goût, et de difficultés à ingérer les

aliments liquides et solides (193). La candidose pseudomembrarieuse peut être

diagnostiquée en cultivant et en identifiant les espèces de Candida prélevées de la bouche

des patients infectés au MIR. Néanmoins, d’autres formes telle que l’érythémateuse, de par

la présence éparse des espèces de Candida dans la cavilé buccale, requiert une biopsie et

un marquage à l’acide de Schiff pour établir un diagnostique formel.



9

U)
o
3

e

e
Q)

-I

o

Q’
e
Q)
o

À0

w
1e
Q)

r
Q)
o
Q)
w
Q)
Q)
o
C,

e
Q)

o
w

C,w
Q)

figure 1.2 : Présentation clinique des différentes formes de candidose et de lésion

associée à C. aÏbicans. Farah CS et al., CÏinics in DermatoÏogy (2000).

C.)w

s
Q)e
Q)

G)
o
Q)
Q)

e
3
o.
w
e
-Iz
o
3
C
o
e



10

Les patients infectés au VIH atteints d’OPC peuvent développer simultanément une

candidose oesophagienne (75% des cas) (364), et présenter des symptômes liés à la

déglutition (dysphagie, odynophagie) (116, 632). Bien que l’obtention de prélèvements

buccaux chez ces patient soit restreinte pour des raisons éthiques, quelques études

histopathologiques ont révélées des différences phénotypiques de C. albicans associées à

certaines formes de candidose. Dans la candidose érythémateuse, les blastoconidies de C.

albicans sont majoritairement observées à la surface de l’épithélium buccal, tandis que

dans la candidose pseudomembraneuse on retrouve un plus grand nombre de formes

hyplies en surface capables de pénétrer les espaces inter-épithélials (511, 512). La

pénétration inter-cellulaire des hyphes est facilitée par le détachement des jonctions

desmosomales des cellules épithéliales, qui pourrait être induit par les Saps et/ou la

phospholipase sécrétées par C. albicans (511). Bien que ces deux formes de candidose

entraînent une réponse inflammatoire d’intensité variable (plus prononcée pour la forme

érythémateuse), l’infiltration de lymphocytes T CD8+ et de LCs CD1a+ prédomine chez les

deux formes (523).

1.2.2 Épidémiologie

Des études longitudinales effectuées chez des patients infectés au VIH ont permis

d’examiner les récurrences d’OPC en discriminant les souches de Candida par des

techniques de biologie moléculaire (38, 153, 348, 492, 509, 556, 654). Soixante dix sept à

cent pour-cent des patients présentent une OPC à C. albicans. Certains patients sont

infectés avec une ou plusieurs espèces de Candida non-aÏbicans (C. tropicalis, C.

parapsiïosis, C. guillermondii, C. gtabrata, C. dubÏiniensis) ou en combinaison avec C.

aÏbicans (38, 348, 492, 509, 556, 654). Durant les épisodes de récurrences de l’OPC chez

ces patients, les analyses sur les séries d’isolats ont révélé majoritairement une unique

souche de C. atbicans, présente de façon commensale dans la cavité buccale, responsable

de l’infection (38, 348, 371, 654). Bien que les femmes peuvent développer une OPC et une
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candidose vaginale, le risque d’OPC seul est augmenté par l’infection au VIH (569).

L’empreinte moléculaire de C. albicans, prélevé chez des femmes infectées au VIH, a révélé

dans tous les cas des différences entre les isolats vaginaux et buccaux, suggérant que les

souches dominantes de C. ciÏbicans colonisant ces différents sites sont distinctes (135).

Ces différences pourraient indiquer une capacité des génotypes spécifiques de C. aÏbicans

à coloniser différentes niches écologiques.

L’OPC et la candidose oesophagienne peuvent apparaître au cours de la primo-

infection au VIH, pendant la phase asyrnptomatique chronique ou plus tardivement durant

la phase SIDA (1, 116, 191, 235, 329, 400, 478, 519, 569). Durant la phase asymptornatique

chronique, les candidoses érythémateuse et pseudomembraneuse sont prédictives de la

progression de l’immunodéficience et du début du SIDA, indépendamment du décompte

des lymphocytes T CD4÷ (161, 315, 326, 453). Les charges buccales de C. albicans sont

augmentées chez les patients infectés au VIH avant même le premier épisode d’OPC (654,

647, 697) et continuent au cours de la progression du stade asymptomatïque vers l’OPC

(654). Ces observations suggèrent que les défenses normales de l’hôte à l’égard de C.

aÏbicans sont perturbées de façon précoce au cours de l’infection au VIII avant même

l’apparition de la déplétion des lymphocytes T CD4+. Néanmoins, la réduction des

décomptes cellulaires de lymphocytes T CD4+ (< à 200/mm3 de sang) durant la phase

avancée de l’infection au VIII entraîne un accroissement des risques des formes

pseudomembraneuses de candidose (191, 329, 400, 478, 654) et de candidose

oesophagienne (1).

1.2.3 Les thérapies anti-rétrovirales (HAART)

L’utilisation des thérapies anti-rétrovirales (HAART) a entraîné une diminution des

incidences d’OPC (18, 102, 395) et de candidose oesophagienne (148, 284, 311), réduisant

le risque de développer une candidose d’environ 30% sur 12 mois de traitement à l’aide

d’inhibiteurs de protéases (18, 102, 395). Une attention particulière a été portée sur
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l’influence des I-IAART sur l’incidence de I’OPC et la restauration des mécanismes de

défense des muqueuses à l’égard de C. aÏbicans perturbés lors de l’infection au VIH. En

effet, la diminution de l’incidence de l’OPC chez les patients traités à l’aide des HÀART est

corrélée avec la remontée du nombre de lymphocytes T CD4+ (18, 311, 395).

L’augmentation des lymphocyÏes T CD4+ mémoires et la restitution de la prolifération des

lymphocytes T CD4+ en réponse aux Ag (23, 24, 414) pourraient conférer au HAART la

capacité de restaurer l’hypersensibilité de type retardée à l’égard de C. aÏbicans. De plus,

la restitution de la production des cytokines (IL-12, IL-2, IL-10) en réponse aux mitogènes

(12, 414) suggère que les HAART pourraient rectifier le profil Th2 non-protecteur à l’égard

de C. aÏbicans, résultant de l’infection au VIH, en un profil Thl protecteur. Cependant,

certains patients traités à l’aide des HAART se débarrassent de l’infection buccale à C.

aÏbicans avant même la remontée du nombre de lymphocytes T CD4+ circulants et la

restitution de la prolifération à l’égard de ses Ag (100, 102). La diminution de l’incidence

chez ces patients ne peut donc pas être entièrement attribuée à la capacité de

reconstitution de l’immunité à médiation cellulaire à l’égard de C. aÏbicans par les HAART.

L’inhibition des Saps par les inhibiteurs de protéases (101) et/ou le rétablissement des

fonctions des PMNs (178, 208, 673) pourraient contribuer à améliorer les défenses des

patients infectés au V1H à l’égard de l’OPC et de la candidose oesophagienne.

1.3 Histologie de la cavité buccale

La muqueuse buccale est constituée à 60% d’un épithélimu pavimenteux stratifié

non-kératinisé (les joues, le dessous de la langue, la base de la bouche, le palais mou), à

25% kératinisé (les gencives et le palais dur) et à 15% mixte (face dorsale de la langue). Ces

épithéliums reposent sur une lamina propria constituée de tissu conjonctif lache (497)

séparés par une membrane basale et les couches cellulaires les composant varient suivant

leur position et leur fonction dans la cavité buccale (181, 536, 594). L’épithélium

pavimenteux stratifié contient une strate de cellules germinatives (stratum basale)



l-3

reposant sur la membrane basale, une strate de cellules pavimenteuses (stratum

spinosum) et une strate de cellules granulaires (stratum granulosum). Il est généralement

non-kératinisé à l’image de celui qui recouvre l’oesophage. A cause de l’abrasion entraînée

par la mastication, les gencives et le palais dur présentent une strate additionnelle de

cellules kératinisées ou para-kératinisées en surface de l’épithélium pavimenteux stratifié,

similaire à celui de la peau sans la stratum lucidum (181, 536). La face dorsale de la langue

contient d’abondantes papilles linguales de quatre types différents: filiformes,

fimgiformes, circumvallées (calciformes) et foliaires. La surface apicale des papilles est

couverte d’un épithélium kératinisé, tandis que les régions inter-papifiaires présentent un

épithélium non-kératinisé (567). Sollicité continuellement lors des frictions créées par la

mastication et les mouvements des aliments, l’épithélium buccal présente une épaisseur

qui peut varier de 190±40 pm (base de la bouche) à 5 80±80 pm (les joues) dépendamment

du degré de kératinisation, ortho- ou para-kératinisation (567). Chez la souris, l’épaisseur

de l’épithélium buccal de chaque région est inférieure à celle de l’épithélium humain (265).

Le renouvellement complet des cellules de l’épithélium survient tous les 14 a 20

jours (594). Les kératiriocytes attachés à la membrane basale prolifèrent sous l’influence

de l’EGF, du TGF-a, du PDGF et de l’IL-l (594), perdent l’expression de leurs intégrines, et

se différentient au contact du Ca extracellulaire, de l’acide rétinoïque, des esters de

phorbol, et de la vitamine D3 (594). La migration des cellules à la surface de l’épithélium

s’accompagne d’une augmentation de leur capacité de jonction (augmentation des

desmosomes et des jonctions gap (497, 567)) permettant l’établissement d’une barrière

physique. Les kératinocytes différenciés migrant dans les couches superficielles d’un

épithélium kératinisé participent à son recouvrement de lipides larnellaires servant de

barrière imperméable, tandis que les lipides iritercellulaires d’un épithélium non-kératinisé

sont non-lamellaires et consituent une barrière plus perméable (594, 675). La

desquamation continue des kératinocytes à la surface de l’épithélium buccal joue un rôle

important en limitant la colonisation et les infections à C. aÏbicans (554). Dans plusieurs

régions de la cavité buccale, des nodules de tissu lymphoïde forment des cryptes dans la
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lamina proprïa à partir de l’invagkiation de l’épithélium. Ces régions sont infiltrées de

lymphocytes pouvant jouer un rôle dans les défenses de l’hôte contre les infections

buccales (554).
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2. Cellules immunitaires des muqueuses buccales

2.1 Les cellules dendritïques

2.1.1 Ontogéme

Les cellules dendritiques (DCs), cellules allongées et étoilées, ont été observées pour

la première fois dans la rate de souris de différentes lignées (DBA/2J, C3H, BALB/cJ,

CS7BL) et décrites dans les années 70 par Ralph Steinman (603-605, 607). Dérivées de

progénileurs hématopoîétiques CD34+ de moelle osseuse, les cellules de Langerhans (LCs)

et les DCs interstitielles (ou dermales) partageraient un précurseur myéloïde commun

avec les macrophages (36, 282), tandis que certaines DCs se différencieraient à partir d’un

précurseur lymphoïde (16). La question d’un unique précurseur hématopoïétique comnm

reste encore d’actualité (579). Présentes dans les organes lymphoïdes et dans la plupart

des tissus non-lymphoïdes, les DCs acquièrent une forme mature et se différencient sous

l’influence de leur environnement local. Si l’expression ou non des marqueurs CD4 et/ou

CD8aa permet de distinguer les différentes sous-types de DCs chez la souris (661), seul

le marqueur CD4 a été retrouvé pour certaines DCs chez l’homme. La disponibilité de la

totalité des tissus murins a rendu possible l’étude des sous-populations des DCs, mais il

n’en est pas de même pour l’homme où la plupart des études sur les DCs proviennent de

cellules différenciées tri vitro. Ces cellules sont générées à partir de monocytes du sang ou

de progéniteurs hématopoïétiques en présence de GM-CSF, GM-CSF+IL-4, GM-CSF+TNf-

ou GM-CSF+INF-y permettant seulement une comparaison indirecte avec les DCs de souris.

Néanmoins, ce sont des études in vitro à partir de monocytes humains qui ont permis la

découverte d’une quatrième sous-population, les DCs plasmocytoïdes. Ces dernières se

retrouvent également dans les ganglions lymphatiques des souris et peuvent être générées

à partir de progéniteurs hématopoïétiques murins ou de monocytes du sang en présence
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de GM-CSf+F1t3-ligand (241, 267, 462, 468). Bien que le CD8aoc a longtemps été considéré

comme un marqueur des DCs lymphoïdes, cette hypothèse est actuellement remise en

question. Les précurseurs lymphoïdes et myéloïdes sont capables de générer in vitro des

DCs CD8+ (643) et les DCs plasmocytoïdes capables d’exprimer le CD8 après stimulation

(461).

2.1.2 Les cellules de Langerhans

Observées pour la première fois dans l’épiderme en 1868 par Paul Langerhans, les

LCs ont été identifiées comme cellules nerveuses puis comme histiocytes en 1961 après la

découverte d’organelles en forme de raquette de tennis par Birbeck (appelées

communément “granules de Bkbeck”). Les LCs ont été considérées comme appartenant à

la famille des DCs seulement en 1985, suite aux travaux de Gerold Schuler et Ralph M.

Steïnman (568). Mediées par le processus inflammatoire, elles servent de sentinelle à

l’entrée de pathogènes dans l’épithélium de la peau et des muqueuses. Les LCs, cellules

présentatrices d’ Ag (APCs) professionnelles, établissent le lien entre l’immunité Lunée et

l’immunité acquise en capturant les pathogènes, en processant ces Ag et en les présentant

aux lymphocytes B et T naïfs ou aux Naturat Kitter (NK) dans les organes lymphoïdes

secondaires (119). Les LCs s’identifient par l’expression membranaire du CD1a, de tag et

de la langerin, bien que chez la souris aucune expression de CD1a n’ait été détectée en

surface et que FAc anti-Iangerm murin ne soit pas encore commercialisé. Elles

représentent 2 à 4% des cellules de l’épithélium, dans lequel elles résident dans les

couches basales et supra-basales (142). Elles expriment les molécules du complexe majeur

d’histocompatibffité de type I et II (CMH I et II) de façon constitutive, sont CD11b+ et

CD11c+, et ex-priment différents co-récepteurs nécessaires à la phagocytose et à la

présentation des Ag exogènes.

2.1.3 De la reconnaissance à la présentation des Ag
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2.1.3.1 Phagocytose et co-récepteurs

Amenées par la circulation sanguine en provenance de la moelle osseuse, les DCs

ïmmatures résident dans les tissus, jusqu’au déclenchement de leur programme de

maturation initié par la reconnaissance d’un pathogène ou des Ag du soi dans une

situation de danger, et activent la réponse Immune. Les DCs immamres sont capables de

capturer les Ag par phagocytose, macropinocytose et endocytose médiée par récepteurs

(242). Si la macropiriocytose est constitutive chez les DCs immatures, la phagocytose et

l’endocytose sont méchées par des récepteurs, l’endocytose étant plus complexe. Les LCs

initient cette dernière en utilisant des récepteurs d’Ig, fcyRl et fccRI (CD23), ou des C-type

Lectin Receptors (CLRs). Les CLRs, constitués de deux feuillets antiparallèles et de deux

hélices cx, s’organisent en domaines de reconnaissance (Ca2+ dépendant) des sucres portés

par les protéines ou les lipides (carbohydrate recognition domains (CRDs)) (197). Le

macrophage mannose receptor (MMR), et le DEC 205, constitués respectivement de 8 et 10

CRDs, appartiennent aux CLRs de type I, tandis que le dendritic-ceIÏ-speciflc ICAM-3

grabbing non-integrin (DC-SIGN) et la langerin (CD207), constitués de 1 CRD,

appartiennent au type II. Le MMR utilise 2 CRDs pour la reconnaissance spécifique du

mannose et du fucose (633), permettant une endocytose constitutive et l’acheminement

des Ag aux endosomes. Le DEC 205 et le DC-SIGN reconnaissent des structures

manosylées, les mternalisent après l’interaction ligant-récepteur et acheminent ces Ag vers

les endosomes tardifs ou vers les lysosomes (197). La langerin achemine les Ag vers les

granules de Birbeck. Bien qu’elle soit capable de se lier au mannose contenu dans les

carbohydrates de la protéine gp 120 du VIH, seuls le MMR et le DC-SIGN ont la capacité de

capturer et transmettre le VIH aux lymphocytes T (221). L’expression de nef dans les DCs

immatures est impliquée dans la redistribution du DC-SIGN, réduisant son internalisation

et favorisant le contact et la transmission du virus aux lymphocytes T (586). Les LCs

n’expriment pas le MMR et le DC-SIGN, mais ces derniers ont été observés respectivement
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à la surface des macrophages et des DCs et pourraient jouer un rôle clé dans la

dissémination du VIH (220, 452). Ces deux récepteurs semblent également impliqués dans

la phagocytose de C. albicans par les DCs (91, 134), bien que des études récentes ïn vitro

ont montré que le DC-SIGN murm n’interagissait pas avec le C. aÏbicans tué (627). Au

cours de leur maturation, les DCs diminuent leur capacité d’endocytose, l’expression

membranaire de leurs récepteurs MMR et fcR, la macropïnocytose et la phagocytose,

limitant la diversité d’Ag qu’elles présenteront aux lymphocytes (546).

2.1.3.2 Activation, maturation et migration

L’engagement des FcR, à l’image du FccRI induisant la phosphorylation de la

tyrosme kinase Syk et la maturation des LCs, compte parmi trois autres processus

d’activation des DCs comprenant: les récepteurs des cytokines de l’inflammation (IL-1,

TNF-a), le PGE2, les ToÏÏ-like receptors (TIRs) et les molécules de la famille des récepteurs

du TNf (ex: CD4O Ugand (CD4OL)) (221). Le LPS, les composants des membranes des

bactéries GRAM+ et GRAM-, et les CpG non-methylés activent respectivement les TLR-4,

TIR-2 et TLR-5, et TIR-9 via la reconnaissance de pathogen-associated moÏecuÏar patterns

(PAMPs) (221). Les PAMP5 de C. albicans pourraient être reconnus par les TLR-2 et TLR-4

jouant un rôle dans l’induction et la production des cytokines et des chemokines de

l’inflammation (298, 446). Si le LPS induit l’activation du Nf-KB au cours de la maturation

des DCs, l’interaction des Ag membranaires CD4O des DCs avec le CD4OL des lymphocytes

favorise l’activation des p38MAPK requise pour la production d’IL-12, cytokine impliquée

dans la réponse immimitaire à médiation cellulaire (367). Au cours de la maturation, les

LCs sécrètent de l’IL-12 mais également de l’IL-8 et les macrophage inflamatory proteins

la et 1t3 (IlIP-1a et MIP-1), et expriment de hauts taux de CMH I et II et de molécules de

co-stimulation CD 54, CD 58, CD8O et CD86 (36). La sur-expression du CD8O et/ou du CD86

pourrait être favorisée par l’augmentation des interactions CD4O/CD4OL (36).

Les DCs immatures, capables de migrer suivant un gradient de chemokines en
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réponse à l’inflammation des tissus, seront exposées aux cytokines pro-inflammatoires

(TNF-oc, IL-1) et aux produits de pathogènes. La réduction d’expression des récepteurs

membranaires des chemokines CCR1, CCRS et CXCR1 et l’augmentation des récepteurs

CXCR4, CCR4 et CCR7 traduisent un état de cellules matures capables de migrer vers les

organes lymphoïdes secondaires (359). Des études ont montrées que les DCs matures

réduiraient leurs récepteurs de chemoldnes par régulation autocrine en sécrétant du MIP

la, du MIP-113 et RANTES (549). Le CCR7, exprimé également à la surface des lymphocytes

B et T naïfs, permettrait aux DCs de migrer des tissus aux organes lymphoïdes

secondaires (204). Le MIP-3a, exprimé par les kératinocytes stimulés au TNf-a dans la

couche de cellules épineuses de l’épithélium (110), et les défensines reconnaissent le CCR6

exprimé uniquement à la surface des LCs (692), pouvant ainsi expliquer la position et

l’accessibfflté aux produits de pathogènes envahissant l’épiderme (133). l’IL-18, produit

par les LCs et les kératinocytes, contribue également à la régulation de la migration des

LCs orchestrée par le TNF-a et l’IL-1 (132).

2.1.3.3 Présentation

La présentation des Ag via le CMH II des LCs, sous l’action de l’IL-12 et de la

collaboration de l’IL-18, induit la différentiation des lymphocytes CD4+ en lymphocytes

Thl producteurs d’IFN-y, cytokine activant les propriétés anti-microbiennes des

macrophages, et établit le premier pas vers l’induction de la réponse immunitaire à

médiation cellulaire (36, 436). L’augmentation de l’expression des co-récepteurs des DCs

B7-1 (CD$0) et B7-2 (CD86) interagissant avec le CD28 des lymphocytes T CD4+ participe

à l’initiation de leur prolifération alors que la liaison de ces co-récepteurs avec le CIL-4 en

induit l’anergie (242). L’interaction des Ag 0X40 et OX4OL, à la surface des lymphocytes T

CD4+ et des DCs respectivement, induit également la différenciation des lymphocytes

(242).

L’interaction CD4OL/CD4O, qui s’établit entre les lymphocytes T auxiliaires et les LCs
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respectivement, permet non seulement aux LCs de présenter les Ag via le CMH I aux

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques mais engendre un signal suffisant pour initier leur

prolifération (36, 242). L’engagement du 4-1BBL des DCs avec le récepteur 4-1BB augmente

l’activation des lymphocytes T CD8+ et leur production d’IFN-y (581). Si les lymphocytes

T CD4+ naïfs nécessitent le prolongement du signal via l’interaction de leurs molécules de

co-stimulation jusqu’à 20h, les lymphocytes T CD8+ prolifèrent après un temps très court

(1h) d’exposition aux Ag (280). Chez la souris, la muqueuse buccale est un site d’induction

de la prolifération des lymphocytes T CD8+ via le CMH I (147).

2.1.4 Localisation

La densité des LCs est pratiquement identique dans la peau et dans les muqueuses

buccales non kératinisées chez l’homme, est moins importante dans les muqueuses

buccales kératinisées, mais ne semble pas différer de celle des muqueuses buccales des

souris (84, 136, 652). Cependant, les LCs humaines présentent des morphologies variables

dépendant de leur localisation dans l’épithélium. formant un réseau de dendrites dans

l’épithélium supérieur, les LCs CD1a+ diffèrent des formes arrondies et faiblement

étoilées des LCs observées dans la couche basale et pourraient constftuer une survefflance

immune optimale (573). Les LCs peuvent être recrutées dans l’épithélium buccal en

réponse à une infection bactérienne et leur densité est augmentée chez les patients

atteints de péridontite chronique (70, 297). Chez l’homme, les LCs de l’épiderme actïvent

les lymphocytes T spécifiques à C. aÏbicans en engageant non seulement une interaction

entre leur CMH avec le récepteur T, mais également entre leurs molécules d’adhésion

CD54 et CD58 avec le CD11a et le CD2 respectivement (636).

L’infection des LCs des muqueuses buccales par le VIR pourrait contribuer à leur

déplétion (118), perturber leur capacité à générer une réponse immune primaire (59) et

contribuer au dysfonctionnement de l’immunité buccale protégeant des infections

opportunistes par les pathogènes microbiens.
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2.2 Les cellules lymphoïdes

2.2.1 Les lymphocytes T Œ/13

2.2.1.1 Le processus trans-migratoire

D’abord précurseurs hématopoïétiques lymphoïdes et se différenciant ensuite en

cellules lymphocytaires dans le thymus, les lymphocytes T naïfs circulants expriment la L

sélectine, le récepteur de chemokine CCR7 et l’ïntégrine LFA-1. Ces protéines

membranaires sont impliquées dans les étapes séquentielles des interactions aux cellules

endothéliales. Si la L-sélectine et l’intégrine a4 médient le roulement des lymphocytes à la

surface de l’endothélium (229, 596), LfA-1 limiterait leur mouvement en faveur d’un

attachement aux ICAM-1 des cellules endothéliales et aux JAM-1 exprimés sur les tight

junctions (471, 545). Ces récepteurs, les intégriries f31 et f32 transitoirement sur-exprimées

sous l’influence des chemokines (125), les récepteurs non-intégrines CD31 et CD99 (495),

et l’intégrine cx4f3l (158) seraient impliqués dans le processus trans-migratoire et la

diapédèse des lymphocytes T.

Les lymphocytes T naïfs (CD62L, CD45RB, CD44’°), entrant dans la région

paracorticale des ganglions lymphatiques où s’étend un réseau de fibres réticulées

constituées en majeur partie de collagène de type I, Il, III, et IV (305), présentent une forte

mobifité permettant de patrouiller les populations de DCs (72, 610). Les gradients de

chemokines et de cytokines du micro-environnement favorisent ce phénomène et

participent au maintien de l’interaction lymphocyte T / DCs en présence d’Ag exogènes

(76).

Le stimulus délivré via le T ccli receptor (TCR), l’engagement de molécules de co

stimulation spécifiques et l’activation de leur voie de signalisation intracellulaire sont

nécessaires aux lymphocytes T CD4+ naïfs pour progresser vers un profil Thi ou Th2.
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Suite à l’engagement du TCR, le type d’APC (124), la concentration d’Ag présenté, le temps

d’interaction ou encore l’intensité du signaI (630) sont d’autres facteurs influençant la

polarisation Thl/Th2 des lymphocytes T CD4+.

2.2.1.2 Lymphocytes T a/f3 CD4: Thi versus Th2

La sécrétion du facteur Etal/osteopontin par les lymphocytes T CD4+ les

différencierait directement en lymphocytes Thi en induisant simultanément la production

d’IL-12 et l’inhibition de la sécrétion d’IL-10 par les APC (19). L’IL-6 activerait la formation

de lymphocytes CD4+ Th2 sécréteurs d’IL-4 (517). De même, les regroupements des

récepteurs (TCR, CMH) à la surface de leurs cellules respectives, via les radeaux lipidiques,

pourraient coordonner l’agrégatïon des molécules impliquées dans l’initiation et la

régulation du signal de polarisation (30). La kinase Src, la kinase Tec, la PLCy, le flux

calcique (Ca2), l’1P3 et la famille des TvLkPK (ERK, JNK, p38 MAPK5) participent à la

transduction des signaux chez les lymphocytes T CD4+ naïfs activés au contact du CMH II

des APC exposant l’Ag cible (624).

Si les molécules de co-stimulation CD2$, CTLA-4, 0X40 ou les interactions LFA-1/

ICPJvI-1 semblent également impliquées dans le processus de différenciation Th (624), les

cytokines de l’environnement des lymphocytes T CD4+ sont les plus déterminants. L’IL-12

et l’IL-4 ont été initialement caractérisées comme les cytokines influençant respectivement

la différenciation en Thi et Th2. Les lymphocytes CD4+ Thi produisent l’IFN-y, l’IL-2, le

TNf-a et la lymphotoxine (LT-) favorisant l’immunité à médiation cellulaire, tandis que

les lymphocytes CD4+ Th2 sécrètent l’IL-4, l’IL-S, l’IL-6, l’IL-9, l’IL-lO et l’IL-13 ayant un

rôle important dans la réponse immunitaire menant à la production d’Ac (426, 460, 624).

2.2.1.3 Récepteurs et cytokines

2.2.1.3.1 IL-1 2R/IL-12
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L’IL-12 est une molécule soluble hétérodimérique de deux sous-unités, p35 et p40,

sécrétée par les APC activés incluant les DCs, les macrophages et les monocytes (624).

Bien que le récepteur IL-12R, con;posé de deux chaînes IL-12R31 et IL-12Rt32, soit activé au

contact de la forme p70 de l’IL-12 (la forme p40 sécrétée étant un antagoniste) (216, 494),

il est absent de la surface des lymphocytes T CD4+ naïfs. En effet, l’activation via le TCR

est nécessaire pour induire l’expression de l’IL-12Rj31 et de l’IL-12R2 formant un IL-12R

fonctiormel (494). L’expression de l’IL-12R2 est maintenue à la surface des lymphocytes

CD4+ Thi et inhibée durant le processus de différenciation des lymphocytes CD4+ Th2,

perdant ainsi la capacité de répondre à l’IL-12 (521, 623). L’IL-12 peut initier la

prolifération des cellules NK et des lymphocytes T exprimant un IL-12R fonctionnel

permettant l’activation de la voie Jak/STAT et des facteurs de transcription STAT 1, 3, et

4(2 17, 650). Néanmoins, l’activation unique de STAT 4 pourrait être spécifique de l’action

de l’IL-12 chez la souris (286). Cependant, l’observation in vitro et in vivo de lymphocytes

CD4÷ Thi producteurs d’IFN-y en absence d’IL-12 permettrait d’attribuer à l’IL-12 un rôle

dans la sécrétion optimale d’IfN-y dans les stades plus tardifs de l’infection par des micro-

organismes exogènes plutôt que dans l’initiation de la réponse Thi (624).

2.2.1.3.2 IL-18R/IL-18

L’IL-18, produit par les macrophages et les DCs, sert de cofacteur à l’IL-12 pour le

développement de la voie Thi et l’activation de la production d’IfN-y par les lymphocytes

CD4+ Thi effecteurs. Le récepteur IL-18R, constitué de l’IL-l8Ra et d’une sous-unité de

transduction du signal (IL-18), est absent sur les lymphocytes T CD4+ naïfs, mais son

expression sur les lymphocytes CD4+ Thi pourrait être induite par l’ll-12 (699). Bien que

l’IL-18 ne soit pas essentiel à la différenciation des lymphocytes T CD4+ en Thi, il pourrait

faciliter le développement de la voie Thi induit par l’IL-12, en optimisant la production

d’IfN-y par activation du NFKB via son récepteur (624).
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2.2.1.3.3 IFN-yR/IfN-y

L’IfN-y, cytokine pléïotropique impliquée dans la réponse immune umée et

adaptive, est synthétisé par les cellules NK, les cellules y/6, les lymphocytes T CD8+ et

CD4+ Thi, bien que les lymphocytes T CD4+ naïfs, les macrophages, les DCs et les

lymphocytes B peuvent constituer une source additionnelle de sécrétion supposant une

capacité de régulation autocrine (207, 431, 466, 699). Sous l’action de l’IfN-y, son

récepteur l’IfN-yR, composé de deux chaînes IfN-yRl/IFN-yR2 est exprimé sur la majeure

partie des cellules lymphoïdes et non-lymphoïdes, utilise la voie JAK/STAT et

particulièrement STAT1 pour conduire la transduction du signal (27, 63). Les souris

déficientes en IfN-y, IfN-yRl, IFN-yR2 ou STAT1 ont une réponse immunitaire perturbée in

vivo, se traduisant par l’augmentation de la susceptibilité aux pathogènes microbiens

(624). En effet, un des rôles essentiel de l’IFN-y est d’activer les macrophages, résultant en

une augmentation de la phagocytose, de l’expression du CMH I et II, et en l’induction d’IL-

12, de monoxyde d’azote, et de la production de superoxyde, tous importants pour

l’élimination de pathogènes intracellulaires (63). Bien que son rôle dans la différenciation

Thi soit controversé (624), son absence dans les cultures de lymphocytes T CD4+ serait

important pour l’engagement dans la voie Th2 (624, 674). De plus, l’IFN-y induit

rapidement l’expression de T-bet, un facteur de transcription spécifique de la voie Thi

contrôlant la différenciation des lymphocytes T CD4+ (356).

2.2.1.3.4 IL-2R/IL-2

L’IL-2, cytokine composée de quatre hélices a, est produite majoritairement par les

lymphocytes T CD4+ activés, et l’augmentation de la synthèse de ses ARNm serait en

partie régulée par un signal via le TCR et le CD28 (493). Les lymphocytes T CD4+ et CD$+

naïfs, les DCs, et les cellules thymiques seraient également capable d’exprimer l’IL-2 (40,
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1H, 230, 459). Bien que les trois sous-unités lL-2RŒ (CD25), IL-2Rf3 (CD122) et la chaîne

commune y (CD132) constituent ensemble un récepteur de haute affinité de liaison de

l’IL-2, l’IL-2R et y forment un récepteur compétent d’affinité intermédiaire pour l’IL-2 et

partagé par l’IL-15 (373, 440). Le récepteur de l’IL-2 activé est associé à JAK/STAT3/

STATS, permettant la phosphorylation des PI3K et des MAPK et l’induction de la

prolifération, la survie, et la différenciation des lymphocytes T en cellules effectrices

(379). L’interaction IL-2/IL-2R est responsable de l’expansion clonale des lymphocytes T

effecteurs spécifiques à un Ag. Bien que l’IL-2 soit caractérisée comme une cytoldne Thi,

elle est également requise pour la prolifération des lymphocytes T régulateurs

CD4+CD2S+ (TReg) (380) incapables de produire de l’IL-2 et dépendant d’une régulation

paracrine (379). De plus, l’IL-2, de par sa fonction de facteur de prolifération, est

importante pour l’initiation de l’activation des lymphocytes CD4+ Th2 sécrétant l’IL-4

(129, 350).

2.2.1.3.5 IL-4R/IL-4

L’W-4, cytokine produite par les mastocytes, les cellules basophiles, les cellules NK

et les lymphocytes CD4+ Th2, est requise pour le développement de la voie Th2 (426) et

cette synthèse induit la sur-expression du CMH II des lymphocytes B présentant un Ag,

active la commutation de classe des Ac en IgE et IgGi, et sert de mitogène aux

lymphocytes B (439). Son récepteur de type I, constitué de l’IL-4RŒ et de y, est exprimé à

la surface des cellules hématopoïétiques, tandis que le type II, constitué de l’IL-4Ra et de

1’IL-l3Rcxl, partage le signal avec l’IL-13 et est exprimé à la surface des cellules

épithéliales et de certaines cellules du système immunitaire (426, 439). L’IL-4R est associé

aux molécules de signalisation intracellulaire JAK/STAT6 qui, lorsqu’activées, entraînent

la sur-expression de GAlA-3, facteur de transcription spécifique de la voie Th2 (472).

2.2.1.3.6 IL-1 OR/IL-1 O
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L’IL-lO, cytoldrie produite par les lymphocytes CD4+ Th2 et les lymphocytes B, a été

initialement caractérisée comme un inhibiteur de la production de cytokines Thi (IL-2,

IFN-y), du TNF-cx et du GM-CSF (198). Elle joue également un rôle important dans le

blocage de la production des chemokines, des molécules de co-stimulation CD80, CD86 et

du CMH 11(482). Bien que la principale fonction de l’IL-lO soit de limiter l’amplitude de la

réponse immunitaire évitant ainsi l’auto-immunité tel que dans la maladie de Crohn (335),

le knock out du gène chez la souris augmente la réponse Thl nécessaire à l’élimination de

C. albicans (657). Son récepteur, composé de l’IL-lORl et de l’IL-10R2, présent à la surface

de la plupart des cellules lymphoïdes et non-lymphoïdes, est associé avec JAK/STAT3,

mais son activation peut induire la phosphorylation des facteurs de transcription STAT1

et STATS et initier la transcription des gènes codant pour les Suppressors 0f Cytokine

Signaling 1&3 (SOCS1 et SOCS3) (4, 157, 667). SOCS1 serait l’inhibiteur physiologique

majeur des signaux de transduction via l’activation des récepteurs de l’IfN-y, l’IL-lO et l’IL

4, émettant l’hypothèse de l’existance d’une auto-régulation entre IFN-y et IL-10 (4, 482).

2.2.1.3.7 TNFR/TNf-Œ

Le TNf-o est produit sous forme d’une protéine transmembraiiaire homotrimérique

stable de type II qui nécessite l’activité protéolytique de la metalioprotéase TNf alpha

converting enzyme (TACE) pour être généré sous forme de cytokine soluble (sTNf) (57,

332). Deux récepteurs, TNFR1 et TNfR2, peuvent lier le TNf-oc membranake, le sTNF, et la

LTa (665), bien que le TNFR2 semble être activé uniquement au contact du TNF-a

membranaire (238). TNfR1 est exprimé constitutivement dans la majorité des tissus, alors

que le TNFR2 est hautement régulé et exprimé à la surface des cellules du système

inm-imiitaire (238, 665). Le TNF-a est produit par les macrophages, mais également par les

cellules lymphoïdes, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les tissus neuronaux

(383). Une fois activé, le TNFR utilise différentes voies de signalisation intracellulaire
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incluant TRkDD, TRÀF, JNK et la P38-MÀPK jusqu’à l’activation du Nf KB (275, 480, 513,

665). Si la fonction attribuée au TNF-oc est de médier la réponse pro-inflammatoire ou

d’induire l’apoptose dans des conditions physïopaffiologiques, il est un médiateur

important de la progression des maladies auto-imnames comme la maladie de Crolm ou

l’arthrite rhumatoïde (665). Médiateur de l’immunité innée, le TNF-oc est également capable

de moduler le système immunitaire lors d’une réponse correctement effectuée,

indépendamment de son râle dans les défenses de l’hôte (328).

2.2.1.4 Les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+

Les TRcg, lymphocytes T CD4+ exprimant constitutivement le CD2S, sont produits

sous forme mature et fonctionnelle par le thymus et forment une population cellulaire

(5-10% des lymphocytes circulants) endogène et distincte des lymphocytes T CD4+ naïfs

activés après exposition aux Ag exogênes (543). Exprimant Foxp3, gène codant pour un

facteur de transcription contrôlant leur développement et leur fonction (202), les

lymphocytes TRcg CD25+CD4+Foxp3+ s’engageraient dans un contrôle négatif des réponses

immunes pathologiques et physiologiques et pourraient être exploités pour augmenter les

défenses immunitaires anti-microbiennes de l’hôte (541, 542). Dépendant de l’IL-2 sécrétée

par les lymphocÏes T CD4+ activés qui maintient leur expression de CD25, les

lymphocytes TRcg expriment constitutivement le CTLA-4 (385, 508).

Les DCs CD86hJ matures présentant un Ag exogène activent les lymphocytes T CD4+

naïfs et atténuent la suppression médiée par les lymphocytes TRcg, provoquant ainsi une

réponse immune effectrice face aux pathogènes microbiens (190). En effet, le CD86

possède une plus haute affinité pour le CD28, alors que le CD8O interagit

préférentiellement avec le CTLA-4 (122). De plus, l’IL-6 sécrétée par les DCs via

l’activation du TLR rend les lymphocytes T CD4+ naïfs résistants à la suppression par les

lymphocytes TRcg, suggérant Ï’existance d’un mécanisme de blocage de la suppression via

les TLRs (476, 477). Le TGf-, produit par les cellules Th3, et l’IL-lO, produite par les
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lymphocytes régulateurs Tri CD2S- et les lymphocytes ‘Reg CD4+CD2S+, participent à

l’homéostasie et au contrôle de la prolifération des lymphocytes T (203).

2.2.1.5 Les lymphocytes T mémoires

Les lymphocytes i à mémoire centrale (IcM) et à mémoire effectrice (IEf), générés

par l’accumulation des expositions aux Ag exogènes des individus durant leur vie, se

distinguent par la présence ou l’absence de fonctions effectrices immédiates et

l’expression de récepteurs leur permettant de migrer vers les ganglions lymphatiques ou

les tissus inflammés (548). Les lymphocytes T CD4SRO+ humains, exprimant

constimtivement le CCR7 et le CD62L nécessaires au processus trans-migratoire des

cellules vers les ganglions lymphatiques, sont plus sensibles à la stimulation par les Ag

que les lymphocytes T naïfs (347, 547). Après stimulation du TCR, ces cellules vont

produire de l’IL-2, proliférer, devenir effectrices (CCR7-) et sécréter de large taux d’IL-4 et

d’IfN-y (547). Les lymphocytes TEM humains, CCR7- et hétérogènes pour l’expression du

CDG2L, constiment une réserve de lymphocytes Thi, Th2 et CIL et expriment les

récepteurs de chemokines et les molécules d’adhésion nécessaires pour leur migration

vers les tissus inflammés (547). Les lymphocytes TEI CD8+ sécrètent la perforine, et les

lymphocytes TE1 CD8+ et CD4+ de l’IfN-y, de l’IL-4 et de l’IL-S cinq heures après

stimulation par un Ag in vitro. Les lymphocytes sont enrichis dans les ganglions

lymphatiques et les amygdales, alors que les poumons, le foie, et l’intestin contiennent

ime proportion plus grande de (92). Bien que le système TcM/Tgl semble s’étendre à la

souris, les quelques différences de fonction du CCR7 murin et l’utilisation du CD44

comme marqueur des lymphocytes T CD4+ et CD8+ mémoires ont généré des résultats

encore controversés (83, 117, 409, 484, 547, 593). Dans les ganglions lymphatiques, les

lymphocytes T expriment le CXCR5, récepteur du CXCLi3 produit par les follicules B

(547). ILs expriment également le CD28 et le CD4OL leur conférant un rôle d’aide aux

lymphocytes B et produisent de l’IL-2 et de l’IL-iO après activation sans polarisation 1h
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(547). Les lymphocytes TEl peuvent être divisés en Thi et Th2, le CCR5 et le CXCR6

discriminant les lymphocytes CD4+ Thi et les CIL, et le CCR3 et le CRTh2 identifiant les

lymphocytes CD4+ Th2 (547). Cependant, dans des conditions normales de stimulation,

les lymphocytes T1 conservent leur phénotype Thi ou Th2 mais sont capables d’alterner

de phénotype dans des conditions de stimulation opposée à leur profil Th (409). La

diminution du potentiel d’expansion des lymphocytes T aux TEf est corrélée avec la

diminution de la longueur des télomères et l’augmentation de la susceptibilité à

l’apoptose, pouvant néanmoins être interrompue par des molécules anti-apoptotiques

synthétisées lors de la co-stimulation (547, 587).

2.2.1.6 Les lymphocytes T CD8

Les lymphocytes T CD$+ reconnaissent et répondent aux peptides étrangers

présentés par le CMH I en passant d’un stade quiescent à une forme effectrice, au

potentiel cytotoxique, spécifique d’un Ag, et pénètrent dans les tissus pour détruire les

cellules cibles. Capables de se diviser toutes les 4-8 h suivant le stade de l’infection (53,

86), ces cellules possèdent également la capacité de devenir mémoires pour répondre plus

efficacement à la réapparition du pathogène.

2.2.1.6.1 La réponse T CD8

Lors d’une activation non-spécifique ou de signaux de danger (cellules en apoptose

ou en nécrose) provenant des APCs, l’activation de la réponse in vivo des lymphocytes T

CD8÷ est dépendante de la collaboration et de l’activité des lymphocytes T CD4+ (99, 278,

320). Bien que cette collaboration à trois soit définie par la reconnaissance des Ag des

APCs par les lymphocytes T CD4÷ hetper qui se lient par interaction de leurs épitopes avec

les lymphocytes T CD8÷ cyrotoxiques (CIL) (53, 278, 417), à l’image de la collaboration

lymphocytes T CD4+/lymnphocytes B, la fonction d’aide (via 1’IL-2 ou l’interaction directe
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CD4/CD8) est encore discutée. Des expériences in vivo ont montré que les lymphocytes T

CD4+ et T CD8+ doivent reconnaître les épitopes antigémques sur la même APC pour

l’activation en CTL (49). De plus, la fonction des lymphocytes T CD4÷ spécifique dans la

reconnaissance d’un Ag peut être remplacée en activant les APCs par un anticorps anti

CD4O et la réponse des CTL dépendant des lymphocytes T CD4+ peut être inactivée en

bloquant l’interaction CD4O/CD4OL (48, 515, 565). Les APCs activés par les lymphocytes T

CD4+ seraient alors capables de recevoir l’information et de la transmettre aux

lymphocytes T CD8+ dans un modèle de collaboration deux à deux (53).

Lors d’une infection, les CTL génèrent une forte réponse primaire indépendante des

lymphocytes T CD4+, et l’utilisation de souris KO pour le CMH II ou le co-récepteur CD4 a

permis de mesurer cette réponse à l’égard de nombreux agents infectieux (82, 507, 688).

L’activation directe des APCs par les agents infectieux via les TLRs et l’induction de la

production de TNF-a ou d’IFN de type I pourraient expliquer l’activation directe des CTL

sans nécessiter l’aide des lymphocytes T CD4+ (53). Cependant, une action plus tardive

des lymphocytes T CD4+, impliquant leur participation à l’étape finale de différenciation

en cellules mémoires des CTL a été observée (575, 616). La faible réponse effectrice des

CTL à une deuxième infection en leur absence (69, 322) permettrait de leurs attribuer un

rôle de progranimation des CTLs mémoires (396) et de maintenance des lymphocytes T

CD8+ mémoires après l’activation de la réponse primaire (53).

2.2.1.6.2 Activité cytotoxique

L’activité cytotoxique des lymphocytes T CD8+ a été initialement décrite en deux

voies distinctes, via les perforines/granzymes ou l’activation de fas (301). fas est un

récepteur physiologiquement important qui initie la mort des cellules en recrutant les

molécules intracellulaires FADD et la caspase 8 (334, 538). Bien que l’apoptose des cellules

peut survenir par plusieurs voies intrinsèques, l’activation de Fas et le recrutement de

FADD dirigent une voie extrinsèque d’apoptose uniquement via les caspases (jusqu’à
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l’activation de la caspase 3) (538). La voie des perforïnes est dominante chez les

( lymphocytes T CD8+ (302), mais les cellules naïves, sans activité cytotoxique, doivent être

activées via le TCR leur permettant d’exprimer les récepteurs de l’IL-2 et l’IL-6 et d’initier

la formation de granules contenant les perforines et les granzymes (538). Lors de la

formation de la synapse immunologique entre la cellule cible et les CILs initiée par le TCR

et maintenue par l’interaction LfA-l/ICAM-1 (495), les CTL réorientent les granules avant

de les excréter dans la région de contact (338, 538). Les perforines créeraient un canal par

polymérisation (Ca2+ dépendant) permettant le passage des molécules cytotoxiques mais

seraient incapables d’initier l’apoptose des cellules cibles sans l’action des granzymes

(166, 301, 538, 577). De plus, la granzyme B serait nécessaire à l’induction rapide de

l’apoptose par les CTL (262, 580) et pourrait activer les caspases des cellules cibles

entraînant la fragmentation de l’ADN et leur apoptose (538).

2.2.1.6.3 Les CTL: Tcl versus Tc2

Les lymphocytes T CD8+ effecteurs expriment en majeur partie l’fN-y, le TNf-a et la

LT de façon similaire aux lymphocytes CD4+ 1h, permettant d’activer les fonctions

cytotoxiques des macrophages et des granulocytes (201). A l’inverse des lymphocytes T

CD4+ pouvant se différencier en Thi ou Th2 dépendamment de leur activation, les

lymphocytes T CD8+ se différencient préférentiellement en lymphocytes Tcl (producteurs

d’FN-y) (425). Capables de synthétiser de l’W-2 en moins grande quantité que les

lymphocytes CD4+ Thi, les lymphocytes CD8+ Tcl se différencient également sous

l’action de l’FN-y et de l’IL-12 (130, 425, 540). Cependant, sous l’action de fortes

concentrations d’IL-4, les lymphocytes T CD8+ sont capables de se différencier en

lymphocytes Tc2 producteurs d’IL-4 et d’IL-5 (540). Bien que l’IL-6 et l’IL-lO soient

sécrétées en grande quantité par les lymphocytes Tc2, les lymphocytes Tcl en produisent

faiblement (425). Les lymphocytes CD8+ Tcl et Tc2 tuent les cellules cibles en utilisant les

deux voies de cytotoxicité (425, 539), mais avec une capacité réduite chez les lymphocytes



32

T CD8+ sécrétant de l’IL-4 (378).

2.2.2 Les lymphocytes T y/

Les lymphocytes T y/6 constituent 5 à 10% des lymphocytes T CD3+ circulants et

peuvent atteindre jusqu’à 50% des lymphocytes T dans les tissus épithéliaux de la peau,

de l’intestin ou du tractus génital (95, 256, 299). Leurs fonctions diffèrent suivant leur

distribution dans les tissus, la structure de leurs récepteurs d’Ag, l’environnement local, et

le stade de la réponse immunitaire au cours duquel ils sont activés, ils sont dotés de

fonctions de surveillance immune et tumorale, et d’immunoprotection avant la génération

et la maturation des lymphocytes T (256). fis sont CD4- et en majeur partie CD8-, ce

qui ôte la restriction au CMII pour la reconnaissance des Ag (256). Le répertoire du TCR

des lymphocytes T y/6 est plus restreint que celui des lymphocytes cx/(3. 50 à 95% des

lymphocytes T y/b circulants présentent un TCR Vy9V2 alors que la majorité des TCR

des lymphocytes T y/b intra-épïthéliaux est constituée de V1 et de Vy variables (149,

266). Ces lymphocytes T Vy V61 s’activent au contact du MHC cÏass I potypetide-reÏated

sequence A (MICA), protéine du CMH humain de classe lB exprimée à la surface des

cellules épithéliales en situation de stress (239). Les lymphocytes T y/S murins sont

activés au contact de certaines glycoprotéines virales, de hsp6o, ou des Ag de stress

présentés par les cellules épithéliales (256). Les lymphocytes T y/ humains reconnaissent

des Ag lipidiques présentés par le CD1c, des glycoprotéines du CMV, ou encore

l’enterotoxine B de Staphylococcus (SEB) (143, 375, 590). Les capacités fonctionnelles des

lymphocytes T y/ incluent la production de cytokines (IFN-y, TNf-cx, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,

IL-10) (6, 482, 676), de keratinocyte growth factor-1 (KGf-1) contribuant à la réparation des

tissus (64) et de flbrobÏast growth factor-9 (684), et une activité effectrice cytotoxique. Les

lymphocytes T y/6 activés utilisent la perforine et les granzymes pour tuer les

macrophages infectés par les mycobactéries (299), la granulysine pour tuer les micro-

organismes (156), et la voie FasL-Fas pour induire l’apoptose des cellules cibles exprimant
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fas (299). Bien qu’une réponse mémoire protectrice des lymphocytes T y/ à l’égard des

infections mycobactériennes a été observée chez le macaque (576), les travaux convergent

vers mie contribution de ces cellules à la réponse innée immédiate réalisée par des cellules

ne nécessitant aucune expansion clonale substantielle (65). Les lymphocytes T y/ seraient

alors nombreux à partager la capacité de répondre aux mêmes Ag, sans la spécificité

étroite que possède les lymphocytes T a/, et ne nécessiteraient aucun passage dans les

ganglions lymphatiques ou dans la rate pour être activés (255).

2.2.3 Localisation et actïvité anti-Candida

2.2.3.1 Les lymphocytes

Le système inmiunitaÏre des muqueuses buccales partage avec le système

immunitaire de la peau une absence de lymphocytes B (71, 652) mais diffère de celui-ci

par une distribution des lymphocytes T sous forme d’agglomérats ou seuls de part et

d’autre de la membrane basale, plutôt qu’entourant les veinules post-capillaires du réseau

vasculaire superficiel et profond de l’épithélium (71, 652). Rarement observés dans la

couche superficielle de l’épithélium, la majorité des lymphocytes T des muqueuses

buccales exprime l’Ag mémoire CD45RO+ (120, 489), suggérant que les lymphocytes T

naïfs CD45RA+ intra-épithéliaux meurent en absence de présentation des Ag par les LCs

(120). Bien que le ratio CD4/CD8 soit de 1 pour 2 dans l’épithélium buccal humain et de 1

pour 4 dans l’épithélium de la peau, suggérant une prépondérance de lymphocytes T

CD8+, les lymphocytes T CD4+ sont proportionnellement plus fréquents dans les

muqueuses buccales que dans la peau (652). Les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ humains

sont en proportion égale dans l’épithélium des gencives, indiquant la présence de

varïations locales de la distribution de ces cellules dans la cavité buccale (120). A l’inverse

des observations faites chez l’homme, un ratio de 2 pour 1 a été observé dans les

muqueuses buccales de souris normales (66). De plus, la polarisation en Thi des
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lymphocytes T CD4+ est requise dans la réponse protectrice contre la candidose buccale

chez la souris, ces cellules exerçant d’importantes fonctions dans les défenses de l’hôte à

l’égard de l’OPC (187).

L’épithélium buccal est également un site d’induction de la réponse immune via la

génération de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, indépendante de l’aide des lymphocytes

T CD4+ et médiée strictement par le CMH I (147). Lit-8 produit par les kératinocytes

semblerait attirer les lymphocytes T CD8 dans l’épithélium (369, 652). Bien que les

lymphocytes T CD8+ activés par l’IL-2 possèdent la capacité d’inhiber directement la

prolifération de C. atbicans sous forme d’hyphes (50), les lymphocytes T CD8+ ne

semblent pas être en contact directe des hyphes de C. aÏbicans qui sont confinés à la

couche superficielle de l’épithélium (108, 184, 511). Les lymphocytes T CD8+ pourraient

cependant activer les fonctions anti-microbiennes des macrophages et des

polymorphonudéaires en produisant des cytokines et/ou répondre aux Ag du CMII I des

kératinocytes ayant phagocyté des pathogènes microbiens (663).

2.2.3.2 Les lymphocytes T y/

Représentant environ 2% des lymphocytes T des muqueuses buccales de l’homme

(479), les lymphocytes T y/6 ont été observés à proximité des LCs CD1c+, des LCs CD1a+

et des kératinocytes dans l’épithélium des gencives normales et inflammées (370). De

phénotype CD4SRA+CD8-CD4- dans les muqueuses normales et CD4SRO+CD8+ dans les

muqueuses inflaminées, les lymphocytes T y/6 sont constitués en majorité d’un Vb2 dans

le tissu conjonctif sous-jacent à la membrane basale et V1 dans l’épithélium (283, 370,

479). Ces cellules sont capables de produire de l’IFN-y participant à la réponse immune à

l’égard de C. albicans (294) et leur nombre augmente dans les muqueuses buccales des

souris infectées expérimentalement avec le C. albicans, lors de la résolution de l’infection

primaire (106).

Les cellules NK sont de larges lymphocytes granuleux représentant 6 à 39% des
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populations cellulaires des gencives de l’homme et possèdent une activité anti-

microbienne directe à l’égard de Ciyptococcus neoformons mais aucun effet sur les hyphes

de C. albicans(50, 370).

2.3 PMNs et macrophages

2.3.1 Les PMNs

Se différenciant à partir de progéniteurs hématopoïétïques myéloblastiques, les

PMNs restent exclusivement résidents de la circulation sanguine à l’état normal, mais vont

migrer dans les tissus en réponse à l’inflammation. Appartenant aux premières défenses

cellulaires de l’immunité innée (404), les PMNs possèdent de multiples mécanismes

efficaces d’élimination des pathogènes (571).

2.3.1.1 Les mécanismes dépendant et indépendant de l’Oxygène

L’oxydase NADPH joue un rôle central dans l’élimination des micro-organismes en

pompant les électrons du cytoplasme des PMNs vers l’oxygène (02) des vacuoles de

phagocytose à travers un conduit créé par le flavocytochrome b8 (571). Les radicaux

oxygénés (02, HO), l’l-190% et les produits de leur réaction (Halogénation médiée par la

myéloperoxydase (MPO)), sont générés suite à l’activité de l’oxydase NADPH (571) et

possèdent tous une activité contribuant à l’élimination des pathogènes bactériens (219,

531, 532, 677) et fongiques (14, 15).

Produites au stade de promyélocyte et myélocÏe (68, 243), les granules des PMNs

comprennent les granules primaires azurophiles contenant la MPO, les protéinases

neutres (cathepsine G, élastase, protéinase 3) et les défensines (212). Les granules

secondaires spécifiques contiennent la lactoferrme (81), les granules tertiaires contiennent

la gélatinase (263), et les lysosomes contiennent les hydrolases acides. Les protéines des
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granules combleraient 40% du volume vacuolaire (247), et les granules azurophiles et

spécifiques fusionneraient avec les vacuoles de phagocytose 20 secondes après l’ingestion

des particules (572). Le développement des souris KO pour les protéases des PMNs a

permis de montrer que les protéases neutres (élastase, cathepsirie G) ainsi que le flux K

étaient requis pour l’activité d’élimination et de dégradation des pathogènes phagocytés

(43, 510). L’élastase des neutrophiles est nécessaire pour inhiber la croissance de C.

aÏbicans (510, 571). De plus, de récents travaux ont permis d’émettre l’hypothèse d’une

interaction des produits de l’halogénation médiée par MPO et des radicaux de l’oxygène

avec les granules des PMNs, permettant la digestion des micro-organismes par

déversement des protéases dans les vacuoles et remettant en question l’action directe de

ces dérivés oxygénés sur les pathogènes phagocytés (571).

2.3.1.2 Activation et cytokines

Bien que plusieurs cytokines et chemokines (IL-1, IL-8, TNF-a, IL-6, GM-CSF, G-CSF)

régulent les fonctions des PMNs (97), l’IfN-y, sécrété par les lymphocytes T a/ et y/, et

les cellules NK, serait l’activateur principal de la fonction des PMNs (179). Les PMNs

activés par l’IFN-y sur-expriment les produits des gènes de l’IL-1, de l’IL-6, de l’IL-lO et du

TNF-a mais sous-expriment ceux de l’IL-8, du MIP-la et du MIP-13 suggérant que l’IFN-y

arrête les PMNs recrutés au site de l’inflammation (98, 215, 314).

Sous l’action de l’IfN-y ou de GM-CSf, les PMNs sont capables in vitro d’exprimer le

CMH II et les molécules de co-stimulation CD8O et CD86 (228, 281, 505), bien que leurs

fonctions restent encore inconnues. Les PMNs expriment les Ïntégrïnes CD1 la, CD1 1f3 et

CD18 et les récepteurs FcyRII et fcyRlIl (FcyRI est seulement inductible) (179). Les Ag

membranaires CCR1, CCR3 et CCR6 sont sur-exprimés sous l’action de l’IFN-y, suggérant

que cette cytokine participe au recrutement des PMNs au site d’infection (67, 691).

2.3.2 Les macrophages
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2.3.2.1 Ontogéme

Différenciés à partir d’uit progéniteur myéloïde commun avec les DCs et les

ostéoclastes sous l’influence de l’IL-3, du GM-CSf, du M-CSf et du TNf-a de la moelle

osseuse, les monocytes entrent dans la circulation sanguine (227). Ces monocytes

circulants pénètrent de façon constitutive dans tous les compartiments tissulaires de

l’organisme et se différencient en macrophages résidents (cellules de Kupffer,

macrophages alvéolaires, macrophages de la microglie) s’adaptant au microenvironnement

local responsable de leur phénotype tissulaire spécifique. Les intégrines 131 et 132, les

molécules de la super-famille des immunoglobulines (tel le CD3 1), les sélectines ou encore

le F4/80 participent à la migration à travers l’endothélium et les épithéliums (227). Les

cytoldnes (TGf-13), les chemoidries, et les facteurs de croissance influencent l’expression

des gènes des macrophages résidents qui cessent de proliférer et activent leur synthèse de

protéines. Les macrophages résidents sont activés en réponse à l’inflammation et aux

différentes molécules stimulatrices de l’immunité, mais peuvent être épaulés par

l’infiltration de macrophages recrutés au site de l’infection (227). Bien qu’il soit difficile de

distinguer les macrophages résidents de ceux recrutés, le phénotype altéré des

macrophages recrutés a permis de les distinguer en trois classes: (i) les Antigen-non

specific elicited macrophages répondant aux corps étrangers ou aux substances

inflammatoires stériles et (ii) les atternatively antigen activated macrophages et (iii) les

cÏassicatty antigen activa ted macrophages participant à la réponse immune spécïfique aux

Ag exogènes (227).

2.3.2.2 La réponse immune

L’activation innée des macrophages peut être initiée par le contact des produits des

micro-organismes avec les TLRs, le CDI4 (interaction avec le LPS) et les récepteurs non-
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opsonisants (304). Cette activation entraîne la production de cytoldnes pro-inflammatoires

(IfN-a, IFN-), des dérivés oxygénés et de NO suivi d’urte réponse anti-inflammatoire

régulée (227, 304). Les macrophages expriment le MMR et le scavenger receptor-A (SR-A)

permettant la phagocytose des produits exogènes (également de l’hôte) induisant la sur-

expression du CD8O et du CD86 qui favorisera la présentation des Ag (634).

L’opsonisation et la phagocytose des macrophages peuvent être médiées par les

récepteurs fc et les récepteurs du complément, entraînant la synthèse de cytokines pro

inflammatoires et l’augmentation de l’activité cytolytique (227, 634). L’IfN-y active les

macrophages qui produiront de 1’IL-6, de l’W-l et du TNF-cx, ainsi que du NO (601). Cette

activation est accompagnée d’une augmentation de la flambée oxydative et de la sur-

expression du CMH 11(227) participant à la réponse cellulaire adaptée. Le TNF-a produit

est capable d’activer les PMNs permettant de renforcer la réponse immunitaire innée (21).

Bien que l’activation via l’IFN-y soit considérée comme la voie classique d’activation des

macrophages, l’IL-4 et/ou L’IL-13 sont capables d’activer également les macrophages,

entraînant la sur-expression du CMH II et du MMR et leur participation dans les réponses

allergiques et anti-parasitaires (227). De plus, l’activité cellulaire des macrophages peut

être modulée par l’interaction avec les lymphocytes T, l’interaction des récepteurs avec

les cytokines (IL-10, TGf-, IFN-Œ, IfN-s, TvI-CSf) et les glucocorticostéroïdes, ou par les

pathogènes eux-mêmes. Ces interactions pourraient mener à une activité

d’immunosupression des macrophages qui sécréteraient de l’IL-lO, du TGf- et des PGE2

et à la diminution de l’expression du CMH 11(164, 227, 420, 634).

2.3.3 Localisation et activité anti-Candida

Dans les muqueuses buccales de l’homme, les macrophages se situent en grande

majorité dans la lamina propria (120), tandis que les PMN5 se retrouvent dans la lamina

propria et dans l’épithélium seulement en réponse à l’inflammation (370). Les

macrophages résidents des muqueuses buccales expriment le CMH II, le CD1 lb et les
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récepteurs Fc (37). L’activation in vitro de la réponse spécifique médiée par les

lymphocytes T CD4+ à l’égard de C. albicans requiert l’expression du CMH ii à la surface

des macrophages (456). Les macrophages et les PMNs utilisent les deux mécanismes

(dépendant et indépendant de 1’02) pour tuer les blastoconidies et les formes hyphes de C.

aÏbicans (655). Les macrophages et les PMNs sécrètent des défensines et la caiprotectine

démontrant la capacité d’utiliser les deux mécanismes pour tuer le C. aÏbicans (655).

Jusqu’à aujourd’hui, ces cellules sont, avec les LCs, les seules observées ayant une activité

anti-Candida (142).

L’IFN-y produit par les lymphocytes T y/6 active les macrophages et leur production

de NO, et contribue à la résistance à la candidose oro-gastrique, indiquant que les

lymphocytes T y/b participent indirectement à l’activité d’élimination de C. albicans par

les macrophages (295).

Dans un modèle expérimental d’OPC chez la souris, les PMNs sont recrutés en grand

nombre en réponse à l’inflammation, et migrent de la lamina propria vers les couches

superficielles de l’épithélium 24 à 48h après l’infection (343). Cinq à six jours après

l’infection, les PMNs sont remplacés par un recrutement important de macrophages dans

la lamina propria (107). Ces résultats s’ajoutent aux observations faites chez les patients

ïnfectés au VIH présentant une OPC et suggèrent un rôle majeur des macrophages et des

PMN5 dans la capacité de circonscrire C. aÏbicans à la surface de l’épithélium des

muqueuses buccales.

2.4 Les cellules épithéliales

Les kératinocytes constituent une barrière physique à la pénétration de la surface de

l’épithélium buccal par C. albicans. Ces cellules fonctiorment également comme des

immunocytes immobiles capables de produire des facteurs solubles et d’exprimer des

récepteurs impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire (240, 602, 648) (figure

2.1). Les facteurs de croissance majeurs, produits par les kératinocytes, comprennent: les
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facteurs basiques de croissance des fibroblastes, les facteurs de croissance dérivés des

plaquettes, le TGF-a et , et le TNF-a. Ils produisent également des cytokines (IL-1, IL-3, IL-

6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-20) et des facteurs de stimulation de colonies (GM-CSf,

G-CSF et M-CSF) (13, 60, 240, 648, 663). Ces médiateurs sont produits de façon non-

constitutive dans des conditions normales, mais l’expression de leurs gènes et la sécrétion

de ces protéines peuvent être augmentées durant l’inflammation en réponse à l’IfN-y, le

TNf-a et l’IL-17 sécrétées par les leucocyïes, les LCs et les kératmocytes eux-mêmes (13,

339, 355, 398, 635, 663). Dans l’infection à C. aÏbicans d’un épiderme humain reconstitué,

l’expression des ARNm de l’IL-la, de l’IL-1f3, de l’IL-8, du GM-CSF et du TNF-a est

augmentée, suggérant que le champignon induit une réponse, médiée par les cytokines,

par les kératmocytes de l’hôte (561). Non seulement C. albicans active la production d’IL-

la et de TNf-a par les cellules épithéliales in vitro (597), mais les Saps qu’il sécrète ont

une action protéolytique sur les précurseurs de l’IL-1 (42) suggérant que ces protéinases

pourraient contribuer à l’activation et au maintien de la réponse inflammatoire à la

surface de l’épithélium buccal. L’IL-l, l’IL-8 et l’W-12 possèdent des effets attractifs sur les

PMNs, les macrophages et les lymphocytes (663). L’IL-l et le TNf-a produits par les

kératinocytes peuvent promouvoir la maturation des DCs et la capacité des LCs à

répondre aux Ag (663). L’IL-7 et l’IL-lS sont impliquées dans le trafic des lymphocytes

(240, 663).

Les kératfriocytes expriment le CD54 et le CD58 et l’expression du CDS4 est

augmentée par l’IFN-y (170, 663). Le CMH I est exprimé constitutivement et pourrait être la

cible des lymphocytes T CD$+ (663). Bien que le CMH II ne soit pas exprimé

constiflitivement à la surface des kératinocytes, son expression peut être induite par l’IfN-

y produit par les lymphocytes T infiltrés dans l’épithélium (663). Les kératinocytes

pourraient fonctionner comme des cellules accessoires dans la présentation des Ag et

interagir avec les lymphocytes pour produire une réponse Th2 (663).

L’IFN-y peut induire l’expression de la desquamine, une glycoprotéine impliquée

dans l’adhésion cellulaire dans la couche cornée de l’épiderme humain, possédant des
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propriétés de lectine pour les sucres aminés (79), et des activités protélilase à serine

trypsin-tike (78) et RNase (574). la desquamine pourrait jouer im rôle crucial dans la

desquamation et la perte de C. athicans de la partie superficielle de l’épithélium buccal.
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figure 2.1 : Les kératfriocytes comme source de production et cibles des cytokines.

Traduite de Grône A, Veterinary Imrnunotogy and IrnrnunopathoÏogy (2002).
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3. Immunité protectrice à lTégard de 1’OPC

Depuis une quinzaine d ‘armées, l’utilisation de souris atteintes d’immunodéficiences

congénitales (32, 93, 94, 289, 290, 437, 655), de souris irradiées (26, 408) et de sourïs KO

(34, 46, 444, 447, 529) a permis d’étudier les mécanismes de défense des muqueuses de

l’hôte contre les infections à C. aÏbicans. Certes, le manque de modèles expérimentaux

d’OPC (C. aÏbicans n’appartenant pas à la flore commensale chez la souris) et la rapidité

d’éliminatïon du champïgnon des muqueuses buccales chez l’hôte (5 à 7 jours) ont

certainement favorisé les chercheurs à conduire des études plus ciblées sur les candidoses

gastro-intestinales et vaginales. Ces études ont mis en évidence le rôle central de la

réponse des lymphocytes CD4 Thi dans la protection de l’hôte à l’égard des candidoses

des muqueuses (56, 104, 195, 196, 291, 591). De plus, dans un modèle d’infection gastro

intestinale, l’activation de la réponse Thi apparaît chez les animaux présentant une

hypersensibilité de type retardée et les protège d’une seconde infection gastro-intestinale

à C. aÏbicans (104). Les études effectuées sur plusieurs modèles de souris

immunodéficientes ont démontré non seulement que les lymphocytes T fonctionnels

étaient déterminants dans la résistance aux infections et à la colonisation à C. aÏbicans des

surfaces des muqueuses, mais qu’une déficience additionnelle des phagocytes entraîne la

dissémination du champignon du tractus gastro-intestinal vers les organes profonds (93,

289). L’étude chez des souris KO pour les lymphocytes B n’a démontré aucun rôle

protecteur des anticorps (Ac) contre les candidoses des muqueuses ou la dissémination du

champignon à partir du tractus gastro-intestinal (664). Bien que ces observations

conduisent à l’hypothèse d’un lien entre un profil Thi spécifique et l’élimination du

champignon, l’absence de contact direct entre ces cellules dans les muqueuses oblige

l’investigation plus précise des mécanismes des défenses de l’hôte à l’égard de C. atbicans.

Très peu d’études ont été réalisées sur les muqueuses buccales (194), mais les protéines

salivaires possédant une activité anti-Candida, l’inhibition de la prolifération de C.
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aÏbicans par les kératinocytes buccaux et la présence d’une hypersensibilité de type

retardée à l’égard de C. aÏbicans pourraient concourir aux défenses de l’hâte à l’égard de

l’OPC. Malgré l’attention toute particulière portée sur l’étude des mécanismes de la

réponse inununitaire acquise à l’égard de C. albicans, des études récentes sur les TLRs

pourraient contribuer à la compréhension des mécanismes des défenses de l’hâte contre

les OPC en établissant le lien entre l’immunité cellulaire limée et l’immunité cellulaire

acquise à l’égard de ce champignon (46, 444).

L’inummité de la muqueuse buccale à l’égard des pathogènes exogènes et

endogènes, tel que C. albicans, se compose en une coopération de trois systèmes de

défenses comprenant: Les défenses innées (protéines sécrétées, salive), les défenses

immunitaires innées (les celles résidentes de la muqueuse) et les défenses immunitaires

innées et acquises (cellules mobilisées à la muqueuse) (figure 3.1)

G
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figure 3.1 Représentation schématique des trois systèmes de défense des muqueuses

buccales de l’hôte.
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3.1 Immunité iunée

3.1.1 La réponse innée

Chez les mammifères, le flux salivaire et ses composants protéiques représentent le

premier système de défense innée non-immunologique de l’hôte à l’égard des pathogènes

buccaux. Les protéines salivaires préviennent la prolifération et l’attachement des micro-

organismes à l’épithélium buccal et établissent un équilibre dynamique entre les différents

membres de la flore commensale de la cavité buccale (41). Parmi celles-ci, certaines

protéines (protéines riches en proline, cystatines, stathérines et amylases) protègent des

infections par les pathogènes à travers un mécanisme indirect de lubrification des

muqueuses buccales (625), tandis que d’autres, telle que la mucine, exercent une seconde

activité anti-microbienne plus spécifique (61). Les mucines salivaires présentent des

domaines de liaison aux adhésines des micro-organismes permettant d’inhiber leur

attachement aux surfaces de l’épithélium buccale de l’hôte (61, 625). L’adhérence de C.

aÏbicans à l’épithélium des muqueuses, incluant celui de la cavité buccale, est un

phénomène complexe impliquant plusieurs types d’adhésines exprimées à la surface des

levures et la multiplicité des sites potentiels de liaison de l’hôte (26$). Néanmoins, la

capacité des mucines salivaires (173, 174) et du protéoglycan (268, 269) de se lier au C.

albicans faciliterait son ingestion par l’activité de déglutition, prévenant ainsi

l’établissement d’une OPC chez l’hôte normal (41). Ce phénomène de protection passive

est renforcé par la capacité des mucines à former des complexes hétérotypiques via des

interactions non-covalentes avec les 1g A sécrétées (54, 363) et le lysozyme (578) présents

dans la salive. De pitis, des études in vitro menées sur des dérivés peptidiques de la

région N-terminale de la mucine 7 (MUC7), présente dans la salive humaine, ont démontré

leur efficacité d’inhibition de la prolifération de C. athicans (61). Les peptides MUC7 15-

C mer, 20-mer et 51-mer , composés respectivement de 15, 20 et 51 a.a, inhibent la
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prolifération des souches de C. albicans résïstantes aux anti-fongiques azolés et à

l’amphotéricine B (61). Le peptide MUC7 20-mer pénètre par internalisation et à travers les

pores des cellules de C. albicans et son activité anti-Candida est inhibée par la présence

d’ions Mg2 et Ca2, suggérant que la charge positive nette des acides aminés (a.a) favorise

la liaison aux membranes de C. atbicans de polarité négative. Le remplacement d’a.a de

polarité négative par des a.a de polarité positive dans la composition des peptides

entraîne une diminution de leurs capacités de liaison à C. aÏbicans et de leur activité

d’inhibition de la prolifération (61). L’observation du développement d’une OPC lors de

l’infection buccale à C. albicans chez un modèle de rat présentant une hyposailvation

(HSR) (par ablation des glandes salivaires mandibulaires et sublinguales et ligature des

conduits salivaires parotidiens) suggère un rôle potentiel de la salive dans la prévalence

des OPC (405).

En effet, l’incidence des OPC augmente chez les patients présentant une réduction

du flux salivaire (Syndrome de Sjôgren (7), une infection avancée au VIH (357)) ou une

acidification de la salive (137, 551). In vitro, un pH acide entraîne l’augmentation de

l’adhérence de C. aÏbicans aux cellules épithéliales (553) et induit la sécrétion des Saps

dégradant les protéines salivaires telle que la mucine (121, 140, 353, 435, 518, 552, 562).

Plusieurs autres protéines salivaires non-immunologiques sont capables d’inhiber la

prolifération de C. atbicans et son attachement à l’épithélium buccal:

fi) Le lysozyme est une protéine cationique, présente chez l’homme dans la peau, les

larmes, les sécrétions nasales et la salive (455). Son activité d’hydrolyse des

liaisons N-glycosidiques affecte la paroi cellulaire microbienne et l’intégration des

composants dans la membrane cellulaire des micro-organismes (393, 455).

Retrouvée en plus forte concentration près des plaques dentaires (554), sa

concentration dans la salive peut varier de 1,5 à 57 pg/rni (506, 611). In vitro, 50

iig/mL de lysozyme inhibe la prolifération de C. aÏbicans, qui présente une

accumulation massive de matériel de la paroi cellulaire dans le périplasme (392,

C 393). L’accumulation potentielle de chitine polysaccharidique et/ou de f3-glucane
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dans le périplasme pourrait provenir de deux actions complémentaires distinctes:

1) la coupure enzymatique des composants de la paroi cellulaire de C. aÏbicans, 2)

l’activation d’un système enzymatique d’auto-lyse via des récepteurs au lysozyrne

sur la paroi cellulaire des champignons (455). De plus, les phagocytes et plus

particulièrement les PTvINs ont la capacité d’excréter le lysozyme (554) qui, à forte

concentration, diminue la concentration extracellulaire de Saps (687). l’activité

antifongique in vitro du lysozyme est dépendante de la concentration, du temps

et de la souche de C. atbicans (554, 696). Bien que sa concentration soit

augmentée dans la salive des patients infectés au VIH indépendamment de la

présence d’une OPC (22, 269, 381, 697), des souches génétiquement identiques de

C. aÏbicans provenant d’isolats cliniques de patients VIH+ résistent in vitro à

l’action antifongique du lysozyme (554). Cette activité paradoxale exclut

actuellement la participation du lysozyme à l’inhibition de la prolifération de C.

aÏbicans chez ces patients.

(h) la lactoferrine est une glycoprotéine liant le fer, appartenant à la famille des

transferrines. Présente à la surface des muqueuses, elle participe aux défenses de

l’hôte contre les infections en séquestrant le fer nécessaire à la prolifération des

micro-organismes (666). Produite par l’épithélium glandulaire et/ou par excrétion

du contenu des granules spécifiques des PMNs, la lactoferrine est présente dans

la salive à des concentration variant de 7 à 20 pg/mL (159, 537). Elle pourrait

exercer son activité fongicide à l’égard de C. atbicans en séquestrant les ions

ferriques (399), en altérant la structure de la paroi cellulaire fongique (454), ou/et

en activant des enzymes intracellulaires autolytiques (344). La stimulation in vitro

des PMNs par des LPS ou des fractions de mannoprotéines de C. aÏbicans entraîne

leur dégrariulation et l’excrétion de lactoferrine (474). Cette dégranulation des

PMNs peut survenir en réponse à la stimulation par 1’Il-2 inhibant la prolifération

de C. albicans et l’ajout d’Ac anti-lactoferrine inhibe leur activité anti-Candida

(160). Les souches génétiquement identiques de C. aÏbicans provenant d’isolats
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cliniques de patients VIH+ ne développent pas de résistance à la lactoferrine in

vitro (554). Néamiioins, les concentrations variables de lactoferrine retrouvées

chez les patient infectés au VIH (augmentées (22, 357), inchangées (387) ou

diminuées (36$, 430)) ne permettent pas d’associer la prédisposition à l’OPC chez

ces patients avec une altération de la production de lactoferrine. Cependant, de

récents travaux ont montré la capacité des peptides dérivés de la partie N-

terminale de la lactoferrme d’inhiber la prolifération de C. aÏbïcans (372, 649). De

plus, le développement récent de tablettes de lactoferrine muco-adhésive ayant

une activité fongicïde à l’égard de C. albicans et de C. glabrata (336) pourrait

constituer une approche thérapeutique dans le traitement de l’OPC.

(iii) Les histatines s’apparentent structurellement aux protéines cationiques riches en

histidine, composantes majeures du système de défense non-immunologique de

la cavité buccale de l’hôte (171, 172, 469, 645). Présentes dans la salive humaine à

des concentrations variant de 50 à 425 iig/rnL (345), elles disposent d’une activité

fongicide à large spectre à l’égard des champignons pathogènes, incluant C.

atbicans, Cryptococcus neoformans et AspergiÏtus furnigatus (172). Elles sont

sécrétées par les glandes parotidiennes, sous-mandibulaires et sous-linguales

(469, 470). Les protéines majoritairement retrouvées dans la salive sont les

histatines 1, 3 et 5 de 38, 32 et 24 résidus respectivement (469). L’activité anti

Candida de l’histatine 5 se caractérise par sa liaison à une protéine de levure de

67 kDa (172), suivi d’une transiocation intracellulaire et d’un effiux d’ions,

incluant le K, le Mg2 et 1’ATP (245, 331). Bien que la toxicité induite par

l’histatine 5 partage des caractéristiques avec l’apoptose, incluant l’arrêt du cycle

cellulaire en phase Gi (29) et la formation de ROS (260), de récents travaux ont

montré qu’aucun autre marqueur apoptotique (carbonylation des protéines,

fragmentation de l’ADN, libération du cytochrome c des mitochondries)

accompagne la mort cellulaire induite par l’histatine 5 (245, 331). Ces dernières

données suggèrent que les ROS pourraient contribuer à la signalisation



50

intracellulaire et à rétablir l’homéostasie suite à la fuite importante des ions de la

cellule fongique. Le mécanisme d’action des ifistatines est distinct des autres

peptïdes cationiques tels que les défensines, qui s’insèrent directement et

rompent les membranes cellulaires grâce à la nature amphipathique de leur

structure en hélice cx (172). Bien que chez im sous-groupe de patients infectés au

VIH la diminution des concentrations en hÏstatine semble corréler avec

l’augmentation de la candidose buccale (381), ces concentrations ont été

observées augmentées (22), inchangées (357) ou diminuées (345, 381).

(iv) La calprotectine est mie protéine hétérodirnérique, anionique, liant le calcium et

le zinc. Communément appelée Ag Li ou calgranuline A et B, elle est composée

de deux protéines MRP8/MRP14 de 10 et 14 KD respectivement (74). S’exprimant

dans la phase de différentiation terminale des cellules monomyélocytïques (432),

elle est produite par les PTvINs (45% des protéines cytosoliques (52, 659)), par les

monocytes (1% des protéines cytosoliques (659)), les macrophages et les

kératinocytes (74, 109, 182, 585). La calprotectine inhibe la prolifération de C.

athicans in vitro en le privant de fer qui constitue un élément essentiel à la

croissance des micro-organismes (172). Les concentrations salivaires de la

calprotectine et son expression par les kératinocytes buccaux sont augmentées en

réponse à l’OPC chez les patients infectées ou non au VIH (182, 327, 619). Deux

équipes ont observé une diminution significative de la concentration de

calprotectine chez des patients VIH+ présentant une OPC ou des décomptes

élevés de C. aÏbicans dans la salive par rapport à des patients en présentant peu

ou pas (428). Bien que cela suggère que la diminution de ce facteur anti-microbien

pourrait prédisposer à la candidose buccale chez les patients infectés au VIH, la

calprotectine est normalement exprimée par les kératinocytes de la couche

épineuse de l’épithélium buccal et donc constitue une barrière empêchant la

pénétration en profondeur de C. albicans (184).

C (y) L’ antileukoprotéase (642), produite par les kératinocytes (679), est un inhibiteur
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de protéases à serine sécrétées par les leukocytes (176, 205). A l’inverse des f3-

défensines produites par les kératinocytes et excrétées après stimulation des

cellules par les micro-organismes, l’antileukoprotéase est constitutivement

produite et libérée dans le milieu extracellulaire par les kératinocytes (678). Son

activité antiprotéolytique est médiée par le domaine C-terminal, tandis que le

domaine N-terminal isolé exerce une activité anti-bactérienne (264).

L’antileukoprotéase possède une activité fongicide à l’égard de C. atbicans, mais

son mode d’action est encore inconnu (642). Il constitue le dernier membre de la

famille des protéines anti-microbiennes impliquées dans les défenses non

immunologiques des muqueuses à l’égard de C. aÏbicans. Il exerce également une

activité anti-VIH-1 in vitro et pourrait constituer une activité anti-virale de la

salive associée à la baisse de la transmission orale du VIH-1 (403).

3.1.2 La réponse cellulaire irmée

3.1.2.1 les kératinocytes

Les activités mécanique (desquamation) et indirecte (production de cytokines) des

cellules épithéliales des muqueuses buccales participent au maintien de l’équilïbre entre la

colonisation et l’infection à C. albicans. Néanmoins, les kératinocytes possèdent plusieurs

mécanismes anti-microbiens potentiels qui pourraient contribuer directement aux

défenses de l’hôte à l’égard de C. aÏbicans.

(I) Les kératinocytes ont une activité de synthèse de NO (58), qui est associée à une

activité anti-Candida et à la résistance aux candidoses des muqueuses (295).

(ii) Les kératinocytes buccaux humains produisent des peptides anti-microbiens

comprenant les f3-défensines 1 et 3 (168, 169, 253, 360, 397, 566), les

cathélicidines (163, 206, 244, 693), l’adrénornédulline (308, 309), la caiprotectine

(74, 109, 183, 184, 327, 428, 585, 619) et les protéines bactéricides augmentant la
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perméabilité des micro-organismes (BPI) (211, 669) qui comme les antibiotiques

naturels, contribuent l’immunité innée de l’épithélium. Les -défensines

exercent une activité anti-microbienne potentielle à l’égard de Candida (566) et

leur expression (ARNm et protéines) par les kératinocytes est activée par le TNf

a, l’IL-1, les bactéries et ses dérivés (LPS) (253, 360, 397, 566). Les lésions de

l’épithélium ou l’intlarnmatïon des tissus augmentent l’expression et la sécrétion

de la cathélicidine humaine LL-37 par les kératmocytes (165, 206). Les -

défensines humaines ont des propriétés chimio-attractives pour les DCs

immatures et les neutrophiles, et la cathélicidine LL-37 pour les monocytes et les

lymphocytes (693). Les kératinocytes buccaux expriment également la

calprotectine possédant une activité anti-Candida. En réponse à l’infection,

l’expression de la caiprotectine par les kératinocytes est augmentée in vitro, et

serait dépendant de l’IL-1 (535).

(iii) Les kératinocytes buccaux humains inhibent directement la croissance des

blastoconidies et/ou des liyphes de C. atbicans in vitro, requérant un contact

cellulaire direct (598). L’inhibition de la croissance pourrait impliquer les

polyosides exprimés à la surface des kératinocytes, sans l’implication des

mécanismes de phagocytose et de production de NO, de superoxide, de H2O2 et de

peptides anti-microbiens tels que les défensines et la caiprotectine (599).

L’inhibition directe de la croissance de C. albicans par les kératinocytes pourrait

être un mécanisme nouveau et distinct, complémentaire des mécanismes de

défense anti-microbiens connus.

Les kératinocytes de l’épithélium buccal possèdent des mécanismes de défense

agissant de façon directe ou indirecte contre les micro-organismes contenus à la surface

des muqueuses buccales. Le rôle des kératinocytes dans la protection des muqueuses de

l’hôte à l’égard de C. aÏbicans est probant, puisque les hyphes de C. aÏbicans sont confinés

à la surface de la couche superficielle de Ï’épïthélium buccal dans l’OPC, à distance des

lymphocytes et des LCs localisés dans les couche plus profondes.
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3.1.2.2 PMNs et macrophages

Participants à la première ligne de défense contre les pathogènes, les PMNs, les

macrophages et les DCs exercent leurs fonctions dans l’immunité irmée par leur activité

effectrice via le processus de phagocytose et par la sécrétion de médiateurs pro-

inflammatoires (cytokines et chemokines) ayant pour rôle d’informer les cellules du

système immunitaire adapté. Ces molécules informatives peuvent induire l’activité co

stimulatoire des phagocytes et la présentation des Ag exogènes par les APCs (525).

Bien que les PMNs ne résident pas dans les muqueuses buccales, ces cellules sont

recrutées dans l’épithélium buccal en réponse à l’infection à C. albicans (343) et exercent

in vitro des propriétés anti-Candida de phagocytose (560) et de destruction des formes

levures et hyphes de C. albicans (150, 151, 293) par augmentation de la flambée oxydative

(150). La persistance de C. albicans à la surface de l’épithélium buccal chez la souris SCID

présentant une absence de lymphocytes T et B, et l’observation, lors de la déplétion des

PMNs, d’une dissémination du champignon aux organes profonds et une augmentation de

l’infection buccale, suggèrent un rôle des PMNs dans la capacité de circonscrire le

champignon à la surface de l’épithélium des muqueuses buccales (290). Chez la souris

BALB/c susceptible à la candidose buccale, la déplétion des PMNs a entraîné une

augmentation de la charge buccale de C. aÏbicans (188) et l’augmentation de la production

d’IL-4 et d’IL-10 par les lymphocytes T lors d’une infection gastrique (527) suggérant une

contribution des PMNs dans la réponse 1h protectrice à l’égard de C. aÏbicans,

vraisemblablement par la sécrétion de molécules imrnuno-modulatrices.

En raison de l’importante hétérogénéité des macrophages tissulaires et à l’incapacité

de les isoler ou de les dépléter des muqueuses buccales, très peu d’informations sont

disponibles pour établir le rôle des macrophages dans les défenses de l’hôte à l’égard de

l’OPC. Dans des études de candidose systémique chez la souris SCID, la déplétion des

( macrophages à l’aide d’un Ac monoclonal (Acm) anti-Gri ou l’inhibition de leurs fonctions
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par traitement à la silice ou à la carrageenan a entraîné ime candidose oro-gastrique et une

dissémmation systémique de C. aÏbicans (289). L’augmentation de la susceptibilité à la

candidose systémique de ces souris a été observée plus directement en éliminant

sélectivement les macrophages de la rate à l’aide de Uposomes contenant du

dichiorométhylène diphosphonate (499). De plus, dans une infection oro-gastrique, le

traitement de souris SCID à l’aide de l’acide polyinosinique/polycytidybque (Poly(I-C))

perturbant les fonctions macrophagiques a entraîné une disséminatïon de C. aÏbicans

d’origine endogène provenant du tractus gastro-intestinal (288, 290). Cependant, plusieurs

observations suggèrent que la collaboration entre les lymphocytes et les phagocytes serait

essentielle dans la résistance de l’hôte à la candidose oro-gastrique (93, 290). En effet, les

souris présentant une mutation combinée bg/bg nu/nu sont très susceptibles à la

candidose oro-gastrique (93) et les souris BALB/c traitées avec l’Acm anti-Gri sont

résistantes à la candidose des muqueuses (290) suggérant un rôle centrai des lymphocytes

dans les défenses des muqueuses de l’hôte à l’égard des candidoses.

Les macrophages ont cependant la capacité in vitro de phagocyter et de tuer le C.

aÏbicans sous la forme blastoconidie (254, 656) en utilisant des mécanismes dépendant et

indépendant de l’oxygène similaires à ceux des PMNs (656). Néanmoins, les macrophages

peuvent présenter une activité anti-Candida additioimelle en produisant du NO et du

peroxynitrite, de façon variable selon leur provenance tissulaire (656). Une des

caractéristiques qui différentie l’activité anti-Candida des PMNs et des macrophages est

l’utilisation de la myélopéroxidase qui, bien qu’elle soit associée à la destruction du C.

aÏbicans par les PMJJs et les monocytes, est inactive chez les macrophages (390, 391). Le

NO pourrait être impliqué dans la résistance à la candidose oro-gastrique, puisque les

souris SCID exprimant INOS sont susceptibles à la candidose oro-gastrique lorsque le NO

est inhibé (293, 658). De plus, les macrophages produisant le NO ont été associés à la

résistance des souris immuno-compétentes à la candidose systémique (105), et la synthèse

de NO des macrophages pourrait être inhibée par les cytokines de type Th2 (IL-4 et/ou IL-

10) (105) renforçant l’idée du rôle centrale des lymphocyte CD4 Thi dans les défenses de
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l’hôte à l’égard de C. aÏbicans.

Bien qu’il soit difficile de déterminer in vivo la provenance des premières cytokines

immiino-modulatrices synthétisées suite à l’inflammation, une des principales cytokiries

qui semblerait initier l’llnrnunité cellulaire des muqueuses est le TNF-a qui peut être

synthétisé de façon importante par les kératinocytes, les PMN5, les macrophages, les DCs

et les lymphocytes T. Une possibilité serait que, en présence de l’infection à C. albicans,

les kératiriocytes produisent du TNF-cx, de l’IL-lcx, de l’IL-113 et de l’IL-8 attirant dans un

premier temps les PMNs . Les PMNs produiraient à leur tour du TNf-a capable d’activer les

macrophages résidants et de recruter de nouveaux macrophages. PMNs et macrophages

seraient alors capables de synthétiser de l’IL-12 et de l’IL-18 activant les DCs. Cette

activation pourrait entraîner la migration des DCs aux ganglions lymphatiques et initier la

réponse des lymphocytes T CD4+. La synthèse d’IfN-y et de TNf-a par les lymphocytes

CD4+ Thi pourrait maintenir les défenses de l’hôte à l’égard de C. atbicans en augmentant

l’activation des macrophages et l’expression du CMH I et II et de leurs molécules de co

sninulation. La synthèse de TGf-f3 et d’IL-10 par les lymphocytes TRcg ou par les cellules

immunitaires résidentes des muqueuses et les contacts cellulaires pourraient alors

maintenir le contrôle par firnnuirnsupression/immunorégulation de la réponse

inflammatoire. (figure 3.2).
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C 3.2 A l’interface de l’immunité innée et acquise

Depuis les huit dernières aimées, les équipes du Dr Luigina Romaiil et du Dr Bart Jan

Kuilberg se sont intéressées au lien potentiel entre les cellules de l’immunité rnnée et

celles de l’immunité acquise à l’égard de C. atbicans (47, 91, 406, 441, 442, 445, 448-450,

530, 651). Le rôle des cellules de l’imnmnité innée dans l’installation d’une immunité

cellulaire acquise protectrice à l’égard de C. albicans a été exploré chez des souris KO

atteintes de candidose systémique. Les souris double KO pour le TNF-a et la LT-a sont

susceptibles aux infections gastrointestinales et systémiques à C. aÏbicans (406, 450),

s’accompagnant d’une réduction de la production d’IL-12 et d’une augmentation des

cytokines de type 1h2. ces dernières favorisent la perte des fonctions effectrices des

PMNs et la diminution des molécules de co-stimulation à la surface des macrophages

(406). De plus, les souris KO IL-6-/- sont également susceptibles à la dissémination de C.

albicans et les effets de l’IL-6, cytokine pléïotrope impliquée dans la régulation de

l’immunité innée, semblent méchés par les PMNs (651). La susceptibilité à l’infection

systémique à C. albicans est augmentée en l’absence d’interaction CD4O/CD4OL entraînant

la diminution de la capacité des macrophages de tuer le champignon via le NO (442),

suggérant que les contacts cellulaires jouent également un rôle important dans

l’orchestration des défenses de l’hôte à l’égard des candidoses. En effet, le TNf- régule

l’expression de la molécule CD4O (313) et la réduction de cette molécule chez les souris

TNf/LT-a-/- est accompagnée d’une augmentation de l’Ag CD$6 et plus modérément de

l’Ag CD8O à la surface des macrophages (406). En présence de l’infection à C. albicans,

seul le CD4O est augmenté lors de l’addition de TNF-a exogène, rétablissant la résistance à

la candidose systémique (406), et l’expression du CMH I et Il à la surface des macrophages

de ces souris est conservée. La perturbation de la voie Thl protectrice pourrait être la

conséquence d’un signal déficient de co-stimulation communiqué aux lymphocytes T

CD4+. Le TNF-cx et l’IfN-y sont capables de stimuler la production de NO des macrophages
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(442). L’IFN-y, produit par les lymphocytes T et les cellules NK, stimule la migration,

l’adhérence, la phagocytose et la capacité oxydatïve d’élimination des pathogènes des

macrophages et des PMNs et maintient la réponse des lymphocytes CD4+ Thl en activant

les cellules productrices d’IL-12 (525). Par leur production d’IL-12 et d’IL-10, les PMN5 et

les macrophages pourraient participer au développement de la réponse inmume Thl à

l’égard de C. aÏbicans (525, 527, 528). Néanmoins, I’IL-lO, produit également par les DCs et

les lymphocytes TRcg, est capable de supprimer les fonctions antï-Candida des phagocytes,

la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires TNF, IL-1f3, IL-6 et IL-12 et l’immunité à

médiation cellulaire protectrice (418, 525, 526), suggérant un rôle majeur de cette

cytoldne dans la régulation de l’inflammation.

Des études récentes sur l’implication des TLRs dans la résistance de l’hôte à l’égard

des candidoses proposent de nouvelles perspectives de compréhension des mécanismes

de l’immunité à l’égard de C. atbicans. Les TLRs partagent des homologies avec le

récepteur de type I de Pli-l (IL-1RI) et une cascade de signalisation similaire se traduisant

par l’activation du NF-KB et des MAPKs (167, 628). L’IL-lRI et les TLR5 utilisent une voie

commune de signalisation intracellulaire impliquant le recrutement du adapter prote in

rnyeÏoid differentiation prirnary response gene 88 (MyD88) par l’interaction homophile de

leur domaine d’homologie Toll/IL-1R (628). Le MyD88 est capable d’activer les kinases

associées au IL-1R impliquées de façon importante dans l’activation de l’immunité limée.

De plus, les souris déficientes en MyD88 ne produisent pas de TNf-a en réponse à

l’activation du TLR2, TLR3, TLR4 ou TLR9, bien que le TLR4 possède une voie de

signalisation connexe indépendante du MyD88 (199, 272). Les souris déficientes pour les

kinases associées au IL-1R sont perturbées en réponse au LPS et à l’IL-l (617). L’activation

du TLR2 par le zymosan, polyoside appartenant à la membrane cellulaire des levures,

s’effectue en collaboration avec la dectin-1, récepteur du 13-glucane (210). De plus, le

mannane synthétisé par C. aÏbicans active le TLR4 et le CD14 des monocytes humains,

entraînant la production de TNf-Œ (626), et suggérant que la reconnaissance de molécules

C distinctes d’un même micro-organisme s’effectue par la collaboration de récepteurs de
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différentes classes.

Bien que la production de TNF-a et d’IL-1f3 en réponse à C. aÏbicans pourrait être

indépendante de l’activation du TLR4, les souris déficientes pour ce TLR sont susceptibles

à la dissémination de C. aÏbicans (446). De plus, les souris TLR4-/- présentent une

immunité protectrice Thi perturbée, et particulièrement en présence de la forme hyphe de

C. albicans (46).

Le phospholipomannane, glycolipide exprimé à la surface de C. albicans, serait

capable d’activer le TER2 des macrophages (298). Les souris TLR2-/- sont résistantes à la

dissémination de C. atbicans et leurs macrophages présentent une augmentation de leur

activité fongicide à l’égard de C. aÏbicans (444, 446), suggérant un rôle potentiel du TLR2

dans l’évasion de ce pathogène aux défenses immunitaires de l’hôte. Cette hypothèse est

renforcée par l’observation d’une diminution du nombre de lymphocytes ‘reg et de la

production d’IL-10 par les macrophages (444), et d’une augmentation de la production de

TNf-Œ par les PMN5 (46) en l’absence de TLR2 chez ce modèle murin. L’IL-lO est nécessaire

à la génération des lymphocytes Treg au cours de l’infection des muqueuses à C. albicans et

les lymphocytes Trcg participent à l’homéostasie des cellules mémoires à l’égard de C.

aÏbicans (418).

De récents travaux ont mis en évidence l’implication de la collaboration de l’IL-lR,

des TER et du MyD88 dans la réponse de l’hôte à l’égard de C. aÏbicans (46). Les souris IL

1R-/- et MyD88-/- sont susceptibles à la dissémination de C. atbicans et présentent une

immunité protectrice Thi perturbée (46). Les PMNs des souris IL-1R-/- (46) et les

macrophages des souris MyD88-/- (394) ont une activité fongicide perturbée à l’égard de

C. albicans suggérant l’implication de l’IL-lR et du MyD88 dans les mécanismes

d’élfrmnation des pathogènes par les phagocytes. L’lL-Rl et le TLR4 ont la capacité de

s’activer au contact des hyphes de C. aÏbicans et leur stimulation entraîne l’utilisation de

la molécule de signalisation MyD88 et la production du TNF-a et de l’IL-1f3 (46, 525). De

plus, la signalisation via le MyD88 dans les DCs est requise pour la production d’IL-12 et

l’activation de la réponse Thi adaptée à l’égard de C. aÏbicans (46, 525).
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Toutes ces observations suggèrent que les TLRs pourraient contribuer de façon

distincte dans l’apparition de l’immunité inné et de l’immunité Thi adaptée à l’égard de C.

aÏbicans. La coopération entre les TLRs ou l’association des TLRs avec des récepteurs tels

que l’IL-lR pourraient entraîner une variabilité de signal via le MyD88 dépendant des

types morphologiques de C. aÏbicarzs et du site d’infection. Ce pathogène pourrait alors

exploiter les TLRs à des fins de colonisation et de survie chez l’hôte.

Bien que l’ensemble de ces récentes observations avancent la compréhension des

mécanismes de l’immunité à l’égard de C. athicans, cela n’a pas été démontré directement

dans un modèle expérimental d’OPC. Néanmoins, d’intéressantes observations ont été

effectuées au cours d’une étude sur l’expression des TLRs à la surface des kératinocytes

humains et de leur induction en présence de C. aÏbicans (487, 588). Les kératinocytes

humains expriment les récepteurs fonctionnels TLR4 et CDJ4 (588), le TLR2 au niveau

moléculaire (487), et le MyD88 (487). L’activation des kératinocytes par C. aÏbicans en

présence d’IfN-y entraîne l’activation et la transiocation du NF-KB au noyau et l’inhibition

du NF-KB bloque la capacité des kératinocytes humains de tuer le champignon (487). Non

seulement les extraits de C. aÏbicans induisent l’augmentation de la synthèse d’ARNm de

l’IL-8 des kératinocytes, mais cette synthèse peut être inhibée par le traitement des

cellules avec des Ac neutralisants ariti-TLR2 et ant-TLR4, suggérant que les TLRs

pourraient être impliqués dans l’expression des cytokines pro-inflammatoires des

kératinocytes induite par les pathogènes (487).

3.3 Immunité cellulaire acquise

3.3.1 Kératinocytes et macrophages

Les kératinoc)ïes et les macrophages pourraient être impliqués dans la présentation

des Ag de C. atbicans aux lymphocytes T CD4+ et participer à l’initiation de la réponse

C immunitaire adaptée à l’égard de C. albicans dans la cavité buccale. En effet, les



61

kératinocytes du tractus génital expriment le CMH II et ont la capacité de fonctionner

comme des APCs (681). De plus, l’expression du CMH II des kératinocytes épithéliaux est

augmentée chez les patients présentant une cheilite commissurale candidosique (465) ou

une OPC (296), vraisemblablement en réponse à 1’IfN-y produit par les lymphocytes T

infiltrés (20, 663). Néanmoins, les kératinocytes buccaux sont incapables de phagocyter C.

athicans (599) et les lymphocytes T CD4+, situés sous la membrane basale des muqueuses

buccales, sont distants du C. atbicans localisé à la surface de la couche superficielle de

l’épithélium. Les macrophages, de par leur capacité de phagocytose, d’élimination des

pathogènes et d’expression du CMH II, pourraient participer à la présentation des Ag de C.

albicans aux lymphocytes T CD4+ (20, 226, 457). Bien que cette participation ne soit pas

formellement démontrée dans les OPC, des études reliées à ce processus ont montré que

les monocytes humains étaient capable de phagocyter seulement le C. albicans sous la

forme levure et d’induire la production d’IL-12, suggérant de nouveau que la forme levure

du C. aÏbicans est spécialement impliquée dans l’initiation de l’iinrnmiité protectrice Thi

(115).

3.3.2 Les cellules de Langerhans

Les LCs, de par leur présence dans les muqueuses buccales, pourraient induire

l’initiation de la réponse immunitaire à médiation cellulaire acquise à l’égard de C.

aÏbicans. Bien que les LCs n’ont jamais fait l’objet d’études dans le cadre d’un modèle

expérimentai d’OPC, les DCs humaines (451) et murines (134) reconnaissent C. aÏbicans

par le récepteur au mannose/fucose (MR), phagocytent et dégradent le champignon et

peuvent présenter ces Ag aux lymphocytes T. Les DCs humaines cultivées in vitro à partir

de monocytes du sang sont capables d’utiliser le DC-SIGN dans la reconnaissance et la

phagocytose de C. aÏbicans sous la forme blastoconidie (91). De plus, la phagocytose de C.

atbicans sous la forme hyphe par les DCs nécessite la coopération du FcyR et du CR3

(526). C. aÏbicans sous la forme blastoconidie est ingéré par les DCs murines via une
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phagocytose en anneau, caractérisée par un recouvrement bilatéral de pseudopodes, et

(J sous la forme hyphe via une phagocytose conventionnelle en fermeture éclair (134). Les

DCs et les macrophages partageraient la même effïcacité dans la capacité d’éliminer le C.

albicans (451), bien que de récentes observations ont dévoilé une capacité d’élimination du

champignon moins importante des DCs comparativement aux macrophages et aux

monocytes chez un même sujet (441). Ces dernières observations révéleraient le rôle

majeur des DCs dans la présentation des Ag de C. albicans aux lymphocytes T CD4+

plutôt que dans l’élimination du micro-organisme, en accord avec leur fonction première

(321). Néanmoins, les DCs humaines pourraient utiliser un mécanisme indépendant de

l’oxygène pour tuer C. albicans, vraisemblablement via les hydrolases lysosomiales (451).

La production de NO est corrélée avec l’activité d’élimination de C. albicans sous la forme

levure ou hyphe par les DCs muÉnes (134).

La phagocytose de C’. albicans sous la forme levure par les DCs murines entraîne la

production d’IL-12 et l’activation des lymphocytes CD4+ 1h tandis que l’ingestion de C.

albicans sous la forme hyphe inhibe ces mécanismes et induit la production d’IL-4 in vitro

(134). Seul le transfert adoptif, effectué 7 jours auparavant, de DCs de souris BALB/c

ayant phagocyté C. aÏbicans sous la forme levure confère une immunité protectrice de

l’infection systémique à C. aÏbicans chez les souris BALB/c (134). La co-culture in vitro de

DCs de souris IL-12-/- (ayant phagocyté C. atbicans sous la forme levure) et de

lymphoc’Ïes T CD4+ de souris BALB/c entraîne la production d’IL-4 par les lymphocytes.

Lorsque le transfert adoptif est effectué de façon identique avec des DCs de souris IL-12-/-

les souris BALB/c transférées présentent une susceptibifité à la candidose systémique

indiquant la perte de la réponse Thi protectrice à l’égard de C. atbicans (134).

L’imnimilsation, par transfert adoptif de DCs contenant les ARNm de C. atbicans sous la

forme levure, de souris BALB/c irradiées leur confère une résistance à la candidose

systémique (26).

L’utilisation de récepteurs distincts pourrait permettre aux champignons de réguler

la production de qÏokines pro-inflammatoires telle que l’IL-12 pour leur survie
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dépendamment du type de morphologie qu’ils présentent. En effet, l’activation du MR

conduit à la production de cytokines pro-inflammatoires, incluant l’IL-12, à l’augmentation

de l’expression des molécules de co-stimulation et du CMH II, et l’initiation de la réponse

Thi (525). A l’inverse, la co-activation du CR3 et du FcyR induit la production d’IL-4 et/ou

d’IL-10, l’augmentation des molécules de co-stïmulatïon et du CMH II, et l’activation des

lymphocytes CD4+ Th2 et TRCg (526). Les DCs des plaques de Peyer produisent de l’lL-lO en

réponse à l’activation du CR3 induite par le C. aÏbicans opsonisé (419). L’IL-lO produite

par les DCs active les lymphocytes TRCg qui affectent négativement l’activité antifongique

des lymphocytes CD4+ 1h (525). Bien que l’utilisation du CR3 pourrait favoriser le

commensalisme des champignons à la surface des muqueuses de l’hôte, son utilisation

intensive dans les interactions cellulaires pourrait constituer une importante stratégie

d’évasion du pathogène au système immunitaire protecteur de l’hôte.

L’initiation de la réponse immunitaire des muqueuses en réponse à C. albicans dans

l’OPC requiert la maturation et la mobilisation des LCs potentiellement induites soit par

leur exposition directe au champignon soit par leur exposition aux cytokines produites

par les lymphocytes T en réponse à l’infection (36). La maturation des LCs entraîne une

augmentation de l’expression du CMH II, des molécules de co-stimulation CD 54, CD5$ et

CD86, et de la sécrétion d’IL-12 (36, 680). L’augmentation de l’expression du CMH II à la

surface des APCs a été démontrée par co-culture en présence de C. aÏbicans ou pas

exposition à ses Ag (20). L’IL-l, le GM-CSF, et le TNF-a pourraient contribuer avec les

interactions CD40/CD40L à la maturation des LCs dans les candidoses des muqueuses

(36). De plus, les alloantigènes de CMH 11(226, 456, 636) et les molécules d’adhésion CD54

et CDS8 (636) sont directement impliqués dans l’activation des lymphocytes T CD4+

spécifiques à C. albicans par les APCs.

3.3.3 Les lymphocytes T

L’immunité acquise à l’égard de C. albicans, de par la présence d’une réponse
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positive d’hypersensibilité de type retardée, a été démontrée chez les individus adultes

C linrnurto-compétents et préviendrait vraisemblablement la progression de la colonisation

des muqueuses au cours d’une infection symptomatique. Les lymphocytes T des individus

sains prolifèrent en réponse à la stimulation par les Ag de C. aÏbicans et produisent des

cytokines telles que l’IfN-y et le TNF-a (443). En raison de l’hétérogénéité de leur

répertoire, les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ pourraient participer à la multiplicité et la

redondance des mécanismes effecteurs permettant le contrôle des infections à C. albicans.

En effet, la résistance de l’hôte à l’égard des infections à C. atbicans semble dépendre de

l’activation de l’imimmité cellulaire médiée par les lymphocytes T, des cytokines, et de

l’activité effectrice des phagocytes (525).

Plusieurs observations effectuées chez la souris atteinte d’OPC démontrent le rôle

protecteur de l’immunité cellulaire acquise à l’égard de C. albicans (177, 187, 188).

Infectées oralement à C. atbicans, les souris DBA/2, plus susceptibles à l’égard de l’OPC, et

les souris BALB/c présentent une prolifération des lymphocytes T spécifiques à l’égard

des Ag de C. aÏbicans et une expression précoce des ARNm de l’IL-4, de l’IfN-y et de l’IL-12

dans les ganglions l’mphatiques (177). Néanmoins, la sécrétion de ces cytokfties par les

lymphocytes des souris BALB/c stimulés in vitro est corrélée avec l’élimination rapide de

C. albicans de la surface des muqueuses buccales, tandis que l’élimination retardée du

champignon des muqueuses des souris DBA/2 coïncide avec la baisse de la sécrétion d’IL-

4 (177). De plus, l’injection répétée d’Ac monoclonal anti-IL-4 chez les souris BALB/c

entraîne une augmentation de la charge buccale et un retard dans l’élimination de C.

aÏbicans des muqueuses buccales, suggérant que la rapidité d’élimination du champignon

est dépendante de la réponse des lymphocytes des ganglions lymphatiques cervicaux et de

la sécrétion précoce d’IfN-y et d’IL-4 (177). Toutefois, les expériences ont été effectuées

sur la totalité des lymphocytes sans discrimination des cellules responsables de la

production des cytokines (177). De plus, l’IL-4 produite par les lymphocytes T V8+ active

les fonctions antïfongiques des PMNs (524). Bien qu’elle soit associée à un profil Th2, l’IL-4

C peut activer ou désactiver les fonctions effectrices des phagocytes et des DCs. Ainsi, son
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activité d’inbibition des fonctions antifongiques des phagocytes peut promouvoir la

sécrétion d’IL-12 par les DCs (524). Activée par l’IL-4, la résistance à l’égard de l’OPC

pourrait être médiée par l’initiation de la réponse protectrice Thi (407) et par

l’augmentation de l’activité antï-Candida des PMNs (62) et des macrophages (192).

La déplétion systémique des lymphocytes T CD4+ n’augmente pas l’intensité de

l’infection buccale à C. aÏbicans chez les souris immuno-compétentes BALB/c et CBA/CaH

(187). Cependant, la reconstïtution de l’immunité par transfert adoptif de lymphocytes T

CD4+ naïfs, mais pas de lymphocytes T CD8+, à des souris kumunodéficientes BALB/c nu/

nu et CBA/CaH nu/nu provoque une diminution de la colonisation des muqueuses

buccales à C. atbicans comparativement aux souris contrôles (187). Cette diminution est

corrélée à l’augmentation de l’expression de l’IL-12 et de l’IFN-y dans les ganglions

lymphatiques cervicaux (187), démontrant la nécessité pour l’hôte de recourir aux

lymphocytes T afin de résister à l’OPC. La déplétion des PMN5 et l’inactivation des

monocytes/macrophages augmente l’intensité de l’infection chez les souris

immunocompétentes BALB/c et CBA/CaH et l’élimination de C. albicans des muqueuses

buccales est dépendante de l’action des lymphocytes T CD4+ sur les PMNs et les

macrophages, présentant une augmentation de leur fonction anti-Candida en présence

d’IFN-y et d’IL-12 sécrétées (188). L’augmentation des fonctions des phagocytes pourrait

provenir également de l’activation via l’IfN-y produit par les lymphocytes T y/ retrouvés

en plus grand nombre dans les ganglions cervicaux des souris infectées oralement à C.

atbicans (177). Les lymphocytes T y/ pourraient contribuer indirectement à l’élimination

du champignon des muqueuses buccales de l’hôte comme cela a été démontré dans des

expériences de candidose gastro-intestinale (294).

o
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4. Pathogenèse de l’OPC dans l’infection au VIH

4.1 LeVIH

Membre de la sous-famille des lentivirus, le VIH est un rétrovirus comprenant deux

sous-types (VIII-1 et VIII-2) (333). Découverts entre 1983 et 1986, les VIII-1 et VIH-2

présentent des différences génétiques, d’irifectivité et de propagation. Le virus de

l’immunodéficience sirnieime (SW), observé chez le primate, n’est pas pathogène chez

leurs hôtes naturels, suggérant que chez l’homme, le VIH a continué de muter et s’est

adapté à son hôte (246). Les analyses phylogénétiques suggèrent que le taux élevé de

mutation du VIII-1 a concouru à son établissement au cours du )(ême siècle (330). La

dissémination progressive du VIII-1 a entraîné une pandémie dévastatrice en Afrique, en

Europe et en Arnérique dans les années 70, et en Asie dans les aimées 80. La distribution

géographique du VIII-2 est plus limitée (régions de l’Afrique de l’ouest) et il est considéré

moins pathogène chez l’homme.

Le VIH est un virus enveloppé, composé d’une capside dense aux électrons, entourée

d’une enveloppe riche en cholestérol et en sphyngomyéhne dérivés de la membrane

plasmique (333). Les glycoprotéines gpl2O et gp4l du VIII se joignent aux protéines

membranaires des cellules infectées pour former les protéines de l’enveloppe. Un réseau

de protéines (protéines de la matrice (MA)) s’organise sous l’enveloppe lipidique

protégeant une capside composée d’environ 2000 molécules de protéines de

nucléocapside de 24 kD (p24) formant un cylindre effilé (figure 4.1) (333).



67

Q p6—\

Vpr

O Protéase

• Cyclophiline ARN

Protéines de la
capside

Protéines de la
O matrice

Protéines de la
U nucléocapside

HLA
classe I

HLA
classe II
DR

Transcriptase Intégrase
Reverse o

figure 4.1 : Représentation de la structure du virion et de la position des protéines du VIH

le composant. Traduite de Ki-ogstad P, serninurs in Pediatric Infectious Diseuses (2003).
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Le génome viral est composé de deux brins d’ARN monocaténaires de polarité

positive protégés dans la capside par de multiples copies de p24. La capside virale

renferme l’intégrase (IN) et la transcriptase réverse (RT), protéines essentielles aux étapes

précoces de la réplication du virus (310). L’intéraction de la gp120 avec l’Ag CD4 constitue

le mécanisme majeur de l’attachement du virion à la surface de la cellule. Néanmoins, les

polyosides de la région N-terminale de la gp120 Ont une forte affinité de liaison au DC

SIGN, suggérant que les DCs exprimant cette lectine livreraient les virions dans les tissus

lymphoïdes et les présenteraient aux lymphocytes T CD4+ (342, 416). L’intéraction gp120-

CD4 induit un changement de conformation des protéines virales et permet l’engagement

dans la liaison des co-récepteurs CCR5 et CXCR4 (333). La liaison de la gpl2O avec ces co

récepteurs induit un changement de conformation de la gp4l, résultant en la formation

d’un complexe stable à 6 hélices entre les domaines de la gp4l et en la fusion de

l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire. Cette fusion permet l’entrée de la capside

virale dans la cellule hôte (333). La structure de la capside se désordonne libérant le

complexe de pré-intégration (415) contenant l’ARN génomique, la RT, l’IN, les protéases et

les protéines telles que les protéines de nucléocapsides (NC) et Vpr. Ces protéines sont

impliquées dans la transcription de l’ARN en ADN, le transfert du complexe protémes

ADN dans le cytoplasme, son entrée dans le noyau et l’insertion de l’ADN viral au génome

de la cellule hôte (312). La synthèse d’ADN viral s’effectue grâce à la RT possédant une

activité d’ADN polymérase dépendant de l’ARN, de RNase H dégradant l’ARN des hybrides

ARN-ADN et d’ADN polymérase dépendant de l’ADN. La synthèse de l’ADN viral débute

quelques heures après l’entrée du virus dans la cellule et ne nécessite que 4 à 6 heures

pour être complète (700, 701). La molécule d’ADNc comprend des gènes codant pour 9

protéines virales du VIH, flanquée par des «Long-Te i-minai Repeat» (LTR).

Le taux d’erreur de transcription (10-10), l’absence d’un mécanisme de correction

du mauvais appariement des nucléotides et/ou la pression sélective de la réponse

ininumitaire de l’hôte et des agents antiviraux favoriseraient la multiplicité de variants

viraux chez un individu infecté (333). Le transport du complexe de pré-intégration dans le
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noyau pourrait être facilité par Vpr, l’IN ou les MA possédant une séquence signale de

localisation nucléaire composée d’acides aminés cationiques (80, 660). L’intégration de

l’ADN viral dans le génome de la cellule hôte est un mécanisme essentiel à la réplïcation

du virus. Elle est méchée par l’IN, qui catalyse l’attaque nucléophile des groupements

hydroxyle en 3’ de l’ADN viral sur les ponts phosphodiesters de l’ADN chromosomique de

la cellule hôte (608, 703), permettant ainsi à l’ADN viral de devenir un composant du

génome de la cellule. Bien que quelques études ont montré que l’ADN viral s’intégrerait

préférentiellement près des gènes activement transcrits de la cellule hôte (85), aucune de

ces études a pu mettre en évidence des sites hautement préférentiels pour son intégration

dans l’ADN chromosomique. Les provirus du VIH peuvent rester silencieux pendant une

longue période (481). Néanmoins, l’activation des LTR du génome viral par les facteurs de

transcription de la cellule hôte tels que le NFAT et/ou NF-KB pourrait initier la

transcription de l’ADN viral (333).

La protéine Tat (Trans-activator of Transcription) se lie aux ARNm viraux naissants

et à la cyclirie Ti recrutant la kinase 9 (dépendant de la cycline) qui phosphoryle l’ARN

polyrnérase II permettant l’élongation des ARN viraux et l’accumulation des protéines

virales (668). La protéine Rev (Regulator of Viral expression) est constituée d’une séquence

d’exportation nucléaire riche en leucine qui interagit directement avec le «chromosomal

region maintenance-1 (CRM-1) complexe exportin», permettant l’exportation des ARN

viraux non-épissés qui composeront les nouveaux virions (333). L’épissage des ARNm

codés par le gène ENV conduit à la traduction de deux protéines d’enveloppe, gpl2O et

gp4l, qui s’incorporent dans les virions avec des protéines associées à la membrane

plasmique. Deux milles monomères de Gag formeront la capside immature (209). L’ARN

viral est reconnu par des domaines de NC présents dans les poly-protéines de Gag et

l’association entre les résidus des domaines de la MA et de la gp4l permet l’incorporation

des protéines d’enveloppe (209). L’étape finale de l’assemblage du virus s’effectue quand

l’enveloppe virale se sépare de la membrane plasmique.

Les protéines Vpr et Nef sont plus spécifiquement impliquées dans le maintien de
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l’efficacité de la cellule hôte à produire des particules virales. Vpr empêche la cellule hôte

de passer en phase G2/M, inhibant ainsi la division mitotique de la cellule. Les LTR du

génome du VIH sont plus actifs en phase G2 et l’arrêt du cycle cellulaire induit

probablement l’augmentation de l’expression des gènes viraux (225).

Nef est une protéine myristolée de 27-35 kD. La myristolysation en N-terminal de

Nef est requise pour son association à la membrane cellulaire et pour ses activités

biologiques (222). Les motifs riches en proline (PxxP) permettent l’mtéraction de Nef avec

des molécules de signalisation cellulaire, et seraient impliqués dans la capacité de cette

protéine à induire l’activation cellulaire pouvant être nécessaire à la réplication du virus

(185, 544). L’effet le mieux compris de la protéine Nef est sa capacité à diminuer

l’expression membranaire de l’Ag CD4. Nef induit l’endocytose des molécules de CD4 par

recouvrement des vésicules de clathrine qui sont redirigées vers les lysosomes pour être

dégradées (3, 232). Nef pourrait interagir avec la chaîne i des adapteurs (AP-1, AP-2) (233,

234), bien que cette interaction soit dispensable pour le CMH I (382, 516). Nef redirige

également les molécules du CMH I dans des vésicules à clathrine jusqu’aux endosomes

(237), protégeant les cellules infectées de la reconnaissance par les CTL (123). Nef est

également capable de diminuer l’expression membranaire du CD28, en accélérant son

endocytose (44, 621).

C’est dans sa capacité à manipuler les voies de signalisation cellulaire des

lymphocytes T CD4+ et des macrophages, que Nef semble avoir les fonctions les plus

importantes. Nef peut aussi bien cïbler les voies de signalisation du TcR, de l’IL-2R, et des

macrophages entraînant la production de chemockines, que des cascades anti

apoptotiques (237). En modulant l’expression du CD4, Nef dissocie le CD4 du Lck

nécessaire lors de l’activation du TcR. Cette tyrosine kinase est responsable de la

pliosphorylation de la chaîne Z du TcR, facilitant le recrutement et la liaison de ZAP-70,

induisant l’augmentation de l’expression de certains gènes, comme celui de l’IL-2 (670,

671). La protéine Nef est exprimée précocement dans le cycle viral, même à partir du

génome du VIII non-intégré (689). L’augmentation de l’expression membranaire de FasL
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induite par nef permet à la cellule infectée de piéger les lymphocytes T CD8÷ spécifiques

du VIII en induisant leur apoptose (237). De plus, Nef serait capable de réprimer la

signalisation de mort cellulaire induite par Bad, un membre pro-apoptotique de la famille

Bd-2 (682). Enfin, des études récentes ont montré que Nef pourrait réduire l’expression

membranaire du CMII II, suggérant que la présentation des Ag viraux par les APCs aux

lymphocytes T CD4+ pourrait être altérée par l’expression de nef (325, 613).

4.2 Perturbation de la réponse immunitaire humorale

Les immunoglobulines A sécrétées (IgAs) participent avec les différentes protéines

contenues dans la salive aux prermères défenses de l’hôte contre les pathogènes capables

de coloniser les surfaces des muqueuses (386). Les IgAs salivaires ont la capacité d’inhiber

in vitro l’adhérence de C. aÏbicans aux cellules épithéliales des muqueuses buccales (180,

662). Elles se lient à des manoprotéines exprimées sur les cellules et sur les tubes

germinatifs de C. aÏbicans et de manière plus intense à mi pH (5,9-7,5) proche de celui

retrouvé dans la salive normale (55). Une augmentation de la concentration en IgAs a été

observée chez les patients présentants une OPC (180). Néanmoins, aucune déficience en

IgAs spécifiques à C. athicans a été démontrée chez ces patients (8). Dans l’infection au

VIH, les concentrations salivaires et les quantités totales d’IgAs et de ses sous-classes ont

été retrouvées inchangées (381), augmentées (22, 357) ou diminuées (429, 620). Une

diminution de l’avidité des IgAs a été observée (109, 127). Certains patients infectés au

VIII présentent une augmentation des concentrations en IgAs concomittante d’une

diminution de leur activité anti-Candida suggérant que l’augmentation des IgAs

spécifiques à C. albicans chez ces patients serait simplement la conséquence de l’infection

(128). En normalisant les données en fonction de la quantité totale de protéines salivaires

ou d’une unique classe d’Ig, Wozniak et aÏ. (2002) ont quantifié le répertoire complet d’Ig

dans la salive en considérant le stade de développement de l’OPC et du décompte

cellulaire des lymphocytes T CD4+ des patients infectés au VIII (685). Aucun changement
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significatif a été observé dans la salive au niveau de la quantité d’IgA totale et d’IgAs

(J spécifiques à C. aÏbicans susceptible de promouvoir l’OPC chez ces patients (685).

4.3 Perturbation de la réponse immunitaire cellulaire

L’impact crée par l’infection au VIH sur les populations cellulaires des muqueuses

des patients est certainement central dans la pathogenèse de l’OPC. Détecté par des

techniques de RT-PCR et de PCR à ADN (2) dans la salive des individus infectés, le VIH

pourrait altérer les mécanismes des défenses immunitaires cellulaires des muqueuses

buccales et permettre aux pathogènes buccaux de proliférer.

4.3.1 Les cellules épithéliales

Les kératinocytes buccaux au contact de C. albicans à la surface de l’épithélium

jouent un rôle important dans la pathogenèse de l’OPC. Le VIH est capable d’infecter les

cellules épithéliales de la muqueuse buccale (502), vraisemblablement en utilisant le

galactosylceramide et le CXCR4 (361). Les protéines tat, nef et gpl2O induiraient

l’apoptose des kératinocytes buccaux humains en activant différentes caspases, fasL/Fas

et TNF/TNFR (2), suggérant que l’activité anti-Candida de ces cellules en serait

potentiellement perturbée. Les patients infectés au VIH, atteints d’OPC, ont une

diminution in vitro de l’activité d’inhibition de C. atbicans par leur cellules épithéliales

comparativement aux patients ne présentant pas d’OPC. Néanmoins, aucune différence

d’activité anti-Candida des cellules épithéliales a été observée entre les individus non-

infectés et infectés au VIH ne présentant pas d’OPC (598).

4.3.2 Les cellules de Langerlians

Constituant la première cible lors du premier contact avec le virus dans les
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muqueuses, les LCs facilitent non seulement le transfert du VIH aux lymphocytes T CD4+

(118, 489, 490), mais expriment les co-récepteurs viraux CD4 et CCRS requis pour l’entrée

du virus dans les cellules (303). De par leur activité d’initiation de la réponse immunitaire

cellulaire les rendant mobiles, les LCs répandent l’infection et induisent la réponse

immunitaire spécifïque au virus dans les ganglions lymphatiques périphériques (303, 489,

490). Bien que ces cellules puissent concourir à l’infection par le VIH des lymphocytes T

CD4+ lors des contacts dans les ganglions lymphatiques (489), elles présentent également

des altérations causées par l’infection. Le nombre de LCs buccales (118) et oesophagiennes

(111) est dramatiquement diminué dans l’infection au VIH, de même que les DCs des

ganglions cervicaux (534), de la rate (402) et du sang (39, 162, 231, 374, 473) (figure 4.2).

La diminution des DCs pourrait être due aux changements cytopathiques entraînés par la

production du virus, à la lyse des DCs infectés par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques,

ou à la diminution de l’expression de leurs marqueurs de surface (39, 118). La diminution

de l’expression du CMH II des LCs des muqueuses (486, 523), pouvant être causée par le

blocage de l’expression de son gène par Tat et Nef (306), et pourrait expliquer, avec la

perte des granules de Birbeck et le développement limité des dendrites et des organelle,

l’altération de la différenciation terminale des LCs infectés au VIH (523). L’expression du

CMH i à la surface des APCs est plus modérément perturbée, potentiellement par le

blocage de la transcription par Tat (77, 273) et/ou la séquestration intra-cytoplasmique

par la protéine Nef (232, 349). L’altération des LCs buccaux contribuerait à la perte

progressive de la réponse à médiation cellulaire acquise, protectrice à l’égard des Ag de C.

aÏbicans, dans l’infection au VIH. La perte de l’expression du CMH II et la diminution de

formation de ces complexes antigéniques contribuent à réduire les fonctions des LCs,

mais également des monocytes et des macrophages (488), de stimulation et de

présentation des Ag aux lymphocytes T CD4+ (366). De plus, l’expression de la gpl2O

dans les APCs infectées au VIH et la perte de la fonction d’activation du CD4OL des

lymphocytes T CD4+ contribuent à la diminution de la production d’IL-12 et d’INF-y,

perturbant la réponse protectrice Thi et la différenciation des lymphocytes T CD8+ en
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CTL (483, 614).

o
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figure 4.2 : Modèle hypothétique du rôle des cellules de Langerhans des muqueuses
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4.3.3 Les lymphocytes T CD8

La diminution progressive du nombre de lymphocytes T CD8+ dans le sang

périphérique des individus est irne conséquence de la progression de l’infection au VIH

(388, 413). Cette déplétion résulte d’une apoptose médiée par les macrophages lors de

l’intéraction de la protéine gpl2O du VIH avec le CXCR4 (261). L’observation d’une

accumulation de lymphocytes T CD8+ à l’interface de la lamina propria et de la couche de

cellules basales de l’épithélium buccal chez les patients infectés au VIH présentant une

OPC (433) indique que ces cellules peuvent être activement recrutées à la muqueuse en

réponse à la candidose (523). Les lymphocytes T CD8+ peuvent être attirés vers

l’épithélium par l’IL-8 produit par les kératinocytes (403, 652), et exercent in vitro des

fonctions d’inhibition des formes hyphes de C. aÏbicans (50). Néanmoins, leur

positionnement dans la couche basale ne permettant pas de rentrer en contact avec les

hyphes de C. aÏbicans situés à la surface de l’épithélium (108, 184, 511), le rôle précis des

lymphocytes T CD8+ dans le confinement de C. aÏbicans à la muqueuse, soit par action

directe ou via un mécanisme indirect (production de cytoldnes), reste à déterminer (194,

433).

4.3.4 Les lymphocytes T CD4

Perdant l’expression de PIL-2, de 1’IL-2R et de leur capacité de proliférer en réponse

aux Ag (318), les lymphocytes T CD4+ des patients infectés au VIH sont non seulement

perturbés dans leur fonction, mais également dans leur nombre qui diminue

dramatiquement au cours de la progression de l’infection. Cette déplétion apparaît dans le

sang, mais également dans les muqueuses buccales des patïents, indépendamment de la

présence d’une OPC (463, 523, 600). Le nombre de lymphocytes T CD4+ du sang

périphérique spécifiques à C. albicans, diminue durant la progression de l’infection au VIH
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chez les patients présentant une OPC (337). Cependant, l’obtention de prélèvements

humains étant difficile pour des raisons éthiques, la déplétion des linphocytes T CD4+

spécifiques à C. albicans dans les ganglions lymphatiques drainant la muqueuse buccale

n’a pas été actuellement démontrée. Néanmoins, les patients infectés au VIH présentent

un profil Th2 dans la salive (352), corrélé avec la perte de prolifération des lymphocytes T

CD4+ en réponse aux Ag de C. aÏbicans (352, 503). La perte de l’expression du récepteur

CD4 et du CMH ii à la surface des lymphocytes et des LCs, induite par les protéines du

VIR, ne confèrent pas aux lymphocytes T CD4+ l’entière responsabilité de la susceptibilité

de l’OPC chez les patients infectés au VIn. La déplétion et l’innnaturité des LCs pourraient

interférer avec la présentation des Ag de C. albicans aux lymphocytes T CD4+, perturbant

ainsi les mécanismes protecteurs à l’égard de l’OPC dans l’infection au VIH.

4.3.5 Les phagocytes

Les phagocytes, considérés comme la première ligne des défenses immunitaires à

l’égard des pathogènes, jouent un rôle charnière dans l’orchestration de l’immunité des

muqueuses chez l’hôte. Ils sont mobilisés rapidement à la muqueuse buccale en réponse à

l’infection à C. aÏbicans et leur altération pourrait prédisposer à l’OPC chez les patients

infectés au VIH. Les patients atteints d’inflammation chronique des gencives présentent

une augmentation des macrophages et des PMNs dans les muqueuses (434), suggérant que

la mobilisation des phagocytes en réponse à l’inflammation est conservée. Néanmoins,

leur activité anti-Candida pourrait être perturbée.

4.3.5.1 Les macrophages

La diminution de l’expression du récepteur CD4 (10, 213) et du CMH I (570) à la

surface des macrophages, attribuable à la protéine Nef, et/ou la diminution de la quantité

C d’INF-y (412) pourraient perturber l’activité anti-Candida de ces phagocytes. En effet, la
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phagocytose (319), la flambée oxydative (644), et la production de cytokines (319) sont

perturbées in vitro chez les macrophages infectés par le VIH. Néanmoins, les macrophages

dérivés de monocytes sanguins de patients infectés au VIH présentent une phagocytose

réduite (131), vraisemblablement induit par Nef (498), ou normale (458) à l’égard de C.

albicans.

4.3.5.2 Les PMNs

Bien que la gp4l du WH supprime ïn vitro l’activité de réductïon du nitroblue

tetrazolium par les PMNs (208), l’activité d’inhibition de la prolifération de C. aÏbicans et la

production d’IL-1 et d’IL-6 par les PMNs seraient préservées dans l’infection au VIH (100).

Toutefois, la phagocytose (178) et l’activité fongicide (509) des PMNs à l’égard de C.

albicans seraient altérées, mais leur capacité de production de RO serait conservée (673).

L’activité anti-Candida des PMN5 des individus sains ou infectés au WH est perturbée par

les cytokines Th2 IL-4 et IL-10, suggérant un rôle potentiel de ces cytokines dans

l’augmentation de la susceptibilité à l’OPC dans l’infection au VIR (631).

L’infection au VIH perturbe les APCs et les lymphocytes T CD4+ et pourrait réduire

les fonctions anti-Candida des phagocytes dans les muqueuses buccales, entraînant

l’apparition de l’OPC. Néanmoins, certains mécanismes de défenses de l’hôte seraient

préservés (calprotectine, kératinocytes, lymphocytes T CD8, et une partie de l’activité des

phagocytes) et pourraient limiter de façon individuelle ou collective la prolifération de C.

albicans à la surface des muqueuses buccales et prévenir de la dissémination systémique

du champignon chez les patients infectés au VIH.
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5. les modèles animaux

En plus des problèmes éthiques associés â l’utilisation de prélèvements humains, il

existe d’importantes différences entre les individus en terme d’alimentation, d’habitudes

sociales, de statut immunitaire, et de physiologie de la cavité buccale telle que la fonction

salivaire. Ces facteurs, ajoutés aux variations culturelles, ethniques et raciales de l’homme,

influencent la pathogenèse de maladie telle que la candidose. Le développement de

modèles animaux dans le cadre de l’étude de la candidose buccale fournirait un outil

standardisé qui pourrait être contrôlé et manipulé afin d’obtenir de cette infection

fongique des données sur l’immunopathogenèse. Le contrôle des facteurs

environnementaux (température, humidité, alimentation, luminosité), des facteurs

infectieux (durée, souche du pathogène) et des facteurs inter-individus (âge, sexe, lignée)

permet à l’expérimentateur d’exercer une maîtrise précise de l’ensemble des paramètres

impliqués dans la relation hôte-pathogène.

5.1 Les modèles antérieurs

Plusieurs espèces animales telles que le singe, le rat et la souris ont été utilisées

pour étudier, sous différentes conditions expérimentales, la pathogenèse de la candidose.

(j) Primates. Ces animaux ont permis d’étudier les stomatites associées aux

prothèses dentaires, prenant avantage de la capacité de fabriquer des appareils

en acrylique analogues aux prothèses dentaires humaines. Ainsi, les candidoses

érythémateuse et pseudomembraneuse ont été reproduites chez le singe en

utifisant des plaques en acrylique (554). Néanmoins, le coût et la difficulté

d’obtention de ces animaux limitent l’utilisation de ce modèle.

(U) Rats. Sprague-Dawley et Wiristar ont permis l’étude longitudinale de la

pathogenèse de la candidose buccale, grâce à la grandeur de la cavité buccale,

leur facilité d’hébergement, et leur disponibilité. La majorité des études faisant
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appel à cette espèce animale ont porté sur l’efficacité des antifongiques à l’égard

de C. aÏbicans (554).

(iii) Souris. La souris, de par son faible coût, sa vitesse de reproduction, la facilité de

son hébergement, et la capacité de la modifier génétiquement, est un modèle de

choix pour évaluer, en fonction des perturbations immunitaires spécifiques

qu’elle présente, les réponses iminuidiaires humorales et cellulaires en réponse à

la candidose buccale. Contrairement au singe et au rat, la souris normale n’est

pas colonisée par le C. albicans. Ainsi, la candidose doit être induite par

l’infection des souris par le C. albicans. La compréhension des mécanismes de

défense de l’hôte à l’égard de C. albicans a été considérablement renforcée par

l’utilisation de souris KO ou possédant des immunodéficiences congénitales

(551).

Bien que tous ces modèles muriris présentent des anormalités immunologiques bien

caractérisées, ils ne reproduisent pas les multiples perturbations des cellules

immunitaires exprimant le VIH et sont donc perfectibles pour l’étude de la pathogenèse de

la candidose dans le contexte de l’infection au VIH. il existe actuellement aucun modèle

animal dans lequel le VIH peut se répliquer activement et induire une maladie apparentée

au SIDA. Bien que le macaque infecté au SW soit un modèle largement utilisé pour étudier

le SIDA (145, 146), la faible disponibilité de ces animaux, l’utilisation d’un virus différent

du VIH et le manque d’outils pour étudier son système immunitaire limitent l’utilisation

de ce modèle pour l’étude de 1’OPC. Par contre, une approche différente faisant appel à un

modèle chez la souris MAIDS a donné des débuts prometteurs. Les souris infectées au

virus de la leucémie murine (DuSH(G6T2)) développent un syndrome désigné «murine

AJDS» (MAIDS) présentant des perturbations du système immunitaire similaires à celles

observées dans l’infection au VIH, incluant: (i) une prolifération polyclonale des

lymphocytes B se traduisant par une hypergammaglobuJinémie, une lymphodénopathie et

une spÏénomégalie; (û) une perturbation du profïÏ Thi des lymphocytes T CD4÷

(diminution de la production d’IL-2 et d’IFN-y) et une activation du profil Th2
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(augmentation de la production de l’IL-4, l’IL-S, l’IL-6 et l’IL-lO); (iii) la perte progressive de

la réponse des CTL; (iv) une susceptibilité accrue aux infections et au développement de

lymphomes B. En utilisant ce modèle, Deslauriers et al. (1997) ont étudié la capacité des

souris C57BL/6, infectées par ce rétrovirus, à résister au développement d’une candidose

buccale. L’infection à C. aÏbicans a entraîné l’apparition d’un état de porteur chronique

(<100 CFU) d’une durée supérieure à six mois chez les souris contrôles et pour 70% des

souris infectées par le virus. Trente pourcents des souris infectées par le virus ont montré

des signes de récurrence de candidose se traduisant par une augmentation significative du

décompte des CfU buccaux de C. aÏbicans suivi d’une courte période de convalescence

(144). Néanmoins, aucune perte progressive du nombre de lymphocytes T CD4+ a été

observée chez les souris infectées au rétrovirus, suggérant que ce modèle s’appliquerait

davantage à l’étude des étapes précoces de l’infection au VIH (424).

5.2 La souris transgénique pour le VIH-1

L’utilisation des techniques de transgénèse et de manipulation des cellules souches

embryoniques couplée au développement de recombinaisons homologues efficaces, a

permis de générer des souris transgémques ou/et déficientes pour un gène ciblé. De

nombreuses équipes de recherche ont ainsi tenté de faire exprimer les gènes du VIH chez

la souris (73, 154, 155, 354, 358, 558, 584, 639). Malheureusement, l’apparition de

phénotypes inconnus ou la quasi-absence des phénotypes connus chez les patients

infectés au VIH ont initialement empêché de générer un modèle murin satisfaisant.

Néajimoins, l’équipe de Jolicoeur et al. (1996) a réussi à développer des lignées de souris

transgéniques pour le VIH-1 (CD4C/HIV) reproduisant les manifestations cliniques et

biologiques rencontrées dans l’infection au VIH (248, 249).

5.2.1 Le transgène
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Afin d’exprimer les gènes du VIII uniquement dans les cellules in]mullitaires

perturbées dans l’infection au VIII chez l’homme, les chercheurs ont construit un

transgène dont l’expression est dirigée par les éléments régulateurs du gène de l’Ag CD4

humain (475). À l’inverse de celui de la souris, l’Ag CD4 humain est exprimé à la surface

de plusieurs sous-populations de cellules myéloïdes, incluant les macrophages et les DCs

(317, 683). L’Ag CD4 humain a été utilisé comme gène rapporteur afin de disséquer la

capacité de différents éléments régulateurs (CD4A, CD4B, CD4C) à diriger son expression

dans les lymphocytes T CD4+ et les macrophages murins et à la rendre silencieuse dans

les lymphocytes B, T CD8+ et dans les cellules non-hématopoïétïques (252).

Les éléments régulateurs CD4C ont dirigé fidèlement l’expression du gène

rapporteur dans les cellules cibles. Le CD4C est un ADN chimérique souris/homme de

14,4 kpb comprenant im enhancer murin du gène codant pour le CD4 des lymphocytes T

(1,9 Kpb) (559) fusionné aux éléments génomiques humains (4,5 kpb) situés en amont du

gène CD4 comprenant le i exon non-codant (exon 1), le i iiitron (9,9 kpb), l’exon 2 et

une partie de l’exon 3 (252) (figure 5.1).

L’iritron 1 contient un siÏencer réprimant l’expression du transgène dans les

lymphocytes B, T CD8+ et les cellules non-lymphoïdes (629), et les éléments nécessaires

pour son expression dans les macrophages (249). Les éléments régulateurs du CD4C ont

été utilisés chez la souris transgénique pour exprimer le génome entier du VIII-1 (248) et

de mutants géniques (249, 251).
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figure 5.1 Structure des transgènes CD4C/HIVt. (mCD4) le fragment enhancer de souris

du gène CD4, (hCD4) le promoteur humain CD4, (Mut A-H) les différentes mutations du

génome du VIH-1 du transgène obtenues par l’interruption du cadre de lecture des gènes

(X). Traduite de Hanna et aï., Ce!! (1998).
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5.2.2 La souris transgénique CD4C/HIV

La caractérisation des différentes lignées de souris transgéniques a permis

d’observer une corrélation entre le niveau d’expression du transgène, le mutant du VIH

utilisé pour créer la lignée, et la demi-vie des souris (249). Le transgène est exprimé dans

les mêmes populations cellulaires que les cellules humaines exprimant l’Ag CD4, incluant:

les lymphocytes thymiques T CD4+CD8+ immatures et T CD4+CD8- matures, les

lymphocytes T CD4+ périphériques, et les cellules de la lignée myéloïde (macrophages

périphériques, cellules de Kupffer, DCs et cellules de la microglie) (248). Chez les souris

Tg CD4C/HIV, les produits des gènes du VIH sont exprimés dans les mêmes populations

cellulaires que celles infectées au VIH chez l’homme. Cependant, le développement de la

maladie apparentée au SIDA observée chez ces souris est hautement corrélé au niveau

d’expression du transgène (249). Les souris présentant une forte expression du transgène

meurent prématurément (quelques semaines après la naissance), celles exprimant des

taux modérés du transgène survivent 4 à 6 mois, tandis que les souris présentant de

faibles taux d’expression de la protéine Nef survivent jusqu’à un an, mais en présentant

les mêmes atteintes associées à l’expression du transgène (249). L’analyse des différentes

lignées de souris 1g, créées à partir de points de mutation dans le gènes transgène, a

démontré que le gène NEF était nécessaire et suffisant pour l’établissement de la maladie

(249). Ces souris présentent les manifestations cliniques et pathologiques (248, 249)

suivantes:

un amaigrissement, observé également chez les patients atteints du SIDA (126)

> des difficultés à avaler

- une mort prématurée et soudaine

- une atrophie thymique; la déplétion des cellules thymiques est observée chez les

patients atteints du SIDA (218)

une diminution dramatique du nombre de lymphocytes T CD4+
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- une pneumonie et une néphrite interstitielles

- une cardiomyopathie

> quelquefois de la diarrhée et des oedèmes

Le nombre de lymphocytes T CD8+ des souris Tg CD4C/HIV est proportionnellement

augmenté au début et diminue significativement à des stades plus avancés de la maladie

(248, 249) de façon similaire à ce qui a été observé chez les patients infectés au VIH (189,

485).

5.2.3 La candidose buccale chez la souris Tg CD4C/HW

Les études longitudinales de la candidose buccale effectuées chez les souris Tg

CD4C/HIVMutA, exprimant uniquement les gènes REV, ENV et NEF, ont révélé trois phases

suite à l’infection par le C. aÏbicans (141):

- une phase de primo-infection (O-10 jours)

>- une phase de porteur chronique où apparaissent de fréquentes récurrences de la

candidose buccale (10-70 jours)

- une phase de forte remontée finale du nombre de CfU buccaux de C. aÏbicans,

précédent la mort des souris

Les manifestations cliniques et pathologiques de la candidose buccale ont été retrouvées

identiques à celles observées chez les patients infectés au VIH, incluant:

> une augmentation de la charge buccale de C. albicans qui se maintient et devient

plus importante au stade plus tardif de la maladie (SIDA) (200, 647, 697), (141)

une pénétration des hyphes de C. aÏbicans dans la couche superficielle de

l’épithélium pavimenteux stratifié de la cavité buccale et de l’oesophage (184,

511, 523), (141)

>- une infiltration de cellules mononuclées dans la muqueuse buccale (307, 421,

646), (141)
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6. Hypothèse

Des études effectuées chez des patients infectés au VIH atteints d’OPC ont révélé

l’apparition d’une diminution progressive du nombre de lymphocytes T CD4+ et une perte

de l’hypersensibilité de type retardée à l’égard de C. aÏbicans (523). Ces patients

présentent également une altération de la différentiation terminale des LCs des

muqueuses buccales caractérisée par une diminution de l’expression du CMH II, la

présence de dendrites atténuées, un développement limité des organelies, et la perte des

granules de Birbeck (523). Enfin, des études immuno-histochimiques et de microscopie

électronique sur les biopsies de muqueuses buccales provenant de ces patients ont révélé

la présence d’une infiltration de cellules mononuclées CD8+ et CD14+ dans la couche

basale de l’épithélium des muqueuses (523).

Ces observations suggèrent que l’altération des LCs pourrait interférer avec leur

développement normal d’apprêtement et de présentation des Ag de C. aÏbicans aux

lymphocytes T CD4+, eux-mêmes déplétés chez les patients infectés au VIH. Les

lymphocytes T CD8+, les monocytes/macrophages ou encore les PMNs pourraient jouer

un rôle en Ïïmitant l’infection à C. aÏbicans et en confinant le champignon dans la couche

superficielle de l’épithélium des muqueuses buccales. Nous avons pris avantage d’un

nouveau modèle de souris transgénique CD4C/HIV pour déterminer l’implication et le rôle

des DCs, des lymphocytes T CD4+, des PMNs et des lymphocïes T CD8+ dans

l’immunopathogenèse de la candidose oropharyngée.
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Résumé

Les altérations précises qui favorisent la croissance de Candida à la surface des

muqueuses dans le développement séquentiel de l’infection au VIH n’ont pas été

clairement définies. Nous avons pris avantage d’un nouveau modèle de candidose

oropharyngée (OPC) chez les souris transgéniques (1g) CD4C/HIV pour déterminer le rôle

des cellules dendritiques (DCs) et des lymphocytes T CD4+, qui expriment le transgène,

dans la perturbation de l’ïmmunité protectrice des muqueuses buccales à l’égard de C.

athicans et la persistance d’un état de porteur chronique de C. atbicans. Le maintien de la

charge buccale de C. atbicans nécessite l’expression du transgène CD4C/HIV dans les DCs

et dans les lymphocytes T CD4+, mais l’expression additionnelle du transgène dans les

macrophages a été trouvée dispensable pour produire le phénotype de candidose. Les DCs

provenant des souris 1g sont réduites en nombre et présentent un phénotype immature,

caractérisé par une diminution de l’expression du CMH de type II et de l’IL-12, et une

capacité conservée d’endocyter les blastoconidies de C. athicans comparativement à celle

des DCs provenant de souris non-1g. Le nombre des lymphocytes T CD4+ est nettement

réduit dans les muqueuses buccales, dans les ganglions lymphatiques cervicaux (CLNs) et

dans le sang périphérique chez la souris 1g. Les lymphocytes T CD4+ des CLNs de souris

1g ont progressé in vitro vers un profil Th2 non-protecteur à l’égard de C. aÏbicans. Les

lymphocytes T CD4+ des CLNs provenant des souris 1g infectées sont anergiques à l’égard

des antigènes (Ag) de C. aÏbicans in vitro et n’acquièrent pas le phénotype effecteur

observé chez les souris non-1g infectées. La co-cultare des lymphocytes T CD4+ en

présence des DCs ayant phagocyté le C. albicans a révélé que l’expression du transgène

dans une seule ou les deux populations cellulaires réduit nettement la prolifération des

lymphocytes T CD4+ et la production d’IL-2. Ces résultats ont démontré que les

altérations fonctionnelles de ces deux populations cellulaires empêchent la réponse

immunitaire à l’égard de C. aÏbicans chez la souris Tg. ffrialement, le transfert adoptif de

C lymphocytes T CD4+ naïfs provenant de souris non-1g chez la souris 1g CD4C/HIV,
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exprimant les gènes NEF, REV et ENV du VIH, a restauré transitoirement la prolifération

des lymphocytes T CD4+ à l’égard des Ag de C. albicans et a nettement réduit la charge

buccale de C. aÏbicans. Ces résultats ont suggéré que la capacité fonctionnelle des cellules

présentatrices d’Ag est partiellement maintenue chez la souris Tg. Ces résultats indiquent

que l’altération des DCs et des lymphocytes T CD4+ détermine la susceptibilité à la

candidose buccale chez ces souris Tg, et suggèrent que des perturbations similaires

pourraient induire la susceptibilité à Ï’OPC chez les patients infectés au VIH.

C
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Abstract

The precise impairments that favour Candida outgrowth on mucosal surfaces In the

sequential development of 111V-infection have not been defined. Here, we have taken

advantage of a novel model of oropharyngeal candidiasis (OPC) in CD4C/HIV transgenic

(1g) mice, b mvestigate the role of transgene expressing dendritic ceils (DCs) and CD4+ T

ceils in impaired induction of protective mucosal Immunity and maintenance of a chronic

carrier state of C. aÏbicans. Chronic oral carnage of C. albicans required 111V-1 transgene

expression in both DCs and CD4+ T-cdlls, but added expression in macrophages was

found to be dispensable 10 produce tins phenotype. DCs from the Tg mice were reduced

in number and had an immature phenotype, with low expression of MHC class II and IL

12, and unaltered endocytosis of C. albicans yeast celis compared to DCs from non-Tg

mice. CD4+ T-cells were sharply reduced in number in the oral mucosa, cervical lymph

nodes (CLNs) and peripheral blood of the 1g mice, and displayed a partial shift towards a

nonprotective Th2 response. Proliferation of CLN CD4+ 1-celis from infected Tg mice in

response to C. albicans antigen in vitro was almost completely abrogated and the ceils

also failed to acquire the effector phenotype observed in the infected non-1g mice.

Coculture of C. aÏbicans-pulsed DCs with CD4+ T-cells from Tg and non-1g mice in vitro

showed that 1g expression in either or both of these celi populations sharply reduced the

proliferation of CD4+ T-cells and thek production of IL-2, demonstrating that both cell

populations are functionalÏy defectïve in prhuing an immune response to C. aÏbicans ïn

the 1g mÏce. Finafly, adoptive transfer of naïve non-Tg CD4+ T-cells into CD4C/HIVhh1tA Tg

mice winch express rev, env and nef of 11W-1 restored proliferation to C. albicans antigen

and sharply reduced oral burdens of C. aÏbicans, suggesting that the functional capacity of

antigen-pnesenting ceils is partially maintained in the 1g mice. Taken together, these

results indicate that defects of both DCs and CD4+ T-cells determine the susceptibility 10

chronic oral carnage of C. aÏbicans in these Tg mice, anid suggest that similar defects may

underlie the susceptibfflty to OPC in human HIV-infection.
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Introduction

Oropharyngeal candidiasis (OPC) is the most frequent opportimistic fungal infection

among human imirnmodefïciency virus (HW)-infected patients, and ït has been estimated

that more than 90% of HW-infected patients develop this often debiitatmg infection at

some time during progression of their disease)2 Aithougli the incidence of OPC in HW

infection lias been significantly reduced since the introduction of higffly active

antfretroviral therapy (FJAART)3, it remains a conunon opportunistic infection in HW

infected patients worldwide.

Although an intact adaptive cell-mediated immune response to Candida aÏbicans is

protective against opc78, the critical impairments of irmat&’6 and adaptiv&7’8 immunity

which are responsible for the onset and maintenance of mucosal candidiasis in HW

infection have flot as yet been precisely defined10’2° (reviewed in21) Colomzation of oral

mucosal surfaces and symptomatic disease are closely correlated with the development

arid progression of the cellular immunodeficiency of HW-infection.2221 Although

deficiencies in Candida-specific systemic cell-mediated immuriity do not solely account

for susceptïbffity to OPC in HJV-infected patients25, the devastating impact of HIV-infection

on mucosal Langerlians’ ce11s2628 and CD4+ T-ce112629 populations is most likely central to

the pathogenesis of mucosal candidiasis in HW-infected patients (re4ewed in21).

Controlled studies on the knmunopathogenesis of mucosal candidiasis in HW-irifection

have been hampered by the lack of a relevant animal model3° (reviewed in21). The

availabfflty of CD4C/HIV transgenic (Tg) mice expressing gene products of HW-1 in

immune ceils and developing an MDS-like disease lias provided an opportunity to devise a

novel model of mucosal candidiasis that closely mimics the clinical and pathological

features of candïdal infection in human HW-infectïon313 (reviewed in21). Witli the

recognition that a cause-and-effect analysis of the irnmunopathogenesis of mucosal
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candidiasïs in HW-infection can now be achieved under controlled conditions in these Tg

mice, the present study was undertaken to determine the role of defective dendritïc celis

(DCs) and CD4+ T-cells in impaired induction of protective immunity and in the

phenotype of chronic oral carnage of C. albicans. We have taken advantage of novel

mouse constructs selectively expressing the transgene eïther solely in CD4+ T-cells (Harma

Z et aI, submitted for publication), in both CD4+ T-cells and DCs33, or iii CD4+ T-celÏs, DCs

and macrophages combined.31 Here we show that chromc carnage of C. aÏbicans requires

transgene expression in at least DCs anid CD4+ T-cells, that depletion and functional

impairment of these cd populations present in Tg mice abrogates Candida-specific

adaptive immunity in vivo and in vitro, and that protective immunity to C. aÏbicans can be

reconstituted by adoptively transferring intact CD4+ T-cells into 1g mice. Therefore,

aftered DCs and CD4+ T-cells are central to the immunopathogenesis of mucosal

candidiasis in these 1g mice expressing HW-1.
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Materials and Methods

Generation of Tg mice expressing HW-1 gene products

The CD4C/HIV Tg mice which express rev, env and nef of HW-1 have been described

elsewhere.34 CD4C/HIV mutant DNA harbors mouse CD4 enhancer and hi.mian CD4

promoter eÏements to drive the expression of HIV-1 genes in CD4÷ CD8+ artd CD4+

thymocytes, in peripheral CD4+ T-cells, and in macrophages and DCs. founder mouse

F21388 was bred on the C3H background, and progeny mÏce were genotyped and

rouUnely examined for signs of disease. Animais from this lime express moderate levels of

the transgene, with 50% survival at 3 months.31 The generation of CD4C/HIVM mice

revealed that selective expression of the nef gene is required and sufficient to elicit an

AIDS-like disease in these Tg mice. Ibis disease is cliaracterized by failure to thrive,

wastirig, severe atrophy arid fibrosis of lymphoid organs, loss of CD4+ T-cdlls, interstitial

pneumomtis, and tubulointerstitial nephrïtis.34 These changes are not observed in control

non-Tg littermates.4

CD4E constructs, generated from the CD4C DNA by replacing the 2.6-kilobase pair (kbp)

Sac I fragment with the mouse promoter33, were ligated to HW?.i DNA34 to produce CD4E/

HWMutG Tg mice (Hanna Z et ai, Manuscript in preparation). These Tg mice selectively

express the nef gene in double-positive CD4+ CD8+ thymocytes, single-positive peripheral

CD4+ T-cells, a low number of CD8+ ceils, and in DCs, but not in macrophages.33

mCD4C/HWt6 DNA was constructed by ligating the mouse CD4 promoter (mCD4c) to

HW?.hi1tG DNA (Harma Z et ai, Manuscript in preparation). Because the mouse CD4 promoter

specifically directs the expression of genes mainly in CD4+ T-ce11s3537, expression of the

nef gene in mCD4C/HWtG 1g mice is restricted to CD4+ T-cells.
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Specific pathogen-free mate and female 1g mice and non-1g littermates were housed in a

protective environment at the University of Montreal Animal Care Unit, In sterfflzed

individual cages equipped with filter hoods. The animais were supplied with sterile water

and were fed wfth sterile mouse cliow. In selected experirnents, male and female 5-6 week

old C3H mice (17-18g), obtained from Charles River Canada, were used as

immunocompetent controls.

Animal model of mucosal candidiasis

Oral inoculation with C. albicans LAM-1, assessments for signs of morbidity,

quantification of C. albicans in the oral cavities of individual mice, and determination of

burdens of C. atbicans in the gastrointestinal tract and internai organs were conducted as

described previously.3’

Candida antigen

C. albicans strain LAIVI-138 was grown to late-log phase in Sabouraud dextrose broth

(Dïfco Laboratories, Detroit, MI) for 18h at 30C with rotary agïtation. b prepare a crude

cytoplasmic extract7, yeast cells were washed twice in sterile 0.01 M PBS (pH 7.4),

resuspended in PBS at 1.2 x 1010 cells/nil, and disrupted with 20 successive 20-s runs and

fritermJtterit cooling in a Vibra Ceil instrument (Sonics arid Materials, Inc., Danbury, CT) set

at an amplitude of 20%. The ceil lysate was centrifuged for 10 min at 2000 x g, and the

supernatant was dialyzed against PBS. The crude cytoplasmic extract (8.5 mg of protein/

ml) was stored in aliquots at -20CC.

SingÏe-ceÏÏ suspensions of spleen, cervical lymph nodes and oral mucosal tissue

Groups of 6 to 10 CD4C/HIV”t’ and non-1g littermates (45 to 55 days old) were orafly
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infected or flot with 108 CPU of C. albicans LAM-1 blastoconidia31, and assessed at 7, 45 or

70 days post-infection. ffidependent experiments were conducted by pooling ceils from ail

mice within each group. Hepannized blood was collected by cardïac puncture under

anesthesia with Hypnorm (Janssen Pharmaceutica) and Versed (Sabex, Boucherville,

Quebec)’, artd the mice were exsanguinated with PBS.31 Spleens and cervical lympli nodes

(CLN) were removed and mechanically disrupted by pressing through a nylon mesh (pore

size, 70 im) and deposited m 25-nnn-diameter dishes contarning 2 ml of Hanks’ balanced

saIt solution (HBSS; Gibco, Grand Island, NY). Ceil suspensions were twice washed in HBSS

and resuspended in complete tissue culture medium consisting of RPMI 1640 medium

(Gibco) supplemented with 10% of heat-irtactivated fetal bovine serum (Gibco), 20 mM

HEPES buffer, 2 mM L-glutamine, 5 x i0 M 3-mercaptoethano1, 100 U/ml peniciilin and

streptomycïn, 0.25 g/ml amphoterïdn B, and 50 g/ml of gentamicïn. Ceils were then

ffltered through a sterile nylon mesh (pore size, 70 jm) to obtain a homogeneous ceil

suspension.

The oral mucosa, including the cheeks, the hard and the soft patate were dissected free of

the underlying muscle layer arid washed for S min in cleaning buffer solution (20 mM

TRIS, 20 mM NaC1, 40 mJvI EDTA, and 1 mM DTT) in order to disperse surface mucus.

Tissues were washed in HBSS, cut longitudinaily, and finely minced into 1 fragments

with a sterile scalpel in complete medium. Ivlinced tissues containing epithelium and

lamina propria were digested by incubating with 0.25% collagenase type IV (Sigma) in

complete medium at 3 TC for 30 min with gentle agitation, replacing the medium, and

incubating for a further 30 min. Tissue debris were excluded by twice filtering oral

mucosal cell suspensions through a 70- im nylon mesh and washing in HBSS.

Contamination of these cell suspensions by peripheral blood ceils was estimated to be 1%

according to the red cell: nucleated cell ratio. Spleens, CIN and oral mucosae were pooled

for each group of mice. Cell suspensions were resuspended in complete medium and
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adjusted to 1 x 106 ceils/ml, and ceil viabiity was 90% by trypan blue exclusion.

fÏow cytometry

Ccli surface marker analysis of peripheral blood lymphocytes was conducted as described

previously31, on a fACSCalibur llow cytometer (BD Biosciences) equipped with CellQuest

software. CLN and oral mucosal ceils were directly stained with fluorescent monoclonal

antibodïes specifïc for mouse CD45 (30-Fil), CD11b (Mi/70), IAk (MHC class II

alioantigen; 11-5.2), CD11c (HL3), CD3(145-2C11), CD4 (RM4-5), CD$ (53-6.7), and their

respective isotype controls (hamster lgGl,l, rat lgG2b,k, mouse lgG2b,k, mouse lgG2a,k, rat

igGi, rat lgG2b) (BD Biosciences) at 1 pg/10° ceils for 45 min at 4C. Ceils were twice

washed in cold PBS and fixed with 2% paraformaldehyde. For spleen ccli suspensions, 1 ml

of red ccli lysing buffer (BD Biosciences) was added to 100 pi of each ccli suspension for S

min before washing and fixation.

Spleen ceils were used as a control ccli population for comparison of SSC and FSC t]ow

cytometry profiles with the oral mucosal ccli population. Acquisition of data was counted

on 10,000 events by gating on CD45+ ceils, winch comprïsed 6-8% of mucosal ccli

suspensions. Data were expressed in biparametric diagrams and monoparametrïc

histograms according to the varlous combinations of antibodies (Fig. 1). In preliminary

experïments, collagenase treatment of spienocytes from non-1g mice decreased the

percentage of CD3+ CD8+ T-cells by an average of 28%, but did not alter the percentage of

CD3+ CD4- cells which remained equivalent to that of CD3+ CD8+ ceils untreated with

coilagenase. Accordingly, CD8+ T-cells were estimated as CD3+ CD4- ceils in the oral

mucosa. Treatment with collagenase did flot change the percentage of CD3+ CD4+ T-ceils.

Determination of intracelÏu Ïar cytokines
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Stainirig of mtracellular cytokines was performed to compare the Thl/Th2 profiles of CLN

CD4+ T-cells and the production of IL-12 by DCs from Tg and non-Tg mice. Briefly, CIN

homogeneous celi suspensions were obtained from CD4C/HIV?ut and non-1g mice

infected or uiiinfected with C. albicans for each time point, as described above. Positive

selection of CD4+ T-cells was done by magnetic sorting uskig biotin-conjugated antibody

specific for CD4 (RM4-S; BD Biosciences) and streptavidin CaptivateTt” ferrofluid particles

(Molecular Probes, Eugene, OR), yielding >95% CD4+ 1-ceils. No difference in the generated

data was observed by using the Dynal Mouse CD4 Negative Isolation Kit (Dynal Biotech,

Oslo, Norway). 10G selected CD4+ T-cells/rnl were cultured for 72h on anti-CD3 (145-2C11;

BD Biosciences; S pg/ml) and ariti-CD28 (37.51; BD Biosciences; 5 pg/ml) - coated plates in

supplemented RPMI 1640 containing S ig/m1 of anti-CD3 antibody. The ceils were

restimulated for 4h with ionomycin (500 ng/ml) and phorbol myristate acetate (S ng/ml)

in presence of monensin (GolgiStop; BD Biosciences) or brefeldin A (GolgiPlug; BD

Bïosciences), according to the manufacturer’s instructions. Preliminary experiments

demonstrated a greater fluorescence intensity for expression of IfN-y, IL-2 and IL-10 using

monensin, and for TNF-a and IL-4 using brefeldin A. Celis were surface starned with anti

CD69 antibody (H1.2F3; BD Biosciences) specific for activated T-cells for 30 min at 4C.

After washing, intracellular staining was performed with the Cytofix/Cytoperm kit (BD

Biosciences) and with anti-mouse IFN-y-PE (XM61.2), IL-2-FlIC (JES6-5H4), lt-4-APC

(11B11), IL-10-FITC (JESS-16E3), TNf-a-PE (MP6-XT22) and their respective isotype control

antibodies (BD Biosciences). flow cytometry acquisition was performed on 10,000 events

by gating on CD69+ ceils, and the data were analyzed to determine the percentage of

CD4+ T-cefls expressing each of the cytokines.

DCs were generated by culturing bone marrow cells of Tg and non-Tg mice according to a

modification of methods previously described.391° Briefly, after flushing the bone marrow

from the femurs of mice, ceil suspensions were filtered through a 70-jim nylon mesh and

red blood celis were disrupted with lysing buffer. Ceils were washed with HBSS and
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cultiired witli GM-CSF (1000 U/ml) (Cedarlane) and W-4 (500 U/ml) (Cedarlane) in

supplemented RPMI 1640 at 106 cells/ml in flat bottom 6-well plates. At days 2 and 3,

non-adherent ceils and medium were removed and fresh medium supplemented with GM

CSF and W-4 was added. Non-adherent ceils obtarned at day 7 were determined to be DCs

by morphology and FACS analysis (>90% CD11b+CD11c+IAk+). 106 bone marrow-derived

DCs were stimulated with LPS (Sigma; 100 ng/ml or 1 pg/ml) or pulsed with live C.

aÏbïû2ns blastoconidïa at ratios of 2:1, 1:1, or 1:5 in flat bottom 24-wdll plates for 2h

before addition of brefeldin A and 2.5 pg/ml of ampliotericin B to prevent Candida

overgrowth, and the plates were then incubated for a further 16h. Amphotericin B was

reported to not modify cytokine production by DCs.4’ Intracellular staining was performed

with anti-IL-12-PI (C15.6; BD Biosciences) as described above. Flow cytometry acquisition

was performed on 10,000 events by gating on CD11c+ DCs and the data were analyzed to

determine the percentage of CD11c+ DCs expressing IL-12.

Proliferntive response of CLN CD4÷ T-ceÏÏs to Candida antigen and concanavatin A

In order to assess CD4+ T-cell clonai expansion, we measured the proliferation of 5(6)-

carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)-stained CLN cells in response to

concanavaUn A (ConA) and C. atbicans antigen. CLN ceil suspensions were obtained from

1g and non-1g mice, either uninfected or 7 days after oral infection with C. aÏbicans, as

described above. Briefty, cells (1 x 107/ml) were starned with 1 pM of CFSE dye (Molecular

Probes) in PBS aiid incubated in the dark with gentie mixing at room temperature for 8

min. Cells were washed 3 times with PBS containing 5% fetal bovine serum and cuitured in

triplicate for 96h in ftat bottom 96-well plates at 2 x 10 cells/well, containing ConA (5 ig/

ml; Sigma), C. albicans antigen (66 pg/ml) or ceils aJonc. These concentrations produced

maximal proliferation of CLN ceils from C3H mice, seven days after oral infection with C.

aÏbicans. Then, the cells were stained with anti-CD4-PerCP and anti-CD62L-PE antibodies

(BD Biosciences) and analyzed by flow cytometry. Ihe optimal CFSE concentration was
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defïned by staining of ail celis at a fluorescence intensity between i0 arid iO 10g units

(fil cliannel). Analysïs was performed by gating on CD4+ T-cells, and cel] proliferation was

estimated as the percentage of CD4+ T-ceils with decreased fluorescence intensity.42 hi

addition, proliferatmg celis were phenotyped for CD62i antigen surface expression in

order to determine differentiation mto CD4+ CD62L- effector celis.

in vitro activation of CJJV CD4+ T-ceÏÏs by Candida-puÏsed DCs

Bone marrow-derived DCs were obtalned as descrïbed above. Purified CLN CD4+ T-ceÏls

(>90% CD3+ CD4+ T-cells) were isolated from 7d-mfected or -unmfected Tg and non-1g

mice, usmg the Dynal Mouse CD4 Negative Isolation Kit (Dynal Biotech, Oslo, Norway). 1g

and non-1g DCs (2 x iO ceils), pulsed or unpuïsed for 18h with live C. aÏbicans

blastocomdia at a 1:5 ratio as described above, were cultured with 2 x iO CfSE-labeied

CD4+ T-ceils in 96-well tissue culture plates for Sd in 100 p1 of supplemented RPMI

medium. Ccli proliferation was estimated as the percentage of CD4+ 1-ceils with

decreased CFSE fluorescence intensity.4 In addition, IL-2 production in coculture

supernatants was quantitated using the Mouse Cytokine Bead Array Kit (BD Biosciences).

CLN activated/memory-like T-ceÏÏs

[n order to measure the relative proportions of CLN memory-llke 1-celis of 1g or non-Tg

mice infected or uninfected with C. aÏbicans, we phenotyped these ceils by using anti-CD4,

-CD8, -CD44 and -CD62L antibodies. CLN homogeneous celi suspensions harvested from

each group of mice were pooled to 1 x 10G celis/ml and staiiied with 1 pg of CD4-PerCP,

CD8-FITC, CD44-biotin and CD62L-PE antibodies (BD Biosciences) for 30 min at 4CC,

washed twice witli PBS, arid stained witli streptavidin-APC (BD Biosciences) for 45 min at

4CC. Arter washiiig, 10,000 events were acquired in flow cytometry and analysïs was

performed by gating on CD4+ or CD8+ celis to quantitate the proportion of naïve and
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memory-lÏke CD4+ and CD8+ T-cells.43

C. albicans phagocytosis assay

Immediately prior to use, 5 x iO C. albicans blastoconidia/rnl were heated at 95CC for 30

min and labelled with FITC (Sigma;10 pg/mL) in 0.5M carbonate buffer (pH 9.5) for 60 min

at 4C in a light-protected ernironment. For the phagocyÏosis assay, 2.5 x l0 bone

marrow-derived DCs were incubated with heat-inactivated C. aÏbicans ceils in 100 pL of

supplemented RPMI 1640 with a DC to blastoconidia ratio of 2:1, 1:1 or 1:5 for 15, 30, 60,

or 120 min at 37C in independent wells. Phagocytosis was stopped by cooling the

samples to 4CC. A control phagocytosis assay was conducted at 4C (1:5 ratio) in presence

of cytochalasïn B (Sïgma;S pg/mL).44 EthÏdium bromide was added at a concentration of 10

pg/ml and ftow cytometry acquisition of 10,000 DCs was done immediately as described.45

Phagocytosis of C. aÏbicans by DCs was verified by confocal microscopy.

Adoptive transfer of DCs and CD4+ T-cctts

Bone marrow-derived DCs and purified CLN CD4+ T-cells were obtained from uninfected

non-Tg mice as described above. 5 x 10 DCs and/or 2.5 x 106 CD4+ T-cells in 100 p1 of

PBS, or PBS alone, were mjected ïntravenously into C. aÏbicans-infected CD4C/HIVt Tg

mice at days 21 and 27 after oral infection with C. aÏbicans, respectively, in the early

phase of chronic oral carnage. Oral burdens of C. aÏbicans were serially monitored after

transfer, and CLN CD4+ T-cell proliferation was measured at the conclusion of the

observation period.

StatisticaÏ analysis

Differences in oral burdens of C. atbicans among groups of mice were determined by
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using PROC MIXED software (SAS Institute, Cary, NC). Repeated-measurements arialysis of

variance with Tukey-Kramer contrast analysis when required was conducted wÏth 2

factors, 1 between (group) and 1 within (time). Significant interactions (p < 0.05) were

further analyzed, and significant differences (p < 0.05) between group means at fixed

tinies were determined by use of the 2-sample, 2-tailed Student’s t test for independent

samples. The Mann-Whitney U test46 was used to analyze immunophenotypes of

peripheral blood and CLN lymphocytes from CD4C/HIV G CD4E/HWtG and mCD4C/

HIVtG 1g mice. Immunophenotypes of ceÏl populations and cytokine expression by

CD4C/HIVtA Tg mice determined on the day of infection were analyzed using Student’s t

test. Statistical analyses for ail other data from the CD4C/HIV’ mice were performed

with SPSS Version 11.5 software (SPSS, Chicago, IL), uskig an analysis of variance followed

by Tukey contrast analysïs when necessary. Dïfferences were considered to be sïgnificant

at p <0.05.
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Resuits

Mucosat candidiasis in 1g mouse constructs expressing HW-1 gene products in defined ceÏÏ

populations

CD4C/HIVtG Tg offsprmg from founder f2736734 and non-Tg littermates were

inoculated orally with C. albicans LAM-1, and longitudinal assessments of oral burdens

were done by sampllng the oral cavities. Oral burdens of C. atbicans were elevated In these

Tg mice, compared with control non-Tg animais (fig. 2A). Begïnning S days after

inoculation, sigmficant (p <0.05) and sustamed enhancement of infection in the Tg mice

was maintained during recovery from primary infection anrd a 4.5-month chronic carrier

state. In contrast, priniary infection in the non-1g mice was seÏf-limited, with uniform

clearance of C. albicans from the oral cat1ties within 9 days after inoculation. The

sustaÏned enhancement of infection in these mice is comparable to oui

previous observations in CD4C/HIV’t’ rnice31, indicating that the nef gene is necessary

and sufficient for persistent candidal infection.

In CD4E/HWtG 1g mice orïginating from founder F104990 (Haima Z et ai, manuscript in

preparation), oral burdens were significantly (p < 0.05) enhanced compared to non-1g

controls beginnÏng 3 days after inoculation and extending throughout a 3.5-month

sustained carnage of C. albicans (fig. 2B). These findings indicate that expression of the

nef gene in CD4+ T-cells aiid DCs, but not in macrophages, is suffïcïent to establish and

maintain chronic carnage of C. aÏbicans in these 1g mice.

In strïking contrast to the CD4C/HIVtG and CD4E/HWtG 1g mice, however, C. albicans

was rapidiy cleared from the oral cavities anid a chromc carrier state failed to be

established in mCD4C/HWtG mice descending from founder F69457, expressing nef in

orily CD4+ 1-ceils (Fig. 2C). in addition, oral burdens of C. albicans during primary
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infection in these mCD4C/HWtG mice were flot significantly different (p > 0.05) from

those iii non-Tg mice. These resuits demonstrate that expression of the nef gene in both

CD4÷ 1-ceÏÏs and DCs is flot only sufficient but also necessary for persistent oral carnage

of C. albicans in these 1g mice.

High burdens of C. albicans were found in stomach and small and large intestme of

CD4C/HIVtG and CD4E/HWtG 1g mice, but were uniformly absent in mCD4C/HWtG 1g

and in the non-1g animais (Table 1). Dissemination to brain, lungs, liver or kidneys

occurred in 3 of 6 and in 2 of 6 CD4E/HIVtG 1g mice. However,

dissemination was limÏted to one or two organs, with the exception of a single CD4C/

HIVM mouse with widespread dissemination to ail four organs. Burdens of C. aÏbicans in

these deep organs of CD4C/HIVtG 1g mice remarned low, consistent with previous

observations in CD4C/HIV 1g mice.3’ Ihe median survival of the CD4C/HIVtG 1g mice

infected with C. albicans (10 months) was identical to that previously reported for

uninfected offspring of founder F2736734, indicating that candidal infection did not

cause premature mortality in this 1g mouse construct.

CD4+ T-cells were severely depleted in both peripheral blood and cervical lymph nodes of

CD4C/HIVtG, CD4E/HIVtG and mCD4C/HW” 1g mice orally infected with C. cilbicans,

relative to non-1g age-matclied controls (Table 2), consistent with expression of the

transgene in CD4+ 1-ceils of each of these mouse constructs and similar to decreases in

CD4C/HIVt 1g mice (Fig. 3)31;34 Moreover, the depletïon of a CDllbb0, IAk, CD11c+

mature DC population observed in the oral mucosa of CD4C/HIVrutA 1g mice (sec below)

was also fourid in CD4E/H1VtG but not in mCD4C/HWtG 1g mice (data flot shown).

Interestingly, the pencentages of CD8+ 1-celis were consistently increased in CLNs of these

1g mice (Table 2), as found previously in mesenteric lymph nodes of CD4C/HIVlA 1g

mice.34 In contrast, peripheral bÏood CD8+ ceils of CD4C/HIVtG 1g mice were depleted

compared to non-1g mice (Table 2), as also observed in CD4C/HIVrtA 1g mice (Fig. 3),
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while this cd population was augmented in mCD4C/HIVtG Tg mice (Table 2).

Immunophenotypes of oral mucosal and CLNceÏt populations

To longitudinally assess the impact of the HW-1 transgene on DCs, and CD4+ arid CD8+ T

celi populations, multiparametric flow cytometry analysis was conducted on CD4C/HIVt’

Tg mice and non-Tg littermates hifected or miinfected with C. aÏbicans. In comparison to

non-Tg littermates, CD4C/HIVM Tg mice had a strildngly depleted CD11b’°, IAk+, CD11c+

mature DC population in the oral mucosa early and throughout the course of AIDS-hke

disease (p < 0.05), which did not progress over time (p > 0.05) (Figs. 3 and 4). Oral

infection with C. albicans did flot alter the percentage of these mature DCs in the Tg mice

(p > 0.05), but resulted iii a sharp decrease (p <0.001) of this ceil population seven days

after oral infection in the non-Tg animais (Fig. 3). A similar transient decrease (p 0.006)

in mature DCs coinciding with recovery from primary oral infection with C. atbicans was

observed in the oral mucosae of C3H mice (data not shown). In contrast to mature DCs, no

depletion of the CD11b’, IAk+, CD11c+ ïnmtature DC population appeared during the

course of AIDS-like disease in these 1g mice (p> 0.0 5), and oral infection with C. albicans

did flot alter the percentage of these ceils in either Tg or non-1g animais (p > 0.05). A

depletion in oral mucosal CD4+ 1-ceils in uninfected Tg compared to non-1g mice

appeared early (p = 0.0 1) and remained constant throughout MDS-like dîsease (Figs. 3 and

4). Interestïngly, both 1g and non-1g mice were able to respond to C. aÏbicans infection

with a sigrnficant increase (p <0.05) in oral mucosal CD4+ T-cells; however, CD4+ 1-celis

remained significantly lower (p <0.001) in infected 1g compared to infected non-1g mice

(Figs. 3 and 4). Finally, oral mucosal CD8+ 1-ceils, estimated as CD3+ CD4- ceils, were

significantly augmented (p < 0.05) in infected 1g mice compared to uninfected non-1g

animais both early and late in the course of AIDS-iike disease, demonstrating that the 1g

mice recrmt this ceil population to the oral mucosa in response to candidal infection (Fig.

3).
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In contrast to the oral mucosa, the proportion of CLN 1Ak+, CD11c+ DCs was signifïcantly

augmented (p < 0.01) in the Tg compared to the non-1g mice (fig. 3), but was not

signifïcantly altered by oral infection with C. aÏbicans (p > 0.05). However, because of the

hypocellularity of CLNs (Fig. 3) and of the secondary lymplioid organs in these 1g mice34,

the absolute numbers of CLN DCs were actually markedly decreased in the Tg compared

to the non-1g mice (p <0.05) (fig. 3). In contrast to the oral mucosa and CLNs, however,

the percentage of periplieral blood DCs was unaffected by expression of the transgene or

infection with C. aÏbicans throughout AIDS-Ïike dÏsease (p > 0.05) (data flot shown). As in

the oral mucosa, CLN CD4+ T-cells were also sharply depleted in the Tg compared to the

non-Tg mice (p < 0.00 1) (fig. 3). In contrast to the oral mucosa, however, oral infection

with C. aÏbicans did not change the proportion of CD4+ T-cells in the CLNs of the 1g mice

(p> 0.05), but resulted in a significant (p <0.05), sustained increase of tins celi population

in the CLNs of the non-1g mice (fig. 3). In addition to being depleted in the 1g mice, the

meail fluorescence of these CLN CD4+ T-cells was significantly reduced (p <0.001) to only

60% of values measiired in ceils from non-1g mice, throughout AIDS-like disease and

irrespective of infection with C. aÏbicans (p > 0.05) (data flot shown). The percentage of

CD8+ T-cells was augmented in the CLNs of the infected 1g compared to the non-1g mice

prior to and until 7 days after infection (p <0.02), but was comparable in ail four groups

of mice during the later period of observation (p > 0.05) (fig. 3). Expressed as absolute

numbers, however, CLN CD8+ celis were depleted in the 1g compared to the non-1g mice

(p < 0.05), but increased significantly (p < 0.05) in both groups of mice 7 days after oral

infection with C. atbicans (fig. 3). The mean fluorescence of these CLN CD8+ T-cells vas

also significaritly decreased (p < 0.001) to 67% of values found in ceils from the non-1g

mice, both early and late in the course of AIDS-Uke disease and independently of infection

witli C. aÏbicans (p> 0.0 5) (data flot shown).

In addition to their depletion in the 1g mice, oral mucosal DCs from these ariimals
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displayed a sigmficantly lower (p < 0.05) expression of MHC class II (IAk) molecuies

compared to non-Tg mice, thus further compoimding the immune defect in these Tg mice

(Fig. 3). Surface expression of MHC class II was also sharply decreased on CLN IAk+,

CD11c+ DCs from the Tg mice (p < 0.05). However, MHC class II expression on oral

mucosal and CLN dendritic ceils from Tg or non-1g mice was unaltered by oral infection

with C. aÏbicans (p > 0.05) (Fig. 3).

Expression of cytokines b)’ CLN CD4+ T-ceÏÏs and bone-rnarrow derived DCs

In order to determine the effect of the HW transgene on Thi and 1h2 responses, the

expression of cytoldries by CLN CD4+ T-cells was compared in 1g and non-1g mice

infected or uninfected with C. albicans. The percentages of CD4+ T-ceils producing the

Thi cytokines IL-2 and TNF-a and the Th2 cytoldne IL-10 were ail significantly augmented

(p <0.05) in the 1g compared to the non-1g mice throughout AIDS-like disease (Fig. SA). In

addition, expression of IL-10 in tlie 1g but not the non-1g mice was further enhanced by

oral infection with C. atbicans (p < 0.05), in contrast to the expression of IL-2 and TNf-a

winch was unakered by infection in both 1g and non-1g mice (p > 0.05). Percentages of

CD4+ 1-celis producing the Thi cytokine IFN-y were also significantly augmented early (p

= 0.003) and until day 45 in the 1g compared to the non-1g mÏce, but feu precipitously by

day 70 to a level significantly lower (p <0.001) than at the earlier thne points. In contrast,

no such change in expression over time was observed in the non-1g mice (p > 0.05), and

oral infection with C. aÏbicans did not alter expression of IFN-y in either the 1g or the non-

1g mice (p > 0.05). Finally, the percentages of cells producing the 1h2 cytokine IL-4 were

comparable in the four groups of mice until day 45 (p > 0.05), but rose markedly in the Tg

mice infected with C. aÏbicans compared to infected or unrnfected non-1g mice (p = 0.02 5)

on day 70. Expression of IL-4 in these 1g mice infected with C. atbicans was significantly

greater on day 70 compared to earlier tùne points (p <0.01). Taken together, these results

indicate a partial polarization towards a 1h2 response during progression of AIDS-hke
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disease in these 1g mice orally infected with C. aÏbicans. Because IL-12 promotes CD4+ 1-

cd differentiation into CD4+ Thi cells4748, we next measured the production of IL-12 by

bone marrow-derived DCs. lii comparison to non-Tg mice, DCs generated from the Tg

mice with GM-CSF and IL-4 and pulsed with live C. albicans blastoconidia had a reduced

capacity to produce IL-12 (fig. SB), indicating that defective priming of Thi ceils in the Tg

mice may at least partially resuit from defective production of IL-12 by DCs.

Protiferative response of CIX CD4÷ T-ce lis

CLN CD4+ T-cells harvested from non-1g mice 7 days after infection proliferated in vitro

in response to C. aÏbicans antigen arid acquired an effector phenotype (CD4+ CD62L-),

whule the celis from the infected 1g mice failed to proliferate and did not acquire an

effector phenotype (CD4+ CD62L+) (Fig. 6A). Although ïnfected and iininfected Tg mice

maintained proliferative responses to ConA, these were sïgnificantly lower (p < 0.05) in

the Tg compared to the infected and uninfected non-Tg mice, respectively (fig. 6A). In

addition, oral infection with C. aÏbicans significantly increased the response of the non-Tg

(p = 0.004) but not that of the 1g animais (p > 0.05) to ConA. Accordingly, the proliferative

response to ConA was diminished in the 1g compared to the non-1g mice ïndependently

of infection with C. aÏbicans.

In vitro activation of CIX CD4+ T-ce ils by Candida-puiscd DCs

When cocultured with iinpulsed DCs from 1g or non-1g mice, CLN CD4+ T-cells isolated

from infected or uninfected 1g mice had a consistently reduced ability to proliferate

compared to CD4+ 1-celis from non-1g mice (p <0.0 1) (Fig. 6B). The reduced proilferation

of CD4+ 1-ceils from the 1g mice was not significantly altered (p > 0.05) by infection with

C. aÏbicans and was not rescued by co-culture with unpulsed DCs from non-1g mice (p>

0.0 5). furthermore, Candida-pulsed DCs from 1g mice were uniformly defective in their
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abfflty to activate CD4+ T-cells from infected or uninfected Tg and non-Tg mÏce (p <0.001)

(fig. 6B). Therefore, defectïve DCs and CD4+ T-cells from the 1g mice independently

contributed to the impaired proliferation of CD4+ T-cells in vitro, which was further

demonstrated by a sharply reduced production of IL-2 in cocuiture supernatants (fig. 6B).

Nevertheless, infection with C. aÏbicarzs significaritly enhanced the proliferation of CD4+ T

celis on coculture with Candida-pulsed DCs (p < 0.001), ffidependently of the source of

CD4+ 1-ceils and DCs from 1g or non-1g mice, and hastened peak IL-2 production from

120h to 24h of coculture (Fig. 6B).

Phagocytosis of C. albicans by DCs

Phagocytosis of C. aÏbicans yeast celis by bone marrow-derived DCs from 1g and non-1g

mice was compared to determine whether defective uptake of the ftmgus by DCs from the

1g mJce contributes to their perturbed activation of CD4+ T-cells. No significant

differences (p > 0.05) in percent of DCs with ingested C. atbicans were foiind between the

1g and non-Tg mice, measured sequentially over 120 mm and at three different DC

blastocomdïa ratios ( Fig. 6C). Perturbations of DCs which impact on the induction of

adaptïve immunity to C. aÏbicans in the 1g mice are therefore likely located further

downstream, after phagocytosis of the fungus.

Mernoiy-Ïike phenotype of CLN CD4+ and CD8+ T-ceÏts

In the absence of in vitro antigenic or mitogenic stimulation, the proportion of naïve CLN

CD4+ T-cells (CD44-/°, CD62L+) was significantly decreased (p <0.05) and the proportion

of activated CD4+ memory-like 1-ceils (CD44h, CD621-) increased (p < 0.01) in the 1g

compared to the non-1g mice infected or uninfected with C. aÏbicans, both early and late

during the course of AIDS-like disease (Fig. 7). However, the proportion of resting CD4+ T

memory-fflce ceils (CD44h1, CD621+) was uiialtered in these 1g mice (p > 0.05). Oral
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infection with C. albicans did flot change the proportion of naïve, resting memory-like or

activated memory-like CD4+ 1-celis in the 1g or non-Tg mice (p > 0.05). Taken together,

these resuits demonstrate a relative decrease of naïve CD4+ T-cells but an increased

proportion of CD4+ 1-celis with an activated/memory-like phenotype in these Tg mice,

both unaffected by oral infection with C. ciÏbicans. When calculated as absolute numbers,

however, CLN naïve, restmg and activated memory celis were ail depleted m the 1g

compared to the non-1g mice 70 days after infection with C. aÏbicans (fig. 7). Furthermore,

candidal infection significantly enhanced the numbers of naïve but not memory-like CLN

CD4+ T-cells in both 1g and non-1g mice both earÏy and late in AIDS-llke dÏsease (Fig. 7).

Therefore, despite their enhariced proportion, CLN CD4+ T-ceils with an activated/

memory-like phenotype were depleted due to the hypoceilularity of secondary lymphoid

organs in these 1g mice. In contrast to the CD4+ T-cells, the proportions of CLN naïve and

memory-like CD8+ 1-ceils were comparable in the 1g and non-1g mice infected or

uninfected with C. atbicans, both early and at the later stage of AIDS-ilke disease (p > 0.0 5)

(Fig. 7). However, as for CD4+ 1-ceils, absolute numbers of naïve and memory-Dke CLN

CD8+ T-ceils were sharply decreased in the 1g compared to the non-1g mice at early and

late times in AIDS-llke disease, but were significantly enhanced by C. albicans infection

only in the non-1g mice (Fig. 7). Altogether, these findings indicate a broad depletion of

both naïve and memory-hke CD4+ and CD8+ 1-ceils in these 1g mice.

Adoptive transfer ofDCs and CD4+ T-cells

Naïve CD4+ T-cells and DCs isolated from non-1g mice were transferred either alone or

combined into CD4C/HIV’’ 1g mice with persistent oral carnage of C. aÏbicans. Adoptive

transfer of CD4+ T-cells alone produced a striking reduction of oral burdens of C. atbicans

to levels one-fifth to one-haïf of those in sham-transferred 1g mice (p < 0.02), and this

diminution was sustained over 8 days following transfer (Fig. 8A). In contrast, oral

burdens of C. albicans were not significantly altered (p > 0.05) over four weeks following
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transfer of DCs alone into these Tg mice (Fig. 8B). Consistent with these firidings, adoptive

transfer of DCs did not significantly change (p> 0.05) oral burdens of C. albicans in these

Tg mice prior to transfer of CD4+ T-cells six days later (Fig. 8C), but the latter transfer was

followed by a sharp and sustained reduction of the oral ftmgal burdens in comparison to

sham-trarisferred Tg mice (p <0.001) (fig. 8C), comparable to that observed after transfer

of CD4+ T-cells alone (Fig. 8A). Finally, 8.4 ± 0.3% of CLN CD4+ T-cells proliferated in

response to C. aÏbicans antigen 13 days after transfer of CD4+ 1-ceils into these Tg mice

with persistent oral candidiasis, demonstratmg a substantial restoration of adaptive

immunity to C. aÏbicans in comparison to infected non-1g mice (Fig. 6A).
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Discussion

The resuits of this study demonstrate that (1) expression of the HW-1 transgene in both

DCs and CD4+ T-cells is required arid sufficient to produce the phenotype of persistent

oral and gastromtestinal carnage of C. albicans in HWt Tg mice; (ii) quantitative

depletion and fanctional impairements of both of these cd populations prevent the

priming of a protective 1-cell-mediated adaptive immune response to C. albicans; and (iii)

adoptive transfer of CD4+ T-cells 1mo these 1g mice reconstitutes protective immunÏty

against chronic oral carnage of C. albicans. Perturbations of DCs and CD4+ T-cells are

therefore central to the immimopathogenesis of persistent oral candidiasis in these HIV-1

Tg mice.

HW-1 transgene expression in DCs anti CD4÷ T-celÏs is required anti sufficient for persistent

oral carnage of C. aÏbicans

Chronic oral carnage of C. albicans required 111V-1 transgene expression in both DCs and

CD4+ T-cells, but added expression in macrophages was found to be dispensable to

produce this phenotype. The observation that transgene expression in CD4÷ 1-ceils alone

did flot resuil in persistent oral carnage suggested that defective DCs contribute to the

perturbed mucosal immune response to C. albicans in these 1g mice, arid that defects of

CD4+ T-cells, if present in the 1g mice, can be overridden by normal DCs to prime

protective immunity to C. albicans. This interpretation was supported by the preserved in

vitro activation of CLN CD4+ T-cells isolated from infected 1g mice, by Candida-pulsed

DCs from non-1g mice, in contrast to defective activation when these same CD4+ T-cells

were cocultured with DCs from 1g mice (see below). The lack of a requirement to express

the HW-1 transgene in macrophages in addition to DCs and CD4+ T-cells in order to

obtain the phenotype of persistent oral carnage could indicate either that macrophages

are not affected by expression of the HW-1 transgene, play a limited role in host defense
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against oral candïdiasis, or, as is more likely, are indirectly perturbed by transgene

expression in DCs and CD4+ T-cells and therefore do flot require targeted transgene

expression.

DCs anti CD4+ T-ceÏÏs from oral mucosa anti CLNs of CD4C/HItA’’t’ Tg mice with persistent

candidiasis are quantitativeÏy anti functionaÏly impaired

Expression of the HW-1 transgene resulted in a profound depletion of an oral mucosal

and CIN DC population with a CD11h, IAk+, CD11c+ mature phenotype, and

downregulated DC MHC class II expression. These findings demonstrate an impaired

maturation of DCs ai the site of primary uptake of Candida aniigens in the oral mucosa,

consistent with the previously observed defective maturation of lympli node DCs from

these Tg mice.4° Defective maturation of DCs in the Tg mice couid have resulted from a

direct effect of HIV-1 gene products, most probably nef, or from indirect effects on DCs

from an impaired T-cell environment.4° The nef gene has been reported to down-modulate

surface expression of MHC class II antigens4950, to induce intracellular accumulation of

MHC class Il-peptide complexes5t, arid to uncouple cytoldne and chemoldne production

from membrane phenotype maturation in DCs.52 In other studies, however, HW-1 nef

either did flot impair the function of human DCs53, or triggered phenotypic and functional

differentiation of immature DCs including up-regulation of expression of MHC II, CD4O,

CD8O and CD8654, by targeting the Vav/Rac signalling pathway leading to cytoskeleton

rearrangement and NF-KB activation.557 Despite these apparently discordant effects of nef

on DC maturation, impaïrements of DCs observed in the Tg mice are strikingly similar to

those reported in human 111V-infection. Immature peripheral blood DCs have been

reported in HW-infected patients58, and impairment of terminal differentiation of oral

Langerhans’ celis was demonstrated in human HW-infection by decreased expression of

MHC class II antigens2728, as well as the presence of blunt dendrites, lui ted development

of organelles and lack of Birbeck granules.28 Furthermore, numbers of both oral2659 arid
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esophageal60 Langerhans’ ceils are depleted in HIV-infectïon, congruent with decreased

numbers of cervical61, splenic62 and b1ood6368 DCs. Depletïon of these DC populations in

humans may resuit from cytopathic changes caused by productive HIV-infection, cytotoxic

T-cell responses resulting in lysis of targeted DCs, migration to lymph nodes where active

viral replication occurs, or down-regulation of DC surface markers.2664

Tg expression did not alter the ingestion of C. aÏbicans yeast ceils by bone marrow-derived

DCs, a critical first step required to activate DCs for R-12 production needed to prime Thl

ceils and acquired protective immunity.41 However, the CD4C/HIVtA transgene caused

cellular defects further downstream, by downregulating MHC class II expression and by

reducing the percentage of bone marrow-derived DCs expressing R—12. The maturation of

bone marrow-derived DCs from CD4C/HIVtA Tg mice is impaired40, consistent with this

defective production of IL12.69 0f added importance, the CDllbb0, CD11c+ DC population

winch was found to lie depleted in these Tg mice is known to induce high concentrations

of the Thi cytokines IFN-y and IL-2 but littie or no Th2 cytokines, whule the preserved

CD11b1, CD11c+ population induces large amounts of the Th2 cytokines IL-4 and IL-10, in

addition to IFN-y and IL-2.69 Because both human7° and murine4’ DCs play a critical role in

the initiation of an adaptive cell-mediated immune response to C. albicans (reviewed in21)

by their capacity to recogrilze, phagocytose and degrade Candida, and subsequently

present Candida antigens to T-celis, these defects of DCs in the Tg mice likely perturb

presentation of Candida aritigens and reduce the differentiation of CD4+ T-cells mto a

protective Thi phenotype. Expression of the HW env gene product gp120 in aritigen

presenting ceils (APCs) and impaiied CD40L induction on CD4+ T-cells activated by

antigen have been shown to contribute to impaired IL-12 ard IFN-y production by APCs,

thereby preventing a protective Thi response.71’72 Interestingly, the CD4C/HIVtA Tg mice

express env, rev and nef of HW-1, and CD4+ T-cells from these mice express low levels of

CD4OL.73
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HIV transgene expression also caused a profound and persistent loss of CD4÷ 1-ceils in

C the oral mucosa, CLNs and peripheral blood of these Tg mice, strikingly similar to CD4+ T

ceil depletion in humari HW disease (reviewed in7475). The expression of nef in CD4C/

HWMUtA and CD4C/HIVtG mice has been shown to downregulate the CD4 ceil surface

molecule, enhance apoptosis of periplieral CD4+ T-cells, aid induce chronic activation of

CD4+ T-cells which also contributes to the low number of CD4+ 1-celis observed in these

Tg mÏce.76 Although vpu, env arid nef are independently capable of down-modulation of

CD477, there is a stronger dependence on nef for reducing ceil surface CD4 molecules7785

by their rapid endocytosis and lysosomal degradation.66 In addition, nef contributes to

apoptosis of CD4+ T-cells in HW-iufection892 by upregulating the fas/FasL pathway93°5 or

independently from the Fas pathway.°697 Finally, the HW nef gene was foimd to activate T

ceils indirectly by its expression in macrophages98, or directÏy by up-regulating kinase

activity, transcription factor Nf-KB and IL-2 production99’°4, although other studies have

provided conflïcting resiilts.’°510° Consistent with nef expression in CD4+ T-cells of CD4C/

HIVtA 1g mice34, the proportion of CLN CD4+ T-cells with a naïve (CD44-/1°, CD62L+)

phenotype was decreased and the proportion with an activated/memory-like phenotype

(CD44’, CD62L-) was increased in the Tg compared to the non-Tg mice, indicating

persistent immune activation that may have contrïbuted to exhaustïon of the naïve T-cell

pool.74-76 Moreover, infection with C. aÏbicans dïd flot independently alter the proportion of

activated/memory-like CD4+ T-cells in these 1g mice, congruent with the observation that

upregtilation of activation occurs independently of stimulation by antigens through the

TCR.76 These mechanisms of T-cell depletion mediated by nef expression in the 1g mice

are strildngly similar to those elucidated in humain HIV-infection, in which chronic

immune activation of T-cells increases the fraction of these ceils prone to apoptosis and

leads to accelerated depletion of the T-cell pool.75

In addition to being severely depleted, CLN CD4+ T-cells also fafled to increase in

response to C. athicans infection in the 1g mice, although this capacity was maintained in
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the oral mucosa. These CLN CD4+ 1-ceils may have failed to proliferate in response to C.

atbicans antïgens, congruent with their defective proliferation in vitro (see below), or to

migrate as a resuit of nef expression which blurits the 1-ceil response to chemokines.”°

As predicted by the defective production of IL-12 by immature DCs from the CD4C/HIV’

Tg mice, chronic oral carnage of C. aÏbicans in these animais failed to induce a protective

anticandidal Thi cytokine response but instead led to a polarization towards deveÏopment

of a nonprotective Th2 response by CLN CD4+ T-cells. Ibis furictional impairment likely

resulted flot only from the reduced production of IL-12 by DCs from the 1g mice, but aiso

from impaired IL-12 responsiveness due to a loss of IFN-y production which ïs required to

override the IL-4-induced inhibition of IL-12 receptor 2 expression.” IfN-y has been

shown to lie required for IL-12 responsiveness in mice with C. aÏbicans infection112, but

production of this cytokine by CD4+ 1-ceils was sharply decreased in the Tg mice late in

the course of AIDS-like disease. The enhanced production of IL-4 and IL-10 found in these

Tg mice is closely associated with a nonprotective immune response to C. aÏbicans.”3 HIV

1 nef directly induces the expression of IL-10”4 and TNf-&’5 but flot IL-4”6 and may thus

have modulated cytoldne expression by CD4+ T-cells in these Tg mice. HW-hifected

patients have a Th2 cytokine profile in saliv&7 consistent with the well-documented

switch from Thl to Th2 in HW infection.”7

Impairments of DCs and CD4÷ T-ceÏts of CD4C/HJV” Tg mice cause defective priming of

an adaptive immune response to C. albicans in vivo and in vitro

Proliferation of CIN CD4+ T-cells from infected Tg mice in response to stimulation with C.

albicans antigen was almost completely abrogated arid these ceils also failed to acquire

the effector phenotype observed in the infected non-1g mice, indicating that infected

CD4C/HIVM 1g mice are anergic to C. albicans. A more modest but significant decrease

in the proliferative response of CD4+ 1-celis to the mitogen ConA was also found in these



H8

1g mice, as previously observed with 1-ceils from other Tg mice expressmg nef.85 These

perturbed prolïferative responses were correlated with reduced absolute numbers of CLN

CD4+ memory T-cells in the Tg mice, 70 days after infection with C. aÏbicans. Coculture of

C. atbicans-pulsed DCs and CD4+ T-cells from Tg arid non-Tg mice in vitro showed that

expression of the HIV-i transgene in either or both of these celi populations sharply

reduced the prolïferation of CD4+ 1-ceils and their production of IL-2, demonstrating that

both ceil populations are ftmctionally defective in priming an immune response to C.

albicans in the Tg mice, even with adjustment of the numbers of ceils to equal those in the

non-Tg mice. Finally, defective proliferation of CD4+ 1-ceils from the Tg mice did not

result from reduced phagocytosis of C. aÏbicans yeasts upon pulsing of DCs, since uptake

of the yeasts by DCs was equivalent li-i 1g and non-1g mice.

DCs from the CD4C/HIVM 1g rince appear to process aritigens normally, but show low

expression levels of MHC class II and of the costiniulatory molecules CD4O and CD86,

resulting in impaired delivery of costimulatory signais and of the capacity to present

pigeon cytochrome C to AD1O TcR CD4+ 1-cells.4° However, MHC class 11h18120 and

costimulatory molecules12° are both directly involved in Candida-specific 1-ceil activation

by APCs. Accordingly, loss of MHC class II and costimulatory molecule expression on DCs

from the 1g mice are likely to cause impaired presentation of C. aÏbica ris antigens arid to

accouiit at least in part for the unpaired prolïferation of CD4+ T-cells. In human HIV

infection, expression of MHC class 11121 and costimulatory molecules CD8O and CD86122,

formation of MHC class Il-antigen complexes121, and antigen presentation capacities of

APCs and their ability to stimulate CD4+ 1-celi proliferation are ail impaired123124, as

observed in these 1g mice.

CD4+ T-ceils from the 1g mice had an impaired proliferative response and production of

IL-2 in comparison to celis from non-Tg mice, upon coculture with pulsed or unpulsed

C DCs from non-1g mice. In addition, proliferation of CD4+ T-cells from the Tg mice was
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also reduced in response to the mitogen ConA, which stimulates prolïferation of T-cells

directly and therefore does flot reqmre DCs.’25’29 Taken together, these resuits indicate

that the reduced proliferative response of CD4+ T-cells from CD4C/HIVM Tg mice to C.

aÏbicans involves defects flot only of DCs but also of the CD4+ T-cells themselves. The

present findings concur with the Dmited capacity of CD4+ T-cells from CD4C/HW’t’ 1g

mice, which express only nef, to divide in response to stimulation with aiiti-CD3 and anti

CD28 or in allogeneic mixed leukocyte reactïons.76 Among its multiple points of

interference with CD4+ ceilular mechanisms (reviewed in89), the nef protein interacts with

several signalling molecules aiid thereby ïnfflbïts activation pathways required for ceil

proliferation. Nef flot only interferes with activation of pS61 and as a consequence

signaDing via the IL-2 receptor’27, but also hinders celi cycle progression by

downregulating cyclins Dl and A128 The defective production of IL-2 by CD4+ T-cells from

the 1g mice may also have contributed the defectïve proliferation of these celis in vitro,

because T-cells requise IL-2 to complete the late portion of the Gi phase and enter the S

phase of the ceil cycle.’29 Interestingly, CD4+ T-ceils from the CD4C/HIVtG 1g mice are

able to proliferate after stimulation with PMA plus ionomycin.7° Because PMA directly

activates protein kinase C130, the alteration of signal transduction in these 1g mice appears

to be at the level of or distal to the TCR and upstream of protein kinase C.76 The perturbed

proliferative response of CD4+ T-cells in the 1g mice correlates closely with similar

defects in patients with HW-infection. Proliferative responses to mitogens131’33, C. aÏbicans

antigens518’133’34, and stimulation with anti-CD3’33’35 are ail impaired in patients infected

with H1V. Defective T-ceil proliferation after stimulation with anti-CD3 antibody is

accompanied by impaired induction of the early activation marker CD69’36, reduced

protein tyrosine phosphorylation’37, and defective expression of cychns A and D.’38 Fina]ly,

as vas found in these 1g mice, diminished proliferation of CD4+ T-cells in humait HW

infection is associated with diminished IL-2 production.’39

Adoptive transfer of CD4+ T-ceÏÏs into CD4C/HIV4 Tg mice restores protective irnrnunily

against C. albicans
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Conclusive evidence demonstrating that these defectïve CD4+ T-cells determine at least in

part the susceptibility to chronic oral candidiasis in these Tg mice was revealed by a

significant reversai of this phenotype and restoration of proliferation of CD4+ 1-ceils,

following adoptive transfer of naïve non-1g CD4÷ T-cells. Unexpectedly, however, transfer

of naïve DCs fafled to signifïcantly decrease oral burdens of C. atbica ris.

By analyzing these resuits together with those obtained in the Tg mouse constructs

expressing HIV-1 in defined celi populations, as weÏÏ as the activation of CIN CD4+ T-cells

by Candida-pulsed DCs, the relative contributions of DC artd CD4+ ceil defects in

determining the susceptibility to persistent oral candidiasis in these 1g mice can be more

fully assessed.

Rapid clearance of oral C. atbicans ni the mCD4C/HW” Tg mice expressing the

transgene only in CD4+ T-cells was correlated with the largely preserved proliferative

response of 1g CD4+ T-cells cocultured with DCs from non-Tg mice. Therefore, the defects

identified in CD4+ 1-ceils of these 1g rnice are insufficient in and of themselves to

significantly impair priming of adaptive immunity against C. aÏbicans. In contrast,

however, expression of the HW-1 transgene in both DCs and CD4+ T-cells of CD4C/

HWriutA, CD4C/HIV” or CD4E/HW1tG 1g mice resulted in a phenotype of chronic oral

candidiasis and a sharply reduced proliferative response on coculture of 1g DCs arid Tg

CD4+ T-cells, compared to non-1g DCs and 1g CD4+ T-cells. These in vivo and in vitro

ffridings suggest that defective 1g DCs potentiate the qualitative and quantitative CD4+

defects in these 1g mice beyond a critical threshold, resifltiiig in anergy of in vivo

harvested CLN CD4+ T-cells to C. aÏbicans antigen and persistent candidiasis. Adoptive

transfer of naïve non-1g CD4+ T-cells alone into CD4C/HIVrItltA 1g mice had the abfflty to

restore proliferation to C. albicans antigen and reduce oral burdens of C. albicans,

C suggestmg that 1g APCs maintain a partial functional capacity to present antigens, as
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supported by the partiafly preserved proliferative response of non-Tg CD4+ T-cells

cocultured with Tg DCs. However, adoptive transfer of naïve non-Tg DCs alone ïnto these

CD4C/HIVtA 1g mice surprisingly did flot reduce oral carnage of C. aÏbicans, as would

have been predicted from the absence of persistent candidiasis in mCD4C/HIVtutG 1g mice

which express the transgene in CD4+ T-cefls but not DCs. It is unllkely that this lack of

protection resulted from an insufficient number of transferred DCs, since an identical

number of DCs protected rince against an i.v. challenge of C. aÏbicans.4’ Alternately,

transferred DCs may flot have successfufly migrated to the oral mucosa to endocytose C.

albicans, or failed to navigate towards CLNs for antigen presentation to CD4+ T-cells.

laken together, however, these combined resuits nevertheless cleanly indicate that defects

of both DCs and CD4+ 1-ceils are involved in the onset and maintenance of chronic oral

candidiasis in these Tg mice, and suggest that similar defects may underlie the

susceptibility to OPC in human HW-infection. The resuits further emphasize the cnitical

noie of adaptive T-cell-mediated immunity in protection against OPC (reviewed in21), as

previously shown by significantiy decreased C. aÏbicans oral colonization after

reconstitution of immunodeficient BALB/C and CBA/CaH nu/nu mice with naïve CD4+ T

cells.8

CD8÷ T-ceÏÏs are depÏeted in CD4C/HI JUtA Tg mice but nevertheÏess increase in response to

persistent candidiasis

Absolute numbers of CD8+ T-ceils were sharpiy reduced in the 1g compared to the non-1g

mice throughout AIDS-llke disease, in accordance with their decreased absolute

numbers’40’41 and shortened half-lif&42 in the peripheral biood of HIV-infected patients.

Nef induces caspase-8-mediated apoptosis of CD8+ 1-ceils by upregulating DC expression

of TNf-cx and FasL)43 Apoptosis of CD8+ T-cells is aiso mediated by macrophages through

interaction of HW gpl2O with chemokine receptor CXCR4.’4° Accordingly, the depletion of

C CD8+ 1-ceils observed in these CD4C/HIVtA 1g mice may have indirectly resulted from
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nef and env expression in DCs, leading to apoptosis of CD8+ T-cells. In addition to this

indirect mecharnsm, soluble gpl2O arid nef, both expressed iii the CD4C/HIV11 Tg mice,

downmodulate expression of CD8 molecules on the surface of CD8+ T-cells’44, as vas

found in these 1g mice. In contrast to the findllngs with CD4+ T-cells, however, these Tg

mice exhibited a more modest proportional decrease of naïve (CD44-/1°, CD62L+) and

proportional increase of CD8+ memory-like (CD44hI, CD62L IO/) cells43 that did not achieve

statïstïcal sigmficance, mdicating that chronic ïmmune activation likely did flot contribute

to the depletion of CD8+ T-cells. Naïve CD8+ 1-ceils progressively decrease whfle memory

CD8÷ T-cells mcrease in perïpheral bÏood of HW-infected adults14’ and children.’4

Despite their progressive depletion in the Tg mice, CD8+ 1-ceils maintained the abfflty to

respond to C. atbicans infection by a quantitative increase in both oral mucosa arid CLNs.

CD8+ T-cells accumulate in the basal epithelial layer of the oral mucosa in HW-infected

patients with OPC, demonstrating that these ceils can be actively recruited to the mucosa

in response to candidiasis.28’46 However, the precise role of CD8+ 1-ceils in mucosal

containment of C. atbicans in HIV-infection, either by direct growth inhibition of Candida,

or more likely, by an indirect mechanism, remains to be determined.’4647 HIV-1 nef

downregulates MHC class I expression on human DCs113’48 arid on lymph node DCs of

CD4C/HIVM Tg mice40, impairs presentation of antigens by DCs to CD8+ T-ce11s146, and

affects the functional competence of CD8+ T-cells.’43’1° furthermore, absolute nunibers of

CLN memory-like CD$+ T-cells were sharply decreased in the CD4C/HIVM 1g mice,

independently of infection with C. aÏbicans. Accordingly, further work wi]I be needed to

fully assess the role of CD8+ T-cells in the immunopathogenesis of oral candidïasis in

these Tg mice.
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figure legends

fig. 1 Multiparametric flow cytometry analysis of oral mucosal celi populations in

CD4C/HlVlA transgemc (Tg) mice infected or uninfected with Candida

aÏbicans. Acquisition was gated on CD4S+ ceils from spleen and oral mucosa,

arid multicolor analysis was conducted to identify aiid quantitate specific ceil

populations. Immature and mature dendritic ceils were identified as CD 1 ibli,

IAk+ CD11c+ and CDllbb0, IAk+, CD11c+, respectively, while CD4+ T-cells

were CD3+, CD4+.

fig. 2 CD4C/HltG(A), CD4E/HWtG(B), and mCD4C/HWtG(C) transgenic (Tg) mice

and non-Tg littermates were inoculated intra-orally with 108 CFU of C. aÏbicans

LkM-1, and burdens were assessed longitudinally by sarnpling the oral

cavities. After primary infection and throughout the chromc carrier state, oral

burdens remained elevated in the CD4C/HIV and CD4E/HIV Tg mice (A

and B, colored unes). hi striking contrast, C. aÏbicans was rapidly cleared from

oral cavities and a chronic carrier state failed to be established in mCD4C/

HIVtG Tg mice (C, colored limes) and in non-Tg littermates (A-C, black lines).

There were 6 (A, B) or 4 (C) mice in each group.

fig. 3 Longitudinal assessment of irnmunophenotypes of oral mucosal, cervical

lymph node arid peripheral blood cd populations in CD4C/HlV transgemc

(Tg) mice infected or miinfected with Candida aÏbicans. The data are presented

as the percentage of CD45+ ceils or as absolute numbers of cells. In the oral

mucosa, percentages of CD11b1°, IAk+, CD11c+ mature dendritic cells (DCs)

and CD4+ T-cells were both strildrigly decreased in the Tg compared to the

non-Tg mice. In the cervical lyrnph nodes (CLN), the percentage of I-A”+,
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CD11c+ DCs was increased, but absolute numbers of DCs, CD4+ and CD8+ T

ceils were dramatically reduced because of CLN hypocellularity in the Tg mice.

MHC II expression on mature CDllbb0, IAk+, CD11c+ aiid immature CD11b”, j

Ak+, CD11c+ oral mucosal DCs, and on I-A+, CD11c+ CLN DCs, was strildngly

reduced in the 1g compared to the non-Tg mice. CD4+ and CD8+ ceils were

depleted in tlie periphera] blood of the 1g mice. The data represent the mean

± SD of 3 to 9 mdependent experiments at each time point. significantÏy

different (p <0.05) from non-1g mice; , sigrilficantly different (p < 0.05) from

unixifected mice.

fig. 4 Multicolor analysis of oral mucosal dendritic ceils (DCs) and CD4+ T-cells in

CD4C/HIV” transgenic (1g) mice infected or uninfected with Candida

atbicans. Representative analyses are shown, demonstrating the early strildng

depletion of mature CDllbb0, IAk+, CD11c+ DCs m the 1g compared to the

non-1g mice (top, 7 days after infection with C. aÏbicans), and the depletion of

CD4+ T-cells in these Tg mice (bottom, 45 days after infection with C.

albicans).

fig. 5 (A) Expression of cytokines by cervical lympli node CD4+ T-cells in CD4C/

HlVtA transgenic (1g) and non-1g rince ïnfected or uninfected with Candida

aÏbicans. The data represent the mean ± SD of 3 to 5 independent experiments

at each time point. , sïgnificantly different (p < 0.05) from non-Tg mice; ,

significantly different (p <0.05) from uninfected rnice.

(B) Percentage of bone marrow-derived dendritic ceils (DCs) from CD4C/

H1VM transgemc (1g) and non-1g mice expressïng IL-12. DCs were stimulated

with LPS or live C. aÏbicans blastoconidia at the indicated ratios. The data

represent the mean ± SD of 3 to $ independent experiments. , sigriificantly

different (p <0.01) from non-1g mice.
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fig. 6 (A) (Top) Reduced proliferative response of cervical lymph node (CLN) CD4+ T

celis to concanavalin A (ConA) and Candida albicans antïgen tAg) in CD4C/

HIVt transgenic (Tg) compared to non-1g mice 7 days after infection with C.

atbicans. The data represent the mean ± SD of 3 and 4 to 6 independent

experiments, respectively. (Bottom). CfSE-labeled CLN CD4+ T-cells from non

Tg mice liarvested 7 days after infection proliferated in vitro in response to C.

athicans Ag and acquired an effector phenotype (CD4+ CD62L-), whfle celis

from the infected Tg mice failed to proliferate and did flot acquire an effector

phenotype (CD4+ CD62L+). * sïgnÏficantly different (p < 0.05) from non-Tg

mice; , significantly different (p <0.05) from uninfected mice.

(B) (Top) Proliferative responses of isolated cervical lymph node CD4+ 1-ceils

from CD4C/H1VM transgenic (Tg) or non-1g mice infected or umnfected with

Candida atbicans, following coculture with bone marrow-derived dendritic

ceils (DCs) from Tg or non-1g mice pulsed or unpulsed with live C. albicans

yeast ceils. In comparison to non-Tg mice, DCs and CD4+ T-cells isolated from

the 1g mice independently produced an impaired proliferative response to C.

albicans. (Bottom) IL-2 production in supernatants of CD4+ T-cell/DC

cocultures. HW-1 transgene expression In either or both of these cefi

populations sharply reduced production of IL-2. Infection with C. atbicans

augmented but did flot fufly restore production of the cytokine to levels found

in the non-1g mice. The data represent the mean ± SD of 3 to 12 independent

experiments. significantly different (p < 0.01) from the respective non-1g

CD4 control; significantly different (p < 0.001) from the respective non-1g

DC control; significantly different (p < 0.001) from the respective CD4

control from uninfected mice.

(C) Phagocytosis of C. albicans blastoconidia by bone marrow-derived

dendritic ceils (DC5) from CD4/HWtA transgemc (1g) and non-1g mice.
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Analysis was performed at the iridicated DC: blastocomdia ratios. The data

represent the mean ± SD of 3 iiidependent experiments.

fig. 7 Longitudinal assessment of naïve and memory-like CD4+ and CD8+ T-cells in

the cervical lymph nodes of CD4C/HIVM transgenic (Tg) mice infected or

uninfected wïth Candida aÏbicans. The data are presented as the percentage or

as the absolute numbers of ceÏÏs, and represent the mean ± SD of 3

independent experiments at each time point. , significaritly different (p

<0.05) from non-1g mice; significantly different (p <0.05) from uninfected

mice; significantly different (p <0.05) from the 3 other groups of mice.

fig. 8 Adoptive transfer of naïve CD4+ 1-celis and dendritic ceils (DCs) isolated from

non-transgemc (Tg) mice, to CD4C/HIV”t 1g mice orally infected with C.

athicans. Chronic oral carnage of C. atbicans was sharply reduced following

transfer of CD4+ T-cells alone or with DCs. The data represent the meari ± SD

of 4 to 9 mice. significantly different (p <0.05) from controls.
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Résumé

Bien que les lymphocytes T CD4+ et les cellules de Langerhans, altérés dans

l’infection au VIH, pourraient jouer un rôle central dans l’irnmunopathogenèse de la

candidose oropharyngée (OPC), des mécanismes compensatoires de défense de l’hôte,

potentiellement préservés, pourraient limiter la prolifération de C. athicans à la surface

des muqueuses et prévenir la dissémination systémique chez les patients infectés au VIH.

Nous avons pris avantage d’un nouveau modèle de candidose oropharyngée (OPC) chez les

souris transgéniques (Tg) CD4C/HIV pour préciser le rôle des leucocytes

polymorphonudéaires (PMNs) et des lymphocytes T CD8+ dans le contrôle de la charge

buccale chronique et de la dissémination systémique de C. ciÏbicans aux organes profonds.

Le nombre absolu de PMNs circulants et leur flambée oxydative sont augmentés chez les

souris Tg CD4C/HIVt’’, exprimant les gènes EM’, REV et NEF du VIH. Ies fonctions de

phagocytose et de fongicidie des PMNs de souris Tg à l’égard de C. aÏbicans sont

conservées comparativement à celles des PMNs de souris non-1g. La déplétion des PMNs

de ces souris 1g CD4C/HIVM à l’aide d’un anticorps monoclonal n’a pas altéré les

charges buccale et gastro-intestinale de C. aÏbicans, ni entraîné de dissémination

systémique. Bien que le nombre et la fonction des PMNs soient préservés, ces PMNs sont

dispensables pour limiter la prolifération et la dissémination systémique du champignon

aux organes profonds chez la souris 1g. Néamnoins, la charge buccale de C. aÏbicans est

significativement augmentée chez les souris 1g CD4C/HIVtG exprimant le gène NEF et

knock out (KO) pour le CD8, comparativement aux souris 1g CD4C/HIVt. À l’inverse, Les

souris CD8 KO et non-1g ont éliminé le C. atbicans de la surface des muqueuses buccales

immédiatement après la primo-infection, démontrant que l’augmentation de la charge

buccale de C. aÏbicans chez la souris CD8 KO apparaît uniquement lorsqu’elle exprime le

transgène CD4C/HIVtG. Ces résultats démontrent pour la première fois que les

lymphocytes T CD8+ participent aux défenses de l’hôte contre C. aÏbicans in vivo.
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Abstract

Although defective CD4+ T-cells anil Langerhaiis’ ceils are considered central to the

immunopathogenesis of oropharyngeal caiididiasis (OPC) in HW-infection, completely or

partly preserved compensatory host defense mechanisms most Dkely limit Candida

albicans proliferation to the mucosa and prevent systemic dissemination in HW-infected

patients. Here, we have taken advantage of a novel model of OPC in CD4C/HIV transgenic

(1g) mice to investigate the role of polymorphonuclear leukocytes (PMNs) and CD8+ T

celis in limitirig chronic oral carnage aiid systemic dissemination of C. aÏbicans to deep

organs. Absolute nunibers of circulating PMNs and thefr oxidative burst were both

augmented in CD4C/HIVtJ\ 1g mice which express env, rev and nef of HW-1, whule

phagocytosis and idiling of C. aÏbicans yeast celis by these PMNs were largely unimpaired

compared to non-1g mice. Monoclonal antibody depletion of PMNs in these CD4C/HIV’

Tg mice did not alter oral or gastrointestinal burdens of C. albicans nor cause systemic

dissemination, demonstrating that in addition to being quantitatively and functionally

miimpaired, these PMNs are dispensable for limitkig mucosal proliferation and systemic

spread of the ftmgus in these 1g mice. However, oral burdens of C. aÏbicans were

significantly augmented in CD4C/HIVtG 1g mice expressing the nef gene of HIV-1 aiid

containing a CD$ knockout, compared to CD4C/HIVtG 1g mice without the CD8

knockout. In contrast, C. aÏbicans was rapidly cleared from oral cavities of non-1g mice

with or without a CD8 knockout immediately after primary infection. Accordingly,

augmentation of oral burdens of C. aÏbicans in CD8 knockout mice occurred in animais

which also express the CD4C/HIVtG transgene, but not in control mice which do not

express the transgene. These resuits represent the first-ever clear evidence indicating that

CD8+ T-cells participate in host defense agaffist C. aÏbicans in vivo.
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Introduction

Oropharyngeal candidiasis (OPC) is the most frequent opportunistic fungal infection

among humait immunodefïciency virus (HIV)-infected patients, and it has been estimated

that more than 90% of HW-infected patients develop this often debifitating infection at

some time during progression of their disease [45]. Although the incidence of OPC in HW

infection has been significantly reduced since the introduction of higffly active

antiretroviral therapy (HAART) [31], it remains a common opportuiiÏstic infection in HIV

infected patients. The precise mechanisms underlying the predisposition to OPC among

HIV-infected patients have not been defined. Although defective CD4+ T-cells and

Langerhans’ ceils are considered central to the immunopathogenesis of OPC in HIV

infection [14], completely or partly preserved compensatory host defense mechariisms

most likely limÏt Candida albicans proliferation to the mucosa and prevent systemic

dissemination in HIV-infected patients.

CD8+ T-cells accumulate in the basal epitheial layer of the oral mucosa in HW-infected

patients with OPC [34,41], demonstrating that these ceils can be actively recruited to the

mucosa in response to candidiasis despite their apoptosis and progressive diminution in

absolute numbers in HW-infection [27]. However, the precise role of CD8+ T-cells in

mucosal contaimnent of C. aÏbicans in HW-infection, either by direct growth inhibition of

Candida [51 or by art indirect mechanism, has not been determined. In addition, HW

infected patients with the erythematous form of OPC have abuiidant neutrophific

microabscesses in the parakeratin layer of the epithelium [18,39,41], demonstrating that

HIV-infection does not prevent a normal innate mucosal immune response by

polymorphonuclear leukocytes (PMNs). Although recruitment of PMNs to the oral

epithelium does not appear to be perturbed by HIV-infection, investigations comparing

production of reactive oxygen intermediates, and phagocytosis and kflling of C. atbicans

by PMNs from normal and HW-infected patients have produced conflicting results
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[8,17,24,47,481. Nevertheiess, a role for PMNs in mucosal containment of C. albicans in

HW-iiifectïon ïs suggested by a large body of work conducted in congenitafly

irnmunodeficïent mice. These studies demonstrated that ftmctïonal T-cells play a foie in

resistaiice to C. albicans coionizmg or infecting mucosal surfaces, but that an added

defect of phagocytes is required to produce systemic dissemination of C. albicans from

the gastrointestinal tract [2,6,28,291. In addition, the depletïon of PMNs mcreased the

severity of experimental OPC in immimocompetent BALB/c and CBA/CaH mice,

demonstrating the critical role of these professionai phagocytes in the efferent 11mb of the

innate immune response [20].

The avaiiabfflty of CD4C/HIVt transgenic (1g) mice expressing human immuxiodeficiency

virus type 1 in immune ceils and developing an AIDS-iike disease [261 has provided the

opportimiw to devise a modei of oro-esophageal candidÏasïs that closeiy mimics the

ciiuical and pathological features of candidal infection in human MDS [13]. With the

recognition that a cause-and-effect analysis of the immimopathogenesis of mucosal

candidiasis in HW-infection cari now be achieved under controlled conditions in these Tg

mice, the present study was undertaken to determine the role of PMNs and CD8+ T-cells in

iimiting chronic oral carnage and systemic dissemination of C. albicans to deep organs.

Here we show that although PMNs from these Tg mice are quantitativeiy augmented and

neariy intact functionaliy, they are nevertheless dispensable for limiting chronic oral

carnage of C. albicans and for preventing systemic dissemination of C. aÏbicans in CD4C/

HIVtA Tg mice which express the env, rev and nef genes of HIV-1. We aiso demonstrate

that augmentation of oral burdens of C. albicans in CD8 knockout (KO) mice occurs in

CD4C/HIV? Tg mice which express the nef gene of HIV-1, but flot in control mice whicli

do not express the transgene. These results represent the first-ever clean evidence

indicating that CD8+ T-cells participate in host defense against C. albicans in vivo.
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Materials and Methods

Generation of Tg mice expresstng HW-1

The CD4C/H1V” 1g mice have been described eïsewhere [26j. CD4C/HIVlA mutant DNA

harbors mouse CD4 enharicer and human CD4 promoter elements to drive the expression

of HW-1 genes in CD4+ CD8+ and CD4+ thymocytes, in peripheral CD4+ T-celis, and in

macrophages and dendritic celis. founder mouse F21388 was bred on the C3H

background, and progeny mice were genotyped and routinely examrned for signs of

disease. Animais from tins lime express moderate levels of the transgene, with 50%

surviva] at 3 months [26]. Several HW-1 genes (gag, poi, vif, vpr, tat, and vpu) are mutated

in the CD4C/HIV DNA, whereas env, rev, and nef are intact. The generation of CD4C/

HWMutG rnice revealed that selective expression of the nef gene is required and sufficient to

elicit an AIDS-like disease in tliese 1g mice [261. Tins disease ïs characterized by failure to

thrive, wasting, severe atrophy and fibrosis of lymphoid organs, loss of CD4+ 1-ceils,

interstitial pneumonitis, arid tubulointerstitial nephritis [26]. These changes are not

observed in control non-1g littermates [261.

CD8a homozygous KO mice (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), containing a

targeted mutation of the CD8 receptor alpha chain, were used intact or for the purpose of

breeding with CD4C/H1VtG mice 10 generate homozygous or heterozygous CD4C/HIVtG

CD8 KO mice.

Specific pathogen-free maie and female 1g mice and non-Tg littermates were housed in a

protective environment at the University of Montreal Animai Care Unit, in sterilized

individual cages eqmpped with filter hoods. The animais were supplied with sterïle water

and were fed with sterile mouse chow.
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Animal modeÏ of mucosal candidiasis

Oral ïnoculatïon with C. albicans LAIvI-1, assessments for signs of morbidity,

quantification of C. albicans in the oral cavities of individual mice, and determination of

burdens of C. albicans m the gastrointestirial tract ajid mternal organs were conducted as

described previously [131.

Quantitation of periphe raï blood leukocytes

Perïpheral blood was drawn from the saphenous vem using the Unopette microcollection

system for determination of total leukocytes (Becton Dickinson Vacutainer Systems,

Franldin Lakes, NJ). The differentïal leukocyte count was performed manually by staining

a smear of blood with May-Grunwald-Giemsa, and the absolute leukocyte count was

calculated and expressed as number of cells/mm3.

Polymorphonuclear leukocyte oxidative burst, phagocytosis anti kiÏÏing of C. albicans

b measure PMN oxidative burst, phagocytosis and killing of C. aÏbicans, PMNs were

isolated from whole peripheral blood by usmg an HISTOPAQUE®-1 119/-1077 double

gradient accordmg to the manufacturer’s instructions (Sigma-Aidricli, St. Louis, MO). Blood

from 4-10 mice was pooled to generate each independent measurement. Briefly, blood was

withdrawn from the heart of mice with a heparrnized syringe and centrifuged on a pre

built gradient at 500 g for 50 mm. Collected PMNs were treated with rel blood ceil lysing

buffer, washed with PBS and suspended in RPMI 1640 supplemented medium. The purity

of PMNs was > 90% by May-Gnmwald-Giemsa staining and flow cytometry analysis.

The PMN oxidative burst was assessed by measuring the conversion of nonfluorescent

dichiorofluorescem diacetate (DCFH-DA) to the fluorescent compouxid 2’, 7’-
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dÏcfflorofluorescein (DCF), usirig the DCFH. Peroxides CellProbe Reagent (Beckman Coulter,

Fullerton, CA) accordmg to the manufacturer’s instructions. Blood from two mice was

pooled to generate each independent measurement. Mean fluorescence of PMNs was

measured on a FACStar flow cytometer (BD Biosciences) eqmpped with Consort 30

software. Acquisition of data was cotmted on a meari of 10,000 events by gatirig on PMNs.

To assay phagocytosis of blastoconidia, 2.5 x 10 PMNs were incubated with fITC-labelled,

heat-inactivated (90C, 45 mm) C. athicans blastoconidia iii 100 iii of supplemented RPMI

medium, with a PMN to blastoconidÏa ratio of 2:1, 1:2 or 1:5 for 5, 15 or 30 miii at 37C in

independent wells. Phagocytosis was stopped by cooling the samples to 4CC. A control

phagocytosis assay was conducted at 4C (1:5 ratio) in presence of cytochalasun B (Sigma; 5

iig/ml) [21]. Ethidium bromide was added at a concentration of 10 iig/mI and flow

cytometry acquisition of 10,000 PMNs was done hnmediately as described [46].

Phagocytosis of C. aÏbicans by PMN5 was verified by confocal microscopy.

To assay killirig of C. aÏbicans, 2.5 x 10 PMNs were incubated with FITC-labelied, live C.

aÏbicans blastoconidia in 100 pi of supplemented RPMI medium at a 1:1 E/T ceil ratio for

30, 60 or 90 min at 37C in independent wells. A control assay was performed at 4C as

described above. After lysing PMNs with 2.5% sodium desoxycholate, ldfled C. albicans

celis were identified by ethidium bromide staining and analyzed by flow cytometry.

Monoclonal antibody depletion of poÏymorphonucÏear Ïeukocytes in CD4C/HMIut) Tg mice

Rat IgG2b monoclonal aiitibody RB6-8C5 (BD Biosciences), recognizing the Ly-6G (Gr-1)

myeloid differentiation antigen on mouse granulocytes [23,3 5], was used to deplete PMNs

in the Tg mice. Three successive 50 iig doses of purified RB6-8C5 antibody administered

i.p. every two days resulted in a >90% depletion of circulating PMNs whÏch was sustained

for at least 7 days. Control mice were treated witli 50 jig of rat IgG2b isotype control
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(Clone A95-1; BD Biosciences).

FÏow cytornetry

Heparrnized blood was collected by cardiac pancture under anesthesia with Hypnorm

(Janssen Pharmaceutica) and Versed (Sabex, Boucherville, Quebec), and the mice were

exsanguinated with PBS [13]. Ceil surface marker analysis of peripheral blood lymphocytes

was conducted as described previously [13], on a fACSCalibur ftow cytometer (BD

Biosciences) equipped with CellQuest software.

Cervical lymph nodes (CIN) were removed and mechaiiicafly disrupted by pressing

through a nylon mesh (pore size, 70 lim) and deposited in 25-mm-diameter dishes

containing 2 ml of Hanks’ balanced sait solutïon (HBSS; Gïbco, Grand Island, NY). Celi

suspensions were twice washed in HBSS and resuspended in complete tissue culture

medium consisting of RPMI 1640 medium (Gibco) supplemented with 10% of heat

inactivated fetal bovine serum (Gibco), 2OmM HEPES buffer, 2mM L-glutamÏne, 5 x iO M -

mercaptoethanol, 100 U/ml penicifiin and streptomycin, 0.25 ig/m1 amphotericin B, and

50 ig/rni of gentamicin. Ceils were then filtered through a sterile nylon mesh (pore size,

70 jim) to obtain a homogeneous ceil suspension, and ceil viabfflty was >90% by trypan

blue exclusion. CLN ceils were directly stained with fluorescent monoclonal antibodies

specific for mouse CD45 (30-Fil), CD3 (145-2Cli), CD4 (RM4-5), CD8 (53-6.7), and their

respective isotypes (BD Biosciences) at 1 pg/106 ceils for 45 min at 4CC. Celis were twice

washed in cold PBS and fixed with 2% paraformaldehyde. Acquisition of data was counted

on 10,000 events by gating on CD4S+ cells. CLN memory-hke CD8+ T-cefls were

phenotyped as previously described (D. Lewandowski, M. Marquis, F. Aumont, A.-C.

Lussier-Morin, M. Raymond, S. Sénéchal, Z. Haima, P. Jolicoeur, L. de Repentïgny,

submitted).
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Statistical anatysis

Differences in oral burdens of C. albicans among groups of mice were determined by

usmg PROC MDOED software (SAS Institute, Cary, NC). Repeated-measurements analysis of

variance with Tukey-Kramer contrast analysis when required was conducted with 2

factors, 1 between (group) and 1 withln (time). Significant interactions (p < 0.05) were

further analyzed, and significant differences (p < 0.05) between group means at fixed

tlines were determined by use of the 2-sample, 2-tafled Student’s t test for independent

samples. The 2-sample, 2-tailed Student’s t test for independent samples was used to

determine differences in peripheral blood and CLN CD8+ T-ceils. Statistical analyses for ail

other data were performed with SPSS Version 11.5 software (SPSS, Chicago, IL) using an

analysis of variance followed by Tukey contrast analysis when necessary. Dïfferences were

considered to be significarit at p <0.05.
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Resuits

Enumeration of peripheraÏ btood leukocytes from CD4C/HIVt Tg mice

Absolute total leukocyte counts were comparable in Tg and non-Tg mice infected or

uuÏnfected with C. aÏbicans, and these total counts did not change significantÏy in each of

the four groups of mice over the course of AIDS-like disease (p > 0.05) (fig. 1). However,

the Tg mice were lymphopenic compared to the non-1g mice throughout AIDS-like disease

(p <0.05) irrespective of infection with C. aÏbicans (p > 0.05), but without progression of

the lymphopenia over time (p > 0.05) (fig. 1). In the non-1g mice, absolute lymphocyte

coants were significantly lower (p <0.05) after oral infection with C. aÏbicans compared to

uninfected controls. In uninfected mice, absolute PMN counts were significantly enhanced

in the Tg compared to the non-1g animals both early and late in AIDS-like dÏsease (p

<0.01) (fig. 1). Oral infection with C. aÏbicans significantly enhanced PMN counts in both

the 1g and non-1g mice (p < 0.05), resuiting in sigrnficantly greater absolute PMNs in

infected 1g compared to infected non-1g mice (p <0.001) (fig. 1). Expression of the 11W-1

transgene and oral infection with C. aÏbicans also independently contributed to a

progressive rise in ckculating monocytes (p < 0.05) over time, while absolute eosinophils

remained unchanged (p > 0.05). laken together, these findings demonstrated that while

lymphopenia is present in these 1g mice, chronic carnage of C. aÏbicans flot only does not

resuit from a quantitative defect in circulating PMNs but In fact stimulates a greater

neutrophil response in the 1g than in non-1g mice.

PMN oxidative burst, phagocytosis and kitting of C. albicans

In comparison to unÏnfected non-1g control mice, the PMN oxidative burst was modestly

but flot sigrnficantly (p > 0.05) increased in infected non-1g and uninfected 1g mice,

demonstrating that C. aÏbicans infection and HIV-1 transgene expression do not
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independently alter the oxidative burst (Fig. 2). However, the oxidative burst of PMNs from

the infected Tg mice was significantly enhanced (p < 0.05) at both 7 and 70 days after

infection compared to the unirifected non-1g control armnaÏs, indicating that transgene

expression and C. atbicans infection together increase the PMN oxidatïve burst.

Accordingly, chromc oral carnage of C. athicans in these CD4C/HIVtA 1g mice was flot

associated with a perturbation in the oxidative capacity of PMNs, but on the contrary

increased the production of these oxidative intermediates.

Phagocytosis of C. albicans blastoconidia by PMNs from infected 1g and non-1g mice as

well as their respective uninfected controls did flot differ significantly (p > 0.05) 7 days

after infection with C. aÏbicans (fig. 3). However, at 70 days after C. athicans infection, the

percentage of PMNs with phagocytosed C. albicans was significantly decreased (p < 0.01)

in the 1g compared to the non-1g mice, but only after 30 min of incubation arid at a higli

effector: target ratio (2:1). In contrast, phagocytosis was sigmficantly enhanced (p < 0.05)

in the 1g compared to the non-1g mice at a low effector: target ratio (1:5) at tins sanie

tue of incubation. Ihe mean fluorescence of PMNs with phagocytosed C. albicans did not

differ significantly (p > 0.05) in these infected or uninfected 1g and non-1g mice,

indicating that numbers of endocytosed C. albicans per cadi phagocytosing PMN were

comparable in the four groups of mice (data not shown).

Killing of C. albicans blastoconidia by PMNs from the 1g mice was modestly reduced (p

< 0.05) in comparison to the non-1g mice, 7 days after infection with C. albicans. At 70

days after infection, however, a trend towards diminished idifing by PMNs from the 1g

mÏce did flot reach statistical significance (p = 0.11).

Depletion ofPMNs in CD4C/HPVh1tA 1g mice

In comparison to treatment with an isotype control antibody, monoclonal antibody
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depletion of circulating PMNs beglimÏrrg on days 20, 45 or 63 after oral infection with C.

albicans did flot significantly alter the level of chronic oral carnage of C. albicans in these

Tg mJce over the resultmg 7-day period of profound neutropema (p > 0.05) (Fig. 4). lii

addition, depletion of PMNs in the non-1g mice did not produce a relapse of oral carnage

of C. albicans, wbich was cleared from the oral cavities of these control mÏce withuri 10

days after oral inoculation ([131, Fig. 4). 1g and non-1g mice assessed after 7 days of

neutropenia showed an absence of systemic dissemmation of C. albicans to deep organs,

except for minimal spread to lungs and liver in two of eight 1g mice with advariced AIDS

like disease assessed 70 days after oral infection with C. albicans, and this depletion of

PMNs did flot modify the burdens of C. aÏbicans in the gastrointestinal tract of the 1g mice

(Table 1). AIl mice survived imtil final assessment seven days after induction of

neutropenia. These resuits demonstrated that PMNs are dispensable for limitiiig C.

atbicans proliferation in the oral mucosa and for preventing systemic dissemination of the

ftmgus in these 1g mice.

Oral carididiasis in CD4C/HIV CD8 KO mice

CD4C/HIVtG CD8 KO 1g mice, CD8 KO mÏce, CD4C/HIV 1g and non-Tg littermates

were infected orally with C. aÏbicans, and burdens were assessed longitudinally by

sampling the oral cavities. After primary infection and throughout the chronic carrier

phase (days 27 to 114 after infection), oral burdens were sigrnfïcantly elevated in CD4C/

HIVtG CD8 KO compared to CD4C/HIVt6 mice (p = 0.01) (Fig. 5). in contrast, C. aÏbicans

was rapidly cleared from oral cavities of both CD8 KO and non-Tg mice immediately after

primary infection (p <0.05, compared to CD4C/HIVttG and CD4C/HIVtG CD8 KO mice).

Augmentation of oral burdens of C. atbicans in CD8 KO mice therefore occurred in

animais winch also express the CD4C/HIV transgene, but not in control mice winch do

not express the transgene. ffiterestingly, sustained enhancement of infection in these

CD4C/HIVt mice was comparable to our previous observations in CD4C/HIVtÂ mice
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[13], indicating that the nef gene is necessary arrd sufficient for persistent candidal

frifection.

In contrast to the oral cavity, burdens of C. albicans in the gastrointestinal tract were

comparable in CD4C/HIVtG and CD4C/HIVtc CD8 KO mice, and the llmited systemic

dissemination of C. albicans in these MutG Tg mice was similar to that previously

observed during the later stage of infection in CD4C/HIVtA 1g mice [131 (Table 2). Taken

together, these results indicated that CD8+ 1-celis directly or indirectly lïmit chromc oral

carnage of C. aÏbicans in these 1g mice.

flow cytometry analysis confirmed the absence of CD8+ 1-ceils in the peripheral blood

and CLNs of CD4C/HIV CD8 KO and CD8 KO mice, and demonstrated a significanit

depletion of tins cd population in the peripheral blood (p <0.05) but its augmentation in

CLNs (p <0.05) of CD4C/HIVtG compared to non-1g mice (Table 3). Interestingly, CD4C/

HWT”” 1g mice heterozygous for the CD8a KO had unaltered CD8+ T-cell frequencies in

penipheral blood (5.1 ± 1.1 [mean ± SD, 5 mice]) and CLNs (33.8 ± 7.8), and no

augmentation of oral burdens of C. aÏbicans in companison to CD4C/HIVtG mice (data flot

shown). The proportions of CLN naive (CD44-/1°, CD62L+) and memory-like (CD44lu,

CD621°/-) CD8+ T-cells were comparable in these CD4C/HIVtG 1g rince and non-1g

animais orafly infected with C. aÏbicans (data not shown), and were similar to those

previously observed in infected CD4C/HIVtA 1g mice (D. Lewandowski, M. Marquis, F.

Aumont, A.-C. Lussier-Morin, M. Raymond, S. Sénéchal, Z. Hanna, P. Jolicoeur, L. de

Repentigny, submitted). CD4+ 1-ceils in the perïpheral blood and CINs of CD4C/HIVtG

and CD4C/HIVtG CD8 KO 1g mice were severely depleted relative to CD8 KO and non-1g

mice (p <0.001), but were augmented in the CLNs of CD8 KO compared to non-1g animais

(p <0.001) (Table 3).
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Discussion

The abiÏity of C. albicans to successfully infect the oral and esophageal epithelium but yet

to rarely disseminate to deep organs of HIV-mfected patients suggest that partially or

completely preserved host defense mechanisms effectively restrict proliferatïon of the

fimgus to the superfïcial mucosa in HW-inSection. Studies conducted iii congenitally

immunodeficient mice with experimental oral or gastrointestinal candidiasis have firmly

established that a defect fr1 the protective Thi CD4÷ T-cell response to C. aÏbicans resuits

m mucosal candidiasis al these sites, but that an added perturbation of PMNs and/or

macrophages is required for systemic dissernination [1,6,7,9,28,29,421. The role of PMNs

in host defense against mucosal and systemÏc candidïasis was thus investigated in Tg

mice expressing HW-1 and which develop an AIDS-like disease [13,25,26]. Absolute

numbers and the oxidative burst of cfrculatÏng PMNs were augmented in the 1g mice and

further amplified by chromc carnage of C. aÏbicans, indicating that these properties of the

PMN response to candidal infection are quantitatively and functionally unimpaÏred in

these Tg mice. Despite a strildng reduction of CD4+ T-cells In the peripherai blood and

CLNs of the Tg mice, profouiid depletion of PMISIs sustained over 7 days did flot

quantitatively alter chronic oral carnage nor lead to systemic dissemination of C. aÏbicans,

except for minimal spread to lungs and liver in two of eiglit 1g mice with advanced AIDS

like disease. Accordingly, PMNs are flot only essentially unimpaired but are also

dispensable for control of mucosal and systemic candidiasis in these Tg mice, despite

their well-charactenized ariti-Candida properties in vivo arid in vitro [12,20,28,29]. In

previous studies, monoclonal antibody depletion of PMNs in both normal [20] arid SCID

[28,291 mice augmented the seventy of oral infection with C. albicans, and resulted in

disseminated candidiasis in the SCD mice [28,29]. However, monoclonal antibody

depletion of PMNs in the normal mice was initiated prïor to self-limited primary infection

with C. aÏbicans [201, characterized by a marked transient influx of neutrophuis to the oral

mucosa [10,191, and did not examine the noie of these celis during chronic carnage in a T-
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ceil-defective host emulatmg oral candidïasis in HW-lnfection. The T- and B-cell defïcient

SCID mice, for their part, differ significantly from the Tg mice by the absence of a humoral

response, and these animais were monoassociated with C. albicans in a germfree

environment [28,29] and were therefore devoid of a protective bacterial flora [301. At the

time of euthanasia, the PMN-depleted Tg mice were heavily and uniformly colonized by C.

aÏbicans throughout the digestive tract, demonstrating that these mice were mdeed

umformly challenged by C. aÏbicans at this portai of entry for systemic dissemination.

Interestingly, a non-protective role of PMNs has also been surmised in women who

received an intravaginal Candida challenge, in whom protection against infection was

noniiiflammatory while symptomatic infection correlated with a vaginal infiltration of

PMNs and a high vaginal C. albicans burden [221.

in several investigations producing conflicting results, the oxidatÏve burst of PMNs from

HIV-infected patients has been found to be unchanged [48], increased [4,16,44] or

decreased [11,33,36,47] compared to patients uninfected with HW. Ukewise, growth

inhibition of C. aÏbicans by PMNs was foi.md to be preserved in HW-infection [81, whfle in

other studies phagocytosis and kifiing of C. atbicans by PMNs were determined to be

either unchanged, impaired or increased [4,17,32,33,44,481. The present findings in the 1g

mice expressing H1V-1 demonstrate an augmentation in absolute numbers and in the

oxidative burst of PMNs. Because the HW-1 transgene is not expressed in PMNs [261, these

changes are most likely the indirect result of altered expression of cytokines with

activating (IfN-y/TNF-a/IL-2) or deactivating (IL-4/W-10) signais to effector phagocytes in

the Tg mice [43]. However, the fungicidal activity of PMNs from the 1g mice remained

unimpafred 70 days after infection with C. albicans despite an enhanced production of the

1h2 cytoldnes IL-4 and IL-10 by CD4+ 1-ceils from these animais late in AIDS-ffke disease

(D. Lewandowsld, M. Marquis, F. Aumont, A.-C. Lussier-Morin, M. Raumond, S. Sénéchal, Z.

Hanna, P. Jolicoeur, and L. de Repentigny, submitted). Both of these cytokines have the

abiity to suppress the candidacidal activity of PMNs from normal and HW-infected
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patients in vitro [47]. The early augmentation of IL-10 in MDS-like disease may have

contributed to the modest decrease in ftmgicidal activity of PMNs from these Tg mice, 7

days after infection with C. aÏbicans. Because the fungicidal acti4ty was decreased whfle

the oxidative burst of PMNs was increased, non-oxidative anticandidal mechanisms of

PMNs may have been perturbed ïn the Tg mice at this early time in AIDS-like disease.

Phagocytosis of C. atbicans yeast oeils by PMNs from the 1g mice was unaltered except at

70 days after infection with C. albicans and after prolonged incubation at a high E:T ratio,

and may also have resulted from the suppressive effect of IL-10.[40] However, PMNs from

the Tg mJce maintained a normal capacity to kil C. aÏbicans at this late stage of AIDS-like

disease, demonstrating that chromc oral candidiasis in these Tg mice cannot be explained

by a functionally significant defect of PMNs against C. atbicans.

Several unes of evidence have suggested a protective role of CD8+ 1-ceils against oral

candidiasis in HW-infection. IL-2 (but flot IFN-y) -activated CD8+ 1-ceils exert direct

growth inhibition against the hyphal form of C. atbicans in vitro [5]. Progressive depletion

of CD8+ T-cells in HW-infection resuits from apoptosis mediated by macrophages through

interaction of HIV gpl2O with chemokine receptor CXCR4 [27]. In addition, nef induces

caspase-8-mediated apoptosis of CD8+ T-cells by upregulatïng DC expression of TNF-a

and FasL [37]. Despite a progressive diminution in absolute numbers, remainÏng CD8÷ 1-

ceils nevertheless successfuily accumulate in the basal epitheilal layer of the oral mucosa

of HW-infected patiens with OPC, demonstrating that these ceils can be actively recruited

to the mucosa in response to candidiasis [34,411. However, CD8+ T-ceils may not be in

proximity to C. aÏbicans hyphae winch are usually confined to the upper layers of the

epithelium [18,38]. Accordingly, the precise role of CD8+ T-ceils in mucosal containment

of C. aÏbicans in HW-infection, either by direct growth inhibition of Candida or more likely

by production of cytokines winch enhance the antimicrobial actMty of macrophages and

PMNs against C. albicans, has so far remained unclear. lmmunohistochemical analysis has

revealed an influx of CD8+ T-cells in the basal layer of the oral epitheium of 1g mice
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orally infected with C. atbicans, both immediately after recovery from primary infection

(M. Marquis arid L. de Repentigny, unpublislied data) and late in the chronic carrier

phase[13], simflar to that observed in HW-infected patients with OPC. In contrast, CD8+ T

ceils were flot detected in uninfected Tg or non-1g mice [13], consistent with their known

exceedingly low frequency in normal murine oral mucosa [10,15]. In addition, ftow

cytometry analysîs demonstrated a sigrnficant augmentation or oral mucosal CD8+ T-cells

in infected 1g compared to unÏnfected non-Tg animais both early and late ïn AIDS-like

disease, again showing that the 1g mice recruit this ceil population to the oral mucosa in

response to candïdaï infection (D. Lewandowsld, M. Marquis, f. Aumont, A.-C. Lussier

Morin, M. Raymond, S. Sénéchal, Z. Haima, P. Jolicoeur, and L. de Repentigny, submitted).

Ibis increase of CD8+ T-cells was also demonstrated in the CLNs of the 1g compared to

the non-1g mice orally liifected with C. albicans. A role for CD8+ T-cells in limiting oral

proliferation of C. albicans was clearly demonstrated by significantly enhanced oral

burdens in CD4C/HIVt° CD8KO mice compared to CD4C/HIVtutG mice throughout the

chronic carrier state, in strildng contrast to the rapid clearance of C. aÏbicans from the oral

cavities of both CD8KO and non-1g mice immediately after primary infection. Therefore,

augmentation of oral burdens of C. aÏbicans in CD8KO mice occurs in mice which also

express the CD4C/HIVtG transgene, but flot in control mice wInch do flot express the

transgene. These results suggest tliat CD8+ T-cells become critical to host defense against

C. aÏbicans only when CD4+ and/or antigen-presenting ceils are perturbed by expression

of the HIV nef gene in CD4C/HIV’ Tg mice [261. In previous investigations, depletion of

CD8+ T-cells in immunocompetent BALB/C or CBA/CaH mice did flot alter the clearance of

primary oral infection with C. albicans [20], and adoptive transfer of naïve CD8+ T-cells to

BALB/C nu/nu oniy resulted in a modest and transient decrease in oral colonization [19].

Ukewise, 2-microglobulin knockout mice, wInch lack major histocompatibiity complex

(MHC) class I expression and are deficient in CD8+ T-cells, were susceptible to systemic

candidiasis of endogenous origlii but showed only superficial arid transient Infection of

tongues and esophagi after monoassociation with C. atbicans [3]. The present results thus
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clearly demonstrate for the first time that CD8+ T-cells participate in host defense against

oral candidiasïs in vivo.
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Figure legends

fig. 1 Q.uantitation of peripheral blood leukocytes m CD4C/HIVM Tg and non-Tg

mice lnfected or uninfected with C. aÏbicans. Biood samples were drawn from

Tg and non-Tg mice at 7 (A), 45 (B) or 70 days (C) after oral infection with C.

aÏbicans, or from miinfected control animais. There were 4 to 6 mice per

determination. Statistically significant differences between groups: , p < 0.05

compared to infected or uninfected non-1g mice; , p < 0.05 compared to

uninfected non-1g mice; , p < 0.01 compared to uninfected non-Tg mice;

p < 0.05 compared to uninfected Tg or non-1g mÏce; p < 0.001

compared to infected non-Tg mice.

fig. 2 Oxidative burst of PMNs from CD4C/HIVtA Tg arid non-Tg mice iiifected or

umnfected with C. atbicans. Blood sampies were drawri from 1g and non-Tg

mice at 7 or 70 days after oral infection with C. athicans, or from uninfected

controi animais. Data represent the mean ± SD of four iridependent

observations, each obtained by pooling the blood of two mÏce. , sigmficantly

different from uninfected non-1g mice (p <0.05).

fig. 3 Phagocytosis and kilhing of C. albicans blastocomdïa by PMNs from CD4C/

HIVutÂ 1g and non-1g mice infected or umnfected with C. aÏbicans. Blood

samples were obtained from 1g or non-1g mice at 7 or 70 days after oral

infection with C. aÏbicans, or from uninfected controi animais. Analysis was

performed at the indicated PMN: blastocomdia ratios. Data represent the mean

± SD of 3 to 9 independent observations, each obtarned by pooling the blood

of 4-10 mice. , p <0.05 compared to non-1g mice.

fig. 4 Oral burdens of C. atbicans and absoiute circuiating PMNs in CD4C/HIVM 1g
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mice treated with RB6-8C5 monoclonal aritibody (red unes) or isotype control

actïvity (blue unes). Control non-Tg rnice (green unes) were treated with

RB6-8C5 monoclonal activity. Beguming on days 20 (A), 45 (B) or 63 (C) after

oral infection with C. atbicans, each group of mice received its respective

treatment every two days until euthaiiasia 7 days later. Data represent the

mean ± SD of 6 to 7 mice in each group.

fig. 5 CD4C/HIV CD8 knockout (KO) Tg mice (red une), CD8 KO mice (green une),

CD4C/HIVtG Tg (blue lime) and non-Tg littermates (orange une) were hifected

intra-orally witli 108 CFU of C. aÏbicans, arid burdens were assessed

longitudinally by sampling the oral cavity. Data represent the mean ± SU of 6,

6, 10 and 14 mice in each of these four groups, respectively.



L
eu

ko
cy

te
s/

in
rn

3
of

bl
oo

d
(x

II
I3

)
(m

ea
n

±
SI

))
—

I
I

_
_
_

I

*
*

*

::
E

::
::

::
::

::
—

l

::
::

::
—

*
*
*

*

o

L
eu

ko
cy

te
s/

m
m

3
of

bl
oo

d
(x

iI)
3)

(m
ea

n
±

SI
))

=

o

r

t

r

*
*
*

—
I

::
::

::
z
:—

*
*

*
*

— H

t t t -t t n t t

L
eu

ko
cy

te
s/

m
m

3
of

bl
oo

d
(x

iI)
3)

(m
ea

n
±

SI
))

I
I

r z
::

::
:E

—
*
*

*

*
*

:
:
:
—

i

Z
Z

-
i
-
I



191

7d

70d

6

H’ ‘ ‘Ï ‘ï
Non-Tg, Non-Tg. Tg. Tg,

urnnfected infected uninfected infected

Groups ofmice

figure 2



Q

%
of

PM
N

s
w

it
h

p
h

ag
o

cy
to

se
d

C
.a

lb
ic

an
s

-I 3 3

¾
ki

ll
ed

C
.a

ib
ic

an
s

I’
,

‘
o

e
o

e
e

Ç
.j

o
z

%
ki

ll
ed

C
.a

ib
ic

an
s

%
of

PM
N

s
w

it
h

p
h

ag
o

cy
to

se
d

C
.a

lb
ic

an
s

-I 3 CD 3

“
J



ct
u

C
.

at
bi

ca
ns

rc
cc

)v
er

cd

(x
1O

)
(m

ea
n

±
SD

)

cf
u

C.
al

bi
ca

ns
re

co
vc

re
d

(x
1
0
3
)(

m
ea

n
±

S
D

)

o

C

cf
u

C.
al

bi
ca

ns
re

co
ve

re
d

(x
1
0
3
)(

m
ea

n
±

S
D

)

o
o

E n (t n C n n

E
E

(t
(t

n
n

(t
(t

n
n

n
n

PM
N

sf
m

m
3

0
f

bl
on

d

(x
10

’)
(m

ea
n

I
SD

)

P
M

N
s/

m
m

3
of

bl
on

d
(x

1
0
)

(m
ea

n
I

SD
)

)
‘f

—

P
M

N
s/

m
m

3
of

bl
on

d

(x
1
0
)

(m
ea

n
I

SD
)

p
p

-

9
0

9



C

—
L),

194

10 15 20

lime after infection (days)

25 30

60 70 80 90 100 110

lime after infection (days)

figure 5



195

Article 3

Immunopathogenesis of Oropharyngeal Candidiasis in Human

Immunodeficiency Virus Infection

article publié dans le Ctinical Microbiotogy Reviews

Contributions

Louis de Repentigny: Introduction, Chapitre 1, 5, Conclusion et correction des chapitres 2,

3 et 4

Daiiie Lewaridowski: Chapitres 2, 3, 4 et adaptation des figures

Paul Jolicoeur: Chapitre 5



CUNIQAL MlCttOBtOtOGY Rsvivws. Oct. 2004. p. 720—759
0093-8512,U4/$08.OOE+tt DOl: ltLll2HCMR.t7.4.729—?59.2004
Copyright © 2004, Arnerican Society for Microhiotogy. Alt Rights Reserved.

Vol. t?. No. 4

Tmmunopathogenesis of Orophaiyngeal Candidiasis in Human
Irnrnunodeficiency Virus Infection

Louis de Repentigny,t2 Daniel Lewandowski.t and Paul Jolicoeur’

Dcparlntenl ,f 31icr01)iolOgt and Intntun,)k’1, fc,cullv o] Mcctici,te, U,tircra,Iv of Mc’,tircaf .Çai,tlc—Ju.sti,te
lkopitaf and LaboratortoJ ,Oltdecular Bio!ogv. Clinical Rc’search 1,olift,te ut Montreal.

3loptlrca!, Ouchec, Canada

196

OROPHARYNGEAL AM) ESOPHAGEAL CANDIDLSES IN THE SETfING 0F 111V INfECTION 730
Clinical Features and Pathology 730
Epideminlogy 731
Correlatmon with Progression ut 111V Infection 732
Impact of Antiretroviral Therapy 732

HISTOLOGY 0F THE ORAL MUCOSA 732
ALTERATIONS IN MECHANISMS 0F ORAL INNATE RESISTANCE TO f .jLffl(J4J.,FS IN 111V

INFECTION 733
ORAL MUCOSAL IMMUNE SYSTEM AM) 11051 DEFENSES AGAINSI C. ALBÎCANS 735

Ceils with Immune Potential in the Oral Mucosa 735
Ltmphnid ceils 735
Langerhans’ relis 735
Keratinocvtes 736
Macrophages and PMNs 737

Mcclmnisms of Proteclive Celinlar lmmunih tu C. athicons in the Oral Murant 738
PATIIOGENESIS 0F OROPHARYNGEAL AND ESOPHAGEAL CANDIDIASES IN 111V/AIDS 739

Evidenee Implicating C. aihicans Virulence Factura 739
Perturbed Mucosal Immune Defeuse Mechauisms against C. albicans in HIV-Infected Patients 730

Humoral immune respouse 730
Cellular immune response 731

.4IDS-Like Disease in Transgenic Mire Expressing HJV-1 742
Structure and expression or 11W-l in CD4C[HW Tg mice 742
Clinical ami patimological features of MDS.Iike discase in CD3C!IHV Tg mice 743

îl Kitlnevs 743
(ii) Lungs 747
‘iii) Heari 717
(iv) Bune 748

Immune detecis in CD4C!HIV 1g mire 748
(j) Thymus 748
(iii Peripheral lymphoid organs 748
(iii) CD4* T cells 748
(iv) CD8 T celis 748
(y) B relis 748
(vit Macrophages 749
lviii Dendritic relis 749

Oroesmiphageai Candidiasis in CD4C!IIIV Transgenic Mice: a New Tool Tu Study Pathogenesis 739
FUTURE DIRECTIONS A.ND CONCLtISION 749
ACKNOWLEDGMENTS 750
REFERENCES - 750

INTRODUCTION

Oropharvngent candidiasis (OPC) is the must frequent op.
portunistic fungal infectton among human ttnmttnodeflciency
virus (HIV)-infcctcd paticnts, and il has bccn estimated that

Corresponding author. Mailing address: Departrnent 01 Microbi
ology and tmmunotogy, Satntc.]ustine Hospital asd Univcrsity of
Montreal, 3175 Côte Sainte-Cutherine. Montreal. Quehec H3T 1C5.
Canada. Phone: (514) 345-4643. fa.s: (514) 345—1860.

more titan 90° ut HIV-infected patients dcvelup this often

debihtating infection n tome lime during progression of their

disease (374. 375). Althottgh the incidence ut OPE in 111V

infection has heen siguilicantly redueed siuce the introdttction

ut highly active antiretroviral lherapy (HAART) (210), it re—

mains u commun opportuttistic infection in IIIV-infected pa

tients. Clinicaltv, OPC itt HIV infection hua hecn chtssificd as

exhihiling pseudomembrattotis and ervthematous variants. or

antaular cheililis (2t. The pseudotnembranous form ut MIV

associated OI’C is characterized hy the presence of muttifocal

729
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smooth whitc papular lesions ihat can ususlly lie rubbed awav.

leavin s red surface, and surface pseuduhvphae can be rcsdily
detected. The ert’themstous forai of OPC tvpicsllv prèSents as
diffuse and multiple foci of macular erythems invulving thc

palate. oropharynx. buccal mucosa, and dorsal longue, but
hyphae are frequently absent. 0l’C is frequently complieated
hy esophageai candidiasis, which may limit foud eonsumption
sud lead to weight loss, threatening the generai healtb md

wcll-hein ut HIV-infcctcd patients (425. Furthcrmorc. clin

ical and in vitro resistance to amifungal azoles frequentlv oc

curs in OFC when CD4’ ccli counts fali w <200 cells/mm3 of

blooci, eithcr hy selection oc acquisition ut resistant strains of

Cundida ulbicana or hy infection with inhcrcntly resistani spe—
des ut (‘undidu other than C. albicuns (273. 332, 343. 344. 354.

380. 415). 0f added concern, the full potential impact of an

rirciroviral thcrapy un tIse ability tu reconatitute hmnunity (W,
21. 22. 55. 111.292,323.324.365) and theretore to reduce the

incidence of OPC sud esophsgeal candidiasis (67. 65. 470) lias

been hampeced (3ti2, 429) by suboptimal adherenec (235. 441,

443), tuxicity (125), sud resistance (316, 337) to antiretrovirals,

as well as the limited availshihty of these treatments in devel

oping countries where must HIV-infeeted patients reside

(1041.
The icading cause tif candidiasis. C. albicuns. ts an imperfect

diptoid dimurphie fungus that rcsidcs as a commensal ut thc
mucusac sud the gastwintestinal tract. lntrsorai C ulhhuns is
fuund in —40’% ut bealthy humans (16). Howcver, colonizatiun
oflen leads tu opportunistic mucosal or lifc-threatening deep
organ infection in immunueompromised hotu. Invasion of the
humas gastrointestinal mucosa hy C. albicans snd its passe ge

aeross the howel mali into the hloodsrream ta an important
portaI of enteS for tins opportunistic pathogen into tlte neu—
tropenic busc leading tu svstemic or disseminated candidiasis
(114, 451). Hematugenoua candidiasis is s frequent complica

tion in the treatmetst ut patients mOb scute leukemia (2. 278).
In contrasL Candides fungemia is infrequent in HIV-infectcd
patients and is confined inainly 10 the late stage ut 1-11V infec

tion (247. 333, 438).
The predisposition fur OPC and esophageal candidiasis

among HIV-infcctcd patients. initiallv attributed tu T-ecu im
paiement. is enigitiatic (72. 74. 240, 446). Colonisation ut oral
mucosal surfaces sud symptumatic discasc are cioscly corre
lated with the development sud progression ut the cellular
immunodelicieney ut 111V infection (230.311, 4141. However.
heeause C’und(du colonisation ut inc keratinneyte surface oc-
cura withuut invasion of tise suhmucu.sa. tise occurrence ut this
stiperficied fungal disease in s T-ccll-puor environment lias not
heen adequstely explained. TIse onset ut lesions depends on
smbalances benveen Cizndida virulence attnhuics snd progres

siveiy impaircd host mucosai dcfcnses in inc sequential devcl

optuent uf i-11V infection, but the exact patliwavs leading tu
this imhalsnce are still unclear. Tise enhsnced risk of OPC sud
esopliageal candidiasis in HIV infection statsds in striking con

trast 10 tise unenhauced incidence 0f vaginal candidiasis in
HIV—intccted svomen (255, 389). indicating that mucusal int—
mune defense mcclsanisms aitd:or their perturbations wltich
favur candidiasis in HIV infection are anatomically compsrt—
mentalized (158.

J9,
250).

Cux. MiCituisoL. Ras.

A large body of work conducted with expersmentally in
fccted intact or congenitslly immunodeficient mice lias pro
vided s toundatiun toc undcrstsnding tise critical rsilcs ut TIti
CD4 T cclls. CDX T cells. ‘yll T relis, macrophages, and
polymorphonuclcar Icukocytes (PMN5) in host dc[ensc against
mucosal and systemie eandidissis (10, 29, 149, 150, 213, 446).
The results of thesc investigations indicatcd that protection
against mucosal candidiasis invulves the recruitment sud inter
active collaboration of scierai cdl populations whicls. togethcr.
can prevent invasion ut mucosai suifaces by C albicana n tise
normal liost. It la thus evident that multiple. radier tissu single,
dcfecls in hust dctensc meehsuisms putentiallv unclerlie mu
casaI csndidiaais in l-11V—infection.

In this review, tise salient clinieal features tif OPC sitU
esuphagesi candidiasis are conelated with mucosal immune
dcfensc mechanisms againsu C. ulbicans and their perturba
tiotss in 1-11V infection. We also deseribc hum s novel expcri

mental nsodel ut uruesophaeal eandjdiasis in transgenie (Tg)
mice expressing HW sud developing an ÀIDS-like disease

1116. 363) dan lie used as u nesv anti puwerful litai tu iitvcsti

gaie critieal issues regarding innate sitU acquircd itistnunity at
tlie level of tise oral and esophageal mucosa.

OROPHARYNGEAL AND ESOPHAGEAL CANWDIASES
IN ‘filE SETFING 0F Hl’ INFECTION

Ciinical Features and PathoIu

Tise pseudumembranous sud crythematous variants ut OPC
rcprescnt tise must commun clinical presentations ut mueusal
candidissis associsted with HI V-infection (12). Furtlier ehnical
variatits include angular eheilitis (12). exfoliative elseilitis

(360). and (‘usidida-assuetsted palatal papiliam hvperpiasia
(359). Recugnition ut these speeifie totms of oral esutdidiasis in
HIV-ùstected patients us faeilitated hy utilizing estethlished clin

ical diagnostic critcria 112. 176). Symptomt nsay include hsirn

itsg pain. altcred tsste sensatiots. sud diffleuit sivaulowing lit1-
nids sud solids (155). The pseudomembranous form dan lie

easily diagnosed hy demonstrating the presence of candidsl
veast sud pseuduhyphae un met mounts or staincd smeara uf

material ubtained hy swabhissg tise lcsiotss and is coislirmed liv

isulatinis ut Ctindjda speeies on culture, lis die crythematous
hmm. however. the sparse presence ut Lluidicla attise mucossi
surface &cqucistlv requires a biopsv anti periudic aciil-Selsiif
stsining tu eatsbuisls a furnial diagnusis.

Al least 75% ut l-llV-inteeted patients with OPC Isave con

current AIDS-sssuciated (70a) esophageal candidiasis (263)

conlirmed ht histopatlsology ut [dopas matcrial obtaitted ai

endoscopie exaissinatiuts (355). Wlsiie 3tt tu 43% of tlscsc vii

ticnts muy nul have svmptoms of esophasesl involvement. s
majoritu have symptoms ineluding dysphagis and odynophagia

(80, 426). For this reason, tise eombntstion of OPC sud these

synspioms ut esoplsasitis is lsighsiy predictivc cf esopisageal

involvement, and tisese patients eau receive empiriesl antifun

gal uherapy without confirmation of the diagnosis hy enduscsspy
(15, 349. 425). Huwcvcr. patients svhu 00 tu rcspund tu cmii—

fuisgal treaiment rcquire esophageai hiopsy tu asscss the pos

sihulity cf azoie-resistant Cinsdida. other upportutiistic patho

getss including herpes simplex virus and cytumegslos’inss.and
lymphoma tsr Kapusi’s sarcoma.

1.97
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Because procuremcnl of oral tissue samplcs is restrieted for
ethical reasens (358), enly a limited number of studies have
bern conducted to determine 16e histopathologic and ultra-
structural features of OPC in HIV infection (147, 357.358,
367). In erythemateus candidiasis. Candida hvphar are few

while hlivstoconidia mav 6e found on an atrophie epithelial
surface. In contrast, hvphae are numerous and extcnd mb die
apluotta cdl layer in pseudomemhranous candidiasis. accom
panied hy parakeratosis. seanthesis, and spongbosis of the in—
fccted superficial epithelium (3571. 0f interest. hvphac have
bren ohserved to penetrate through interceliular spaces. sug—
gesting that (%:ndida can engage in thigmotropiam (contact
guidaneci. a phetiomenon cummoniv seen in plant fungi and
also reeognized in C albicuns in vitro (3931. In soute cases.
hyphae arc accu te traverse spinous cells auJ display appres
soria-like appendages al titeir extremities, another cabmen
feature in plant fungi which enhances the strengtls of attach—
ment of 16e exploring fungal tip (357). Intercellular pendra
tian of hyphae is also faeilitated by the detachrnent of epithe
liai ccli desmosomes. presumahlv h C albicans secretory
aspartyl proteittases (SAPa) and/or phospholipase (357). This
partieular feature is also observed in non-I-IIV-infected pa
tients with OPC (294). In addition 10 16e marked Cofltrast in
penetratioti of tise epitltelium by C’. ulbicans itt pseudometit
branotis sud ervthcmatous etudidiasis. thesc two forma of
OPC are distinguished hy 16e nature and ntcnaity of 16e mu
cosal inflammatory cdl response (147, 357. 358. 367). Thc
ervthctnatous foem in boUt I IIV—infected and uninfected pa—
tietits 15 characterized 6v ahundant neutrophulic microahccsscs
in the parakeratin layer of the epithelium. whiic mieroabecsaes
are rarel found in pseudotnernhranous eandicliasis. even un
dcrneath foci of extensive hyphal colonization of bite parakera
tin layer 1147. 358, 3671. Indred. some FUV-infeetcd patients
avilit pseudomembranous candtdtasis have aimant no epithelial
ittflammatory response (147. 357). In both cihtical forma. how
ever, an atitindant mottottuclear ccli response is ohsen’ed itt
the suhmucosa with no signiheant differcnce betaveen 141V-
ittfected and -uninfected patients with thr exception of an
etihanced infiltration iii I-II V-infected comptued 10 HlV-ttnin—
fected patienta with pseudomembranous candidiasis. immuno
histochemical attaiysis bas demonstrated that lIte inflammatorv
response in hotls forma of OPC consists predominantly of
CDS’ T celis and CDIa Ltngerhans ccliv (367). The mech
anisms which govern the more intense ittflamm:ttoty response
in erythematous comparcd to pseudotnemhranous candidiasis
remain unknosvn but are prohahly independent cif HIV infec
lion and its pronressiacis sintcc titese clifferences are aiso oh—
served in patients who are flot infected with 141V (147).

Epideinioluigy

Fhe deveiopment of moiecular hioiogy—hased methods for
diseriminatiitg Caitdida strains (121) bas provided a vital boul
te determine the reiaticinships 6eveen progression 0f 141V
infection: acquisition. ittaintenancC. and elonality of cirai can—
didal populations: and selcction of resistatit C alhicans or
nen-albicans species cf C’andùla following sustained treatmcnt
with antifungal azoles. Using these methods. a numher 0f lon
gitudinal studies have hccn condueted with HlV-infccted pa
tients to prospectively examine tise molectular epidemiologv of

eceurrcutt OPC (32. 246. 344. 354.380. 445). The majority of
patients (771e 10(1%) with OPC are infected with C. ulbkans.
whiie 16e remaining patients are infected with one or more
non- ttlbicuita species 0f (%tndiclu. eitluer alone or in combina-
tien with C all’icuu.c (32. 246. 344. 354, 380. 4451. A diversib’ cf
non—u!hicans speeies cf Candida are found. ineluding C’andida
iropicalis. Cundida pis rujssilcasis, Cundidu gttillcnncndii. C’unditlu
glabrata. md C’a,utidu dubltnicnsis. liciwever. antong titese spe
cies enly C dublhticnsis has heen spzcificallv associated with
and recognized as tltc sole cause of OPC in 141V infection (88.
246, 29(1. 386.422.445). Analysis cf seriai isolates lias revealed
that threugheut each episodc cf OPC. the majcsrity tif patients
are infected with a unique strain of C. ctlbiea,ts. eriginally
present iv a commensal cf the oraii cavitv 32. 246. 2ti9. 445). In
a minant’, of patients. other patrcrns tif rccurrenee are found,
mncluding str:titt rcplacetttcnt with a ncw gettotype cf C. ail’!
cuits auJ species repiacement avith non-ailcicans species cf
Candida (344, 354, 38(1, 4451. Fiuconazole resiatance may occur
through acquisition cf a ncw rcsistant genotvpe cf C. albititns
or hy development of resistanee tn a previously susceptible
strain (380). Surprisintgiy, C. ulbicans straitis colotiizing Hl\1-
infected patients prior 10 die first episode of OPC and anti
fungal therapv exhihit an inereased frequencv of phenotypic
ssvitchiutg wltich iticreases lite proportion of phenotypes in lite
coiotuzitsg pccpitlation which are resisttcttt 10 Duconazole (444).
After the tirai Ol’C episodr, risk factor.a fcw thc emergence cf
rccurrent OPC caused by fltteonazoie-resistaitt C. alhicuns in
chtcle losver (‘1)4’ ccii eoctnts, a gretiter ntumher of treated
episodes of OPC, and a greatcr duration of pdtr fluconazolc
treatunent (156. 273). Aithough coionizatiott with azoie-resis
tant C. glabrara increases after treatment with fiuconazele
(402) it is rarely if ever isoiated as the sole cause cf recurrcnt
OPC (159, 273. 381). 445). In vitro resistance tri fittronazole is
strongiy correiatcd aviilu clinicai fatiure of fluccinazole treat—
ment cf OPC in HIV-infec[cd patients (273. 354. 380) attd
faiicure 10 respottd ut’ ilueonazole therapy in experimental OFC
and csophageai candidiasis (450). The moiecular mcchanisms
of resistatice ta azoie auslifungais in C. aihicana atrains isoiated
from HIV—itsfeeted patients are multifacforial. with a predetn—
inancc cf overexpression of genes (MDItI antI (Dî?) encodtng
cifiux pumps. detected in 85% cf ail resistant isolates (332).
Aiterations itt the gene encoding the target lanesterol 14—n-
demethylase enzyme. inciuding functional amine acid suhsti
tutiotts auJ everesprcssion of die gette that encodes lIte en-
came (ERG!?). are dcteeled in 65 and 35’3 ot 16e resistatit
isciates. respective)) (332). Overail, multiple mechautisms cf
resistauucc are combintcd in 75% 0f the isolates dispisyittg high
icvel flucenazoie tesistance (332). .Aithough azole-resistant C’.
uihicana strains usuallv remain confined ta a single patient avtth
HW infection md OPC. the ptcteuttial for tracsnsission of re—
sistatit isogcnic strains of C aihicans among couples (33. 33(1)
and family menthers ineluding cltildren (31)11 lias bern eieariy
estahlished,

Although HIV-infected women ma)’ develop hoth OPC auJ
vaginal candidïasis, tite risk cf OPC alone is enhanced hy
141V-infection (255. 389). Moiccular typing of C aihicans col
ertizing HIV-intected women revealed thal concurrent oral
and vaginal isolates were in ail cases dissimilar, suggesting that
the dominant strains of C. ulhic’ans coionizing these differcnt
msucosai sites are distinct (102). These ditferences may indicate
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an ahiiitv ut specific genotypes ut C alhiruns tu colonize dit
ferent ecological niches or mas remIt bom interhunian trans
mission 0f diffrcnt genotypes in separate mucosai sites.

Correlation ishut Progression of 111V Infection

OPC anti esophageai candidiasis ean uceur al any lime dur
ing lite course of 111V inlection. including primarv 111V infec
tion (82, 3301. the chronic asymptomatic phase anti overt AIDS
(1, 80. 152. 177. 237. 277, 285. 329, 366, 399). Dnnn thc
chronic asviuptomatic phase, hoth ervihematous anti pscudo
menthranous candidiases are predictive of progressive immu—
nodeiiciency anti unset ut MDS. hsdependently of Éhe CD4
ccli count (129. 224. 23(1.311). Oral burdcns of C. u/birans are
augmented in III V—infected patients even prior tu the first
episude of OPC (439. 445, 4671, and the intensity ut carnage
inercases signiflcantly in thc progression from asymptomatic
candida carrier tu an episode ot OPC (445). These observa
tions indicule that normal defenses against Candicla arc per
turhed earlv in (lie progression 0f 111V infection hefure any
tnarked dcplelion of CD4 eells bas oceurreci. However. tltc
prevalence cil the pseudomembranous fonit of O1’C (152, 237.
277, 285. 329. 445) anti esophageal eandidiasis (1) increases
dramatieally in advanccd 111V disease associatcd with CD4
ccli eounts of <200mm3. svhile eruthematous candidiasis anti
angular cheilitis arc less slrongly associated with laIe disease
(152, 329, 366). The association otlosver CD4” ccli cmtnts anti
O1’C bas alstt heen estahlishcd in HIV-infectcd womcn (177,
389) anti chultiren (801. Highcr 111V RNA burdens are alto
tssociated with an enhanced risli of OPC and esophageal can
didiasis (I, 53. 277, 329) anti tnvcrsety corrclated with CD4
ccli concIs. cspceiallv in the absence cf treatmettt with
HAART. Oucrali. these finduitgs suggest that whule depletion
of CD4 ceils hehiw u cnitical thresholti ctf 2(10 cells/mm3 most
ottcn triggcrs the omet of OPC and esophageal candidiasis.
otiter as yet uitideittified perturbations et mucosal immunilv
against Candidu appear eanly duning the progression cf HIV
infection.

Impaca of Antiretrovirul Thcrapy

‘flic introduction iii 191%i ot HAART ineluding protease in
hihisom dramaticallu reduced the prevalence of O1’C (17. 68, 127.
280) anti esopisageal candidiasis (120. 207. 222) itt HIV-infected
patients. Oser s pcniod et 12 montha after starting antiretrosiral
treatment ineluding a prcttease inhihitctr, significant de-creases
were touttd in the prevalenee cf OPC ([rom 30—56% to 1—9%)
(17, 68. 127. 280). the tmmher of relapses of OPC (127), the rate
ot asymptomafle oral cardage ut C albican.s (280). anti oral can
tiidal burdcns (17). An equtdly striinng diminution in the inci
dence of C’andida esopltanitis rimgùtg from 29 to 4281 occurreti
duning the penitid frttm 191)6 te 1998 compared with thc first hait
ut lite decadc (pre-HAART) (120, 207. 222). A comparable de
cime in the incidence cf esopltageal candidituis lias been observed
in HIV-htfected children since flic intrecluction of 1iA.ART (222).

The mechanisms underlying lite tiramatic Intpaet of
F1ÀART on lite incidence et OPC anti esophageal candidiasis
have reeeiued close attention (1)). 17. 11. 39. n7. 68, 127. 292)
anti prctvidc vaiuahlc insights into underutanding the perturba
flotta 0f titucosai detcnse tnechanisnts agaitttt C tiltscns in
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I-11V-infection. Several observatiotis intilicate tuai inereases in
CD4 ccli concIs in response te HAART cunfer immunologie
reconstitution anti a decreascd incidence of oppctrlunisnc in
tcctions. Episodes of OPC anti esophageai candidiasis Iltat
contittue to oecur despite fIAART liavc donc so ai iosv CD4’
ccli counts. anti patients whuse CD4 ccli counts itave in
ercased in respctnsc Ic) HAART arc al ictsver nisk (17, 127. 221
280). establishing a correiation betweeit CD4 ccli recouerv
anti s decreased incidence ut mucosal candidiasis. A three
phase T-ecu nceonstilution bas hcen demnnstraied after
HAART. wilh an eanly risc in lite itumiter of mentors CD1’
cells, ait intproved CD4 - ccli reactivip tu recall tinligens. and
a laIe risc in lite nnmher of naive CD4 eells (21. 22, 292). In
addition. proliferalive respottscs te lite mitogen phylelicntag
glulinin deveiop in the majunity cf patiettis itt whom responses
were absent al haseline (10. 292). atid lhere is increasing in
tcrlcukin-2 lIL-2), IL-12, anti IL—1f) producliott (10). Il could
theretore be liypotltesized titat HAAR’f reduces the incidence
ut ntucosal candidiasis bu reconstituting tielayed-type hyper
scnsiflvilv to C albicans anligens anti a protective mucosal 1h
rcspctnsc tu C allncans (42, 70, 211) and rectitying tlie sltift te
a nctnprotective ‘fh2 response resuiling (rom HIV infection
(63). Flowever, in cotttrasl 10 lite freqsienl recoucry ot u pro
lifcratis’e rcsponsc tu phytohemtigglttiinin, treal ment svitli
HAAW1’ results oniy in laIe anti incttnsistent recovety ot anti
candidai cellular imtttunity. as assessed cither by skiit test ne
activity for deiayed-svpe liypersensiflvilx’ or hy u peoliferative
responsc le C. alliica,ts antigens (17. m7, 68, 292). Thesc find
ittga. asxociated with site resulution of refraetorv OPC in some
HAART-treateti patients sveii hefore tite recouery ut CD1”
ccli estunts anti response tu Ca,idida aniigens (67, oS) indicate
Ébat lIte decreased incidence ot OPC in patients reccieing
I i.AART caitnot tic fulls accotinted ftir hv reconstitutïon cf
C’andida eeil-metiiated immunity (7. (di). Indeed. decrease ut
the virai 1usd atter f[AARI therapy (1(11 may aiso ameliorate
mucosal cantiidiasis by eorrecting u tiusfnncsion ot tteutrophils
induced hy 141V enveiope glycuprotein gpll (143. 168. 454) or
1w incrcasing the ncutrophui eouiO in H1V-inteeted patients
wilh netitrupenia (127. 471). Evidencc bas aiso heeit presented
litat i-1ÀART has an eariy. imniune reconstitulion-indepen
dent inhibiloty efidel un C allueatis Saps in thc oral cavities tif

HIV-inlected patients (1i7(, anti titat fI1V ptotcasc inhihitors
attenuate atiherence cf C. alhk-ans tu epitltetiai ceils in vitrct
(39), It lias beem shosvn that C. a/)iicatis strains front HIV—
infected patients with OPC have inereascd expression of Sapa
(107. 321). possibiy enitanced by 111V envelope gplôO anti
gp4l binding te C. ulbirans (1801. TIicrfore. inhibition of C
albicans Saps 1w 1-11V protease inhutitors tnav aiso contnibtite
10 the amelioralictn cf OPC anti esopitageal caittiidiasis in
H1V-infeetcti patients treateti with HAART.

HISTOLOGY 0F 111E ORAL MUCOSA

lite oral mitcosa itas itistologicai fealures in commun witli
the mental anti esophageal mucosas, meluding a superficiat
slratificd squamous epilitelium anti an untierlyhtg lamina prt).
pria ot dense eullacenous cottitective tisstie. separaleti 1w a
basai mcmhraite. 1-Iowever, tite ittucosa of lite cirai cavitv varies
in cclIular layer composition. tiepcntiine on the position anti
tunctien (i45. 369. 108). lite iining mueosa. iiicluduitg that

1.99
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found on the cheeks. floor of tOc issouth, underside of the

tongue. and soft palate. represents hlJ% of the surface area of

the oral mucosa. The stratifled squamous cpithelium in these

area.s contains a germinatitsg laver Istratum basale) overlying

thc basal membrane. a spinous layer (stratum spinosum). and

s superficial granular laver (stratum granulosum) and la gen

erally nonkcratinized and thcrcfore similar 10 lite esophageal

cpithclium. ‘flic ceils undergo structural ditfcrentiation as they

migrate from tOc stratum basale to the epithelial surface (400).

lite masticatory mucosa. found on lite gingiva and hard palate.

represents 25% ot the surtace arca of the oral mucosa and lias

an additional keratinized or parakeratinized surface layer re

sembling that of the skin but lacking s stratum lucidum (145.

369). lite specializcd stratifled squamous epithelium of the

dorsum of tOc longue (15% of lite surface ares of tOc oral

mucosa) contains ahusidant lingual papillae differentiated loto

four different types: ffiiform. fungifonn, circumvallate, aitd fo
haie. The outer surface of lite papillac is covered by keratin

ized epithelium and tOus rcsemNcs tOc hard palate. while the

interpapiflary region 15 covered hy nonkeratinieed epiihehium

sirnihar te that of lite listing mucosa (388). lite oral epithelium

thus varies in the degrec of keratinization. cornification, and

orihokeratinous and parskeratinous layer thiekness found in

areas (gingiva. hard palate. and dorsal surface of the tonguel

whcre frictional forces created bv hiting, chesving. or move—

ment of foocl occur.Althouuh tise thickisess of tise humais oral

stratifled squamous epitheitim shows regionai variation rang

ing frcsm 190 4(1 (cm (floor csf tise mOuth) 10 580 ± 90 pan

(checks) (388). lite width of tise epithehum il three to flue

tintes iess in the flouse oral mucosa at eacis site (197).

Kcrarinocytc proliferation w stimulated hy epidermal growth

factor, transforming growth factor n. plateiet-derivcd grosvth

fsctor. and IL-1 (408). Tise sssitch bctwcen prohifcration and

differcntistion s modulatcd hy extracellular calcium, phorbot

esters, retinoic acid, snd vitamin lJ (4081. ‘lo ensure s 4- te

20-day mcdisn turnover lime of oral epithehiai relis (408), tOc

kcratmocytcs attacitcd te tise basai membrane iose mtegnn

expression. leadirg te progressive morphologie changes durins

migration te the mucosal surface (408). Interestingly. tise turn

over limes of mouse patate and ciscek epithehia arc slightiy

shorter titan litai of longue epithelium, ane] the tintes [or ail ol

tisese tissues are threefold that for epidermis (197). Keratino—

cytes are iinked hy desmosomes. which increase in nuinher

froiss tltc basal te lite supcrhicial layer of tise epitltehum. ami by

nexus-like (gapl juiscriotis 1380,3921. Polygonal and more flst

sened. upwardly migrating ceils discitarge the contents 0f mcm

brane-coating granules bu an exocrine proress into tise inter

ceiluiae space, fornsistg broad hpid laittellae costtaining

cersnsides and sseyiceransides whicis serve as s pernseahility

harrier in tise keratinized stratihied squamous epithehum (399,

408. 455). In nonkeratinized epitisehium, interceflular hpid is

nonlameflar, contains sstainly ehoiesterol and glvcosphùigolip

ïds but iso scylceeamides and onlv sasati atssounts of ceramide.

and provides a less efficient permeahilin’ harrier (399, 408.
455). Continuous desquamation of surface keratinocyles of tise

oral cpithchiurn plays a pivotai role in tssaintainhsg a hcalth

oral mstcoss anti in linsiting csndidal colonizstion and infection

(370).
in scvcral regions of tise oral cavitu, thcrc are nodules of

tvmphoid tissue consisting of crypts formcd bv invagination of

tise epithehium 1mo tise lamina propria. Titese areas are exten

siveiy inflitrated hy lymphocytes. which phay an important role

in host defense sgainst oral infections.

ALTERATIONS IN MECHÂNISMS 0E ORAL INNATE

RES1STANCE TO C. ALBICA.VS iN 111V INfECTION

lite skin and mucosai tissues rcprescnt tOc primary portai of

entry for opportunistic psthogens, leading 10 life-hisreatening

systemic dissemination in the immunoeompromtscd host. ht

tOc nornsai lsost, Isowever, ses’eral rcdundattt iissntunologtcal

aisd nonimmunologicai defense nsechanisms directly himit tise

protiferation of pathogenic mscroorganssms. tOus reducing tOc

burden oh orgastisms avsilabie for bindutsg te potcntial attach

mcm sites. In the oral cavity, lite flow assd composition of saliva

estahlish s dvnansie equihibriuns hetween C albica,ss (361) anti

other members cf tise commensal microhiota, preventing tIse

establishment of oral csisdidiasis in tOc normal hsost (371. Sal

ivarv flow protecis tite oral caviiv bu dislodging ycasN anti

hacteria. whicis are tOm remos’ed bv swaliowing. and snidirs

Issue prttvided evidence tisat tisis process may be f:tcilitated h3’

biitding 0f C albicarss le sahvary mucins (139, 140) or te s

nonnsucin proteoglyean (108, 199). in patients witls Sjôgren’s

sytsdroise. howevcr. decreased s;divary’ flow sied huffering ca

pacity are assoctatrd svitit sus sncreased frequencx’ of caniage of

C albieu,is (3611 mcl isf oral candidiasis t 7). The prevalence cf

oral eatsdidiaais in tisese patients has ben estimateti al about

35% (7). A similusi cffect la ohsetued in patients with advaisced

111V infection, in svhom lite sahs’ary flow rate is ecduced by

4(1% anti h aiso correlateti witis cnhaneed rccoverv of Candides
from saliva (258). lite incidence of oral candsdiasis is also

enhanced in patients with acidic saliva (3731.and a 10w pH
mcreascs tise aduserencc oh C albicans 10 cpithctiat surtaces in

vitro (377). Glucose suppicmcntation 0f saliva augments 10e

growtis rate of C. alOicana in vitro, anti the resuhting acidic pH

provides tise required ens’ironment for activity of Ca,sdida

Saps. svhscis eisisancc virulence hy deprading s wide variety cf

lsost suhttrates including tOc mueins, svhich pts an importatst

rttte in lubrication of epithelial surfaces and host defense (89,

115. 253. 307, 363. 376. 384). lite pH of tise mucosa also

rcgulates the expression of tise C’. ull’icuns virulence gencs

l’HRI tutU PHR2 (1(18) and is thus s significant eisvironmental

sigisal in determining tise virulence capacitv of C’wtdida and!or

nsoduhation of tue hosi defenscs (372). Finally. biohlm forma

tion by Q. ulbicuns lias heeis intplieated in tOc ability of site

flingus b cause persistent infection on bioprtutisctic materials.

incisiding denture amhc. as wetl as mucosal surfaces (75. 7e).

Howes’c. tisere were no significant quantitative dilfercnces in

hiofllm formation helween C albiccs,ss oral isohates front 141V-

infected anti noninfected patients. indieatitssg that tise hioffim

forming ahihity cf C. alhicans is unlikeiy itt contrihute 10 high

leveis of oral veast carnage in cases of 111V infection (212).

Severai salivaty anticandidal proteins. includustg lvsozvme.

lactoferriss. the histatins. caiproteclin, anti antileukoprorcase,

inhihit lite growtit of C. all’icans ssnd its attachmcnt te tise oral

epithehitim. Becausc saliva from HIV-istfected patients shows

decreascd anticandiciai actisity (258). sevcrat investigations

have focused on identifving putative defects in sahivatu antimi

crohsah prctteilts winch mas’ fas’or oral candidiasss lis HIV

iissfeetiost. Lvsozvme sitU lactoferrin are Iwo major nenimnsu
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nologicai antimicwhial proteins in saliva which possess con
cclttration-. lime-. anti slrain-depcndcnt fungicidal activitv
against (1 alliicans in vitro (379. 466). Lysozvme is found at a
Concentration range of 1.5 to 57 cg’ml of saliva (350, 419), anti
ha antifungal properties are thought to be mediaied by the ency
inatic hvdrolysis o) N-nlvcosidic linloiges in the microbial cd wafl
anti injun In the cvtoplasmic neisibrane follosong direct canonic
protein binding 12791. lnteresunglv, concentrations of salivais
lysoaiuase are hscrcascd in HI V-infecte] patients with or without
oral candidiasis (20. 199, 274. 467). and s flend toward progres
sise in vitro resistance [o lvsozvme bas heen observe] in geneti
cally simihir. scquential oral C alliicans isolatcs frorn patients
infecte] vsith l-11V (379). Because the concentration of lysozvme
iv increased in HIV-infected patients while the asticandidal se
thaty of saliva is decreased. tEe contribution of salivaty lysozvuie
to lintiting tOc prolileration of C. u]ttirans in 0e oral casio of
these patients appeals douhtful.

Lactoferrin iv a mcmher of the Iransferrin familv of non

heme iron-hinding glvcoprotcins and is found at the mucosal
surface, where il functions as s prominent component of the
first une of hcist defense against infection (452). The con
centration of lactoferrin in uns(imulated saliva is about 710
2(1 iigfml (126, 371), and its fungicidal activity against C.
albicans (404) has bren attrihuied flot only to sequestration
of ferrons ions 12841 but also 10 structural damage to ihe
fungal ccli wall (313) anti activation of intracell ular autolytic
enzymes (2431. Salivary concentrations of lactoferrin in pa
tients with HIV infection have hecti variousiv reported lobe
increased (2)). 258). unchanged (276), or decreased (266.
31J0). These variable resulis have bern al ieast partly as
crihed to the source of tEe saliva. hecause increased con
centrations of Jactoferrin in 111V infection have been found
in suhmandihular but flot parotiti saliva (20, 258, 274). The
predisposition to oral candidiasis in H]V-itifectcd patients iv
thus flot convincingiy associated svith defective production
of lactoferrin. In contrasi b lysoevme. sens) aenotvpically
identjcal oral isolates of C nlbi tans from HIV-infected pa
)ients di] no) derclop progressive in vitro resislance [o lac
toferrin (379), The therapeutic potential of lactoferrin for
tEe treatment of OPC bas recently lcd t)) tOc development of
mucoadhesive lactoferrin tablets vvitli funaicidal activity
against C albicans and C. glabrata (239). This novel ap
proach to tOc treatment 0f mucosal candidiasis sviil require

furthcr validation in clinicai trials.
TOc famiiy of salivary histatins convins of at least 12

losv—molecular—weighr. structurallv relate]. histidine-rich.
cationic proteins. which also contnihute to nonimmunologi
cal hoat defense of the oral mucosa 1138, 437). TOc histatins
have broad fungicidal aetivitv against pathovenic fungi. in
cluding C. aihicans. Ciyptococcus ncofornians. anti Aspergi!
lits [iottigarus (194), anti are present al 5010425 gg/mi (241)

in tise saliva of healthv aduits. Histatin 5. which exerts p0-
tent candidacidal acttvtty (135). iv internaiized ha C. albi
ctuu-. inhihits the respiration of mitochondria. an] induces
the formation 0f reactive oxygen species leading tu mito

chondriai an] cytoplasrnie membrane damage. efilus ofATP
and other nucleotides, an] cdl death (183. 194). TEe mech
anism of action of Oie histatins iv thtis distinct from that of
other cationic pepUdes sucE as tEe defensins, whieh can
dirertiy insert mb anti disrupt ccli membranes hecause of

CUN. MicaosmoL Riv.

tEe s)roniy atnplmipaihic nature of their cs—helmcal structures

(138). TEe concentration of histatins in tOc saliva of HIV
infected patients lias heen determine] 10 be increased (20)

unchanged (258). or decreased (244. 274). an] these scem

ingly discordant resuits may have heen cause] hy tise differ

ent stages of HIV infection among tise patietits under study
as well as by tOc analytical rnethods emploved. However,
deereased concentrations of hisiatins appeared tu correiate
with an mtiereased tendeney in oral candidiasis in a subgroup

of iIlV-infected patien(s (274), suggesting that decreased

histatin concentrations andiur an inahiliry of these proteins
in sa) va 10 interact with C ulbiccums mas contribute tu the

defective salivarv antieandidal activity seen in l-11V—infecte]
patients (244). lnterestingiy. transfer of the gene eneoditsg
histatmn 3 in tEe sahvary glands ot rats hy using reeomhinant
adenovirus vectors resultcd in ils expression al up w 1.1)45

igfml of saliva, suggesting tIsai mi gene transfer approach to

overexpression of natsirally oceurring antifungai peoteins

may he potentiaily tiseful in lite management of mucosai

candidiasis (317).
TOc heterodinteric calcium- and zinc-hinding protein caipro

tectin iv produced by PMNs, monocytes, macrophages ais]

mueosal keratinocytes (54. 73, 403). In vitro, calprotectin
quantitatively inhibits 10e gnowth of C. albitans hy depriving

the fungits of zinc. which ix essentisl for inierohial growth

(138). Salivais’ calprotectm concenteations anti oral keratinocvte

expression of ealprotectin ale auginetiteci in response to oral

eandidiasis. in botE HIV-infecte] anti -mtinfecmed patients (146.

231, 424). Flowever, tOc results ot two independent studies 1cm-

onstrate] that salivaiy concentrations of calproteetin arc deficietit

in HIV-infeeted patients with oral candidiasis or high salivai

C5indidu counts compare] to those in HI V-infecte] patients with

oui oral eandidiasis or with iow salivary Can,tida coutils (208,

424). These resuits suggested that mi diminution of Ibis an

timicrobial factor mas predispose to oral cattdidiasis in HIV

infection. Ois exanmiitation cif tEe oral mucosa of HIV—in—
fected patietsts witlm OPC. howevcr. Cancliila ityphae Were

found to penetrate through the epititelial parakeratin laver

et di] Itot extetsd hayon] tise zone of spinous-layer kera

tinocyte calprotectin expression (147). Funtlser studies

are rcquired te dctcrmine whcihcr reduced sauivary caipro

tectin is not smmplv associateti svith but direcliy contnihutes

tu tEe prcdispositiun tu cirai candidmasis in HIV—mfccted

patients.
Antiieukoprotease (456), ais» knosvn as secretory leukocvte

protease inhihitor (141). iv produced hy kerauinocsies (457)

and constitues tEe last member 0f tOc family of antimicrohial

proteins involved in nonirnisiunohigical defense against C ai

bicans at mucosal sites. Like otlier cationic antiinicrohia)
polypeplides. tEe aniimierohial activity of antiieukoprotease is

hmited 10 conditions of iow ionic strength. In addition b ils

inhibition of leukocvie—denived proteinases.antiieukoprotease
has fungieidai activity hy an unkmiwn mode of action against C

alhkarms which iv iocaiized primarmiv in the NH2-terminal do—

main f436) an] it mas thus play an important mie in tOc innate

mucosal defense. lnleresnngly, antmieukcsprotease exhibits anti

HIV-l aetiviP’ in vitro anti may contnihute tu tise antisiral
activit of saliva associated with tise infrequent oral transmis

sion of l-11V-i (287).
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ORAL MUCOSAL IMMUNE SYSTEM AND 110Sf
DEFENSES AGALNST C. .4LBIcANS

Celle wifh Immune Putential in tise Oral Mucosa

Thc oral mucosa s contiuuously chailcngcd bv the resalent
microhial fiera and occasionally h’ micrebiai pathogens; it je
therefore armed with severai ccl] populations which individu
aIly. or in association, cati produce u protective innate or se—
quircd immune response. Mucosai ccli populations wiih im
mune potenflal include Langerhans celis. macrophages, o
and -yb-Y ceils. keratinocyses. and PMNs. We now review the
specific propenies of these ceIl populations and their roie in
host defense.

Lymphoid ceNs, lite oral mucosal immune 5)51cm possesses
fraturcs in COflhiflO[t with hoth the skin immune svstcm amI the
mucosul immutse svstem (442). Tise normai oral mucosa shares
with normai skin an absence of B lymphocytes. svhich are
present in the mucosal insmune syslem 51). 4421. lis conirast b
tise skin, isowever, T lynsphocytes in tise normal human oral
mucosa are isol organized in rotvs around postcapillan’ vetiules
of the superficial and dee1s vascular networks (51)) but are
distributed singlv orin smafi ciusters on both aides of the basal
membrane (442). In addition. T lymphocytes are oniy rarely
found in tise more superficial layer of the epithelisim. The oral
niucossl epithehum contains about 37 times as many T lym
phocytes as tise epidermis cf normai skin t442). ‘t’lse vast ma
jority cf T lymphocytes in tise oral mucosa express tise nsemory
CD45R0 phenotype (8e. 340). T lymphocytes witlsin tise (irai
cpithelium are net activatcd (CD25), in cotttrast to CD25 T
oeils in tise underlying stronsa (86). Tise conversion cf T celle
ftoiss tise naive CD45RA te tise nsensorv CD15RO phrno
type requires rcpeatcd antigenic stimulation, sugacsring tisai
apoptotic CD25, CD45RA intracpithelial T oeils die aber
unsuccessful antigen ptcsentatlon by Langerhsns’ oeils (80).

Tise CD4/CDO ratio of 1:2 in the human oral epitlseliuns and
1:4 in tise skin inciicatcs the preferential presence of tise (‘1)8’
subset in hotu sites, but CD4 crus are proportionately more
frequent in tise oral murosa than in the skin (442). However. u
CD4!CDX ratio cf I within the epithehum of the normal bu
man gingiva indicates regional variation in the oral cavity (86).
In conlrast te norutai humaits, CD4 relis are twice as nttmer
ous as CD8’ relis in lite normal murine oral mucosa (47).
C’D4 T celis are required for a Thl-type protective responsr
against oral candidiasis in male (149) ami tiierefore piay s
central role in host defense against OPC.

0f direct relevance te lsost defensr against OPC in l-11V
infection. tise buccal epithelium is an inductive site for tise
generation of cvtotoxic ‘l’-lymphocyte rrsponses mediatcd hy
major histocompatihilitv complex (MHC) ciass t-restricted
CD$ T celis. independent cf CD4 ecU help (119). ut lias
bren suggestcd tisat CDS T lymphocytes are attracted 10 tise
epithelium by IL-8 prodticed by kerathssocytes (267, 412).
Moreover. IL—2 (but net gamma interferon [IFN-’j])-activated
CD8 celle exert direct growth inisibition against tise hyphal
forist of C albicetns (40). Iloavever, CD8 refis inay sot be in
proxitsiity te C alt6catts hyphae, which are usstaliy coitfiited to
tise upper lavers of tise epitlselium (72, 147, 357). Alternatively.
CD8 cefls may produce e tokines which enhance tise intimi
erohial activily of macrophages and neutrophiis against C ai-

hira,ts. In additieit. MIIC citas I molectiies expressed consti—
tutively on keratinocyces may represent a targct for (‘D8
cytotoxie ‘I’ lymplsorvtes aber internahzation hy keratinoca’tes
of mirrohial pathogens (448).

‘gO T celle represent at tttost 2% of tise T—cell poptilatioit ut

tise banian oral epiliseliuiss (331). Oral mucosil ‘gO T crus
dispiay ultrastructural features typical of large granular ivm
1shorytes. aise found in cutotoxic CD8 and NK relis (267),
attd probahlv represent a first immunologie liise cf dcfense. ‘gO
T relis ai-e located witlsin tise epitiseliutss lis hotis normal ami
infiamed gitsgiva. often in close proximity to CDta” and/or
CD1c Lmgerhans’ celle usd keratinocvtes (268). In iofiamed
mucosa the ‘gO T relis show the phenotype of activated celis
(CD45R0. CDS. or (1)4.3, wisereas in normal mucosa tise
relis are CD4 CDS assd express CD45RA (288). In lite

connective tisstte. under lite basai menthrane, V62’ ‘gis T celle
are predominant. whereas tise epitisehiim coniains mostly
Visl” ‘gis T relis 12011. 331). - T relIs participate in the mm
muise response te microtital patisogens including C alOi cane bv
produeing eytokines sueh as IFN-’g (2)3, 267) or hy direct
cru-te-ecU contact leading to cytotoxicity (267.303). Increases
in lise isumbers cuf ‘gO I celis have heen fouisd itt tise oral
mucosa soon after mire are roionized ami inferted with C
allsicans (71). coinriding with resolution of infection.

Finaliy, naturai killlrr (NE) relis arr large graitular lymphe
ryles whieis represeat 6 te 39% cf human ginvival (2o8) ami
3% et lower isp (283) mononurlear oeils. NE celis are cetotoxic
in vitro te certain lamer ccii unes and le virdly infectrd celle
(72) and Isave direct antimierohial aetivity against Crypwcoccus
neotorntans (256) but little or no effect against C albicans
isyphae itt vitro (40).

Langerhans’ cells. Leitgerhans’ relis dcvelop froiss boise
marrcew stem oeils as ene of lister distinct subsets of dendritie
relis (DCs) whicis home in te srlccted tissues (30. 99,4-18). Tne
hone marrow stem celis appear te be rommoti precursors of
both macrophages and DCs (3(l)..Servïisg as ait essentisl hisk
hetween innate uni] acquired immunity. dendritic celle functitsn
as asstigen-presenting celis (APC5) tisai patrol ail tissues cf tise
hody. rapturing pathogeits for processing and presentation to
T cells in tise secondary lvinpisoid organs. Two subsets of bu-
mati DCs. Langeritarts’ cefis atsd iissterstitial (or demis]) DCs,
belong le tise myeioid lineage. wlsile tise third sttbset is rom
posed cf lymphoid DCs (99). Cisiture of Isunsan CD54 hema
topoietie progessitors in tise preseitee cf granulocyte—maero—
pliage coiony-stimulaiing faetor (GM-CSF) and tumer necresis
farter alpha (‘l’NF-o) gives rise te (‘Dia DCs reiated to
Laingerlsans’ crUs and CDI4’ 0Cc cieseiy rel:ited te interstitial
DCs. which can differetttiate into m;tcropitaaes in tue preseitee
of M-CSf (69). 0Cc are thtts plsenotypieally ami fitncnonudiy
heterogeneous depending on tisetr specifie tiifferentiation
pathwavs (11.468,469). Sen-itsg as setstmris for patiiogen entni
ai tise epitheliunt cf tise skiis and mucosa, LatsgerusaisC relis.
iclentified ht exlsressien of CDIi. Lag. and iatsgerin. are local
cci] on the basal aisd suprahasai layers md represenu 2 w 4%

o[ tise cells in tise epitiselium (6. 34.49.59,96,99, 103, 216, 245,
262. 351, 356, 365. 39t). 391. 442). Thcsc relis express MI-IC
cItas Il moiecules and are aise CDIIb ami CDiIc - Lang
erhans’ celle have s proisounced dendritie shape and contain
rod-sisaped erganelies called Birheek graitules. Immature ep
ithehai Lanaerhms’ ceils are equipped te capture aistigens isy
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phagocytosts. macrcpinocvtosis. anti receptor-mediated ah—
sorptive cndocvtosis. incitiding the macmphac mannose rc
ceptor, DEC-205, as wcii as Fc-y anti Fer reccptors (301. Tise
cote interaction cf DC-specific, ICAM-3 grahhing. noninte
crin (DC-SIGN) with ICÀM-3 estahiishes the initiai contact cf
the Langerisans’ ccli with s resting T ccli n the apparent
absence of foieign antigen (41o). b successftliy present anti-
gens for T-ecu activation. Langerhans’ crus must undergo a
maturation process (334) triggcrccl by whoic hacteria. hacterial
iipopoiysaccharidc. cytokines such aTNF-a anti IL-ifl, or the
T-ecu CD4O ligand (CD4OL) (3)). 99. 216, 458). Mature Lang
erbans’ celis iose the ahihtv te take up antigeus but express
surface moiecuies rcquircd for cotnmunication with T relis at
the immunoiocic synapse (416). During maturation, t_anger
harts’ crUs express high ievcls cf surface MHC data I anti Il
and tise costimtiiatotw ttsoiecuies CD54. CD5$. anti CD86 that
interact with receptors on T cefls to enhsmce adhesion (3)). 99,
416). In addttion. high CD4O expression on mature Langer-
haut’ crUs fayots hinding to CD4OL ots T crus, which in turtt
up-regu]ates the expression cf CD8t) sud CD86, secretion of
IL-12. anti release of chemokines such as W-8 anti macrophage
inllammatory proteins la and 1)1 (MIP-ict anti Mll’-lfd) (30).
Antigen preseirsatiols via MIIC class Il moiecuies in tOc pres
ence cf IL-i2 anti rollahorating IL-1$ indures CD3 relis to
differentiate into IFN-y-produciug Titi ceUs. Icading to acti
vatiott of tOc antimicrohial properties cf macrophages. anti is
therefore critical to tise induction of a protective acquired
ceii-mediated immune response (30. 99, 308). furtisermore,
Langerhans’ ceils rccrwrng T-ccl heip mediated hy CD4O-
CD4OL interactions (3851 eau aisu present sntigen on MHC
clans I moiecuies to cytotoxic CD8 relis, wisich can 6e ioaded
through hoth cndogetsotts and exogenous pathwavs (30. 99).
More rerent work. however, indicates that Langerhatss’ ceUs
do flot need 10 receive a sigtsal from T ceils to hecome fufly
mature DCs capable cf stimulating CD4” T relis anti cytotoxic
CDS’ T cefls (ii (t). Interestinglv. tOc mutine orai mucosa is an
inductive site for primirig ciass 1-restrirteti CD8 cytotoxic 1
reUs in vivo (119). Tise expression cf MIP-3a by TNF-u-sdm
uiated kcratinocvtes in the spinous layer (77. 435) susd the
production cf defensins (4Û4), svhirh hoth recognize rire CCR6
rhemokitre reccptoe in immature DCs, may cxpiaiii tOc posi
tioning of Langerbans’ ceUs itt tire epidermis attd tlseir ready
arcess tir nsicrobiai pathogens (99). Tire rnchihzation cf Lang—
erhans’ eeHs surd tiseir nsigration via afferent iyntphatics to
draining iymph nodes for antigels prcsentation (2(16) is goy
ctncd 6v tise upregulation cf 10e cisemokine receptor CCR7
anti the production of Ml1’-3f1 (405). In additicsn, IL-18 pro
duced hy Latsgerlsans’ relis attd kerathtocytes alto contributes
10 tise regulation cf Langerhans’ ccii migration 6v a TNF-a anti
IL-i fi-dependent mechanism (1$).

In normal humant, the densitx’ of Langerhans relis in non
keratinized crai mucosa is apparenliy the aanse as in tOc skin,
but keratinized oral murosa has fewer Lmgethans’ relis (96.
103, 442). Although mutine paiate implants are repopuiated hy
Langerhsurs’ relis within 2 week’ (365). tlte trumericai densities
of Langcrisans’ reils in oid mire is rcduced comparecl with tisat
in young mire (31141. Attise ultrastrursurai levei, murine anti
huttian Langerhans’ relis in tue orai ulurosa exliihit no signit
icant differences (59). Us tire normai human orai mticoaa. lsow—
ever. Lsngerhans’ celis present s ltighiv variable mcrpisoiogv

CLIN. Micycsioc. Rev.

:tccortiing 10 thdr cpithehal iocation (391). In contrant tsr the
upper cpithchum. svherc CDla Lanurrhans’ relis have ltrirg
dendrites forming a network, I.anacrhans’ relIs in tlte basai
layer are more roundeti anti isave very fesv short dendrites.
Ftmctionaliv. die wefl-developrd dendritic morplsoiogx’ of
Lsngcrisans’ eclis in tise upper cpithelium rouid reficct optimal
immune sttm’eiilance (3911. Ccnventicnahzation crf germfree
mire with a hartrdal fora resuits in cnltanced migration cf
Langerisans’ crus to tire oral epitheliuns (49). anti tire densitiea
cf oral epitheiiai Langerlsans’ relis are increased in patients
sxith chronic periodontitis eompared to healtisy rontrois (216),
detncnstrating tOut Langerhans’ cells’.ire rerruited 10 the oral
cpithchutn in rcsponse 10 a hartcrial challenge. Purified tu
man (35) or rat (102) israi murosai Langerisans’ ceils can serve
as APCs in vitro and are Inerte eflirient than skin Langerisans’
relIa in provicling rostinrulatorv signais to T relis (193). C.
albicisns—specific T—ecu activation hy humm epidermal Lang—
crltans’ relis (85. 223) requires flot only tlsr ligation cf the
T-ecU rcreptor to tOc antigett-MHC rompiex htit alto rostimu
latiots hy tire rombination of atihesion nrolecuies CD54 anti
CD58 xs’itir CDIIa anti CD2 on I’ crUs, respectively (433). As
descritred in furtltcr detail helow. productive infection cf oral
mucosai Lsmgerhana’ relis hy 111V-1 may contrihute tc their
selerdve depletion (Xl) anti persurh tlreir ahilitv so generatc a
primary immune rrsponse (41), wInch may impair protcctivc
murosai itttmunity ugahsst colonization anti infection by oppor—
tuiristic microhiai pathogens. Us addititm. Latsgetlrans’ reils
serve as the portai cf entry for 111V-J ut mucosal Sites and are
criticai to lite initiation atsd subseqitetst spread cf infection to
tiraining lymphoid tissue (340).

Keratinucytes. Keratitscrcytes are of pnmary imptrrtance in
tOc patlrogenesis cf OPC silice titre cotsstitute a phvsical bar
rier after adhesion tif C’. alb%-ans o 10e epithehai surface, in
addition or their toir as si meciranicai harrier. epitiselial kera—

tinorsies (miction as liard or immobile immunocytes anti arr
capable tif produring u number cf soluble fartcirs anti express
ing receptcrs that arè involved in up-rcgulatmg anti dcrsvn
regulatittg immune responses (179, 415, 440). Tire major
growth factors prcdured inelside basic fihtohlast growtlr factor,
piatcict-dcrived growth factors, transfornrrng growth fartors u

anti fi, atsd TNF-n. Keratinoc tes alto produce several cyto
kines itsrluditsg IL-l, IL-3. IL-6, IL-7. IL-8. iL-10. IL-12, iL-15,
IL-1$. anti IL-20. sud a number cf CSFs surIr as GM-CSf.
G-CSF. anti M-CSF (14, 45, 179. 440. 448). Under normal
conditions, most cf these mediators are not ronssttutivelv pro
durrti (162), but tlseir getre expressiotr aird release ii tlp-reg
uiated during inflanrmation hy s varieey of extemai stimuli

deriveti from leukorytes. Langerhana’ relis, anti keratitrocytes
titensselves. itseiuduisg IfN--y. TNf-o anti IL-17 (14. 241. 257.
282. 432, 448). ]ntcrestingiy, mRNA expression isf IL-lia, iL-

(fi, IL-6, GM-CSF. anti TNF-n is up-rcgulatcd in e.xpcrimetttai
cusancous C. allsciirrs infection avilit rcronstitutcd Ituman cpi—
tiernsis, demonstrating tiras tise fusgus itrduces u bris): cytoitine
respotsse hy host keratinocvtes (383). C. ulhica,ts alscr triggers

tOc production cf IL-lu and TNF-n (410), as weH as GM-CSF
((31). by primary oral epithelial relIs anti orai epitlschai crU

Ones in vitro. In addition, proteolytic activation of tire IL—l fi
precurscsr by C. ulhiruns Sup (38) suggests tlrat eanditiai pro
teinases may contribute to tise activation :uid ntailrtenatsre cf
tOc inflamnratocy response ut tire epithelissi surface. IL—i. IL—8.

203
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anti IL-12 posscss attractant cifects on PMNs. macrophages.
and lymphocytes (43$). In addition. seme o) tise eytokmes
produced b’ keratinocytes (IL-l and TNf-n) promote the mat
uration of DCs anti thereforc could differentially mecii0( tise
ability of Langerhans crus te respond te antigens (4481. le
ratinocyte-derived IL..7 and IL-15 are involved in epidermai
1-ecu trafiicking (179. 4381. In addition te tise production cf
soluble factors. kerutinocytes express tise adhesion molecules
CD54 and CD5S. and CD54 expression in incrcased hy IfN-
(136, 448). MHC ciass I moieculcs are expresscd constitutiveiy
and usay 6e u target for (Dii’ T cel]s (448). MHC clasu Il
molecutes are not cxpresscd constitutiveiy but can hc induced

hy 1FN-7 preduced bv infihtrating T lymphocytes (44$). Kera
tinotwtes may function as accessory crus in antigen presenta—
tien and interact with lymphocytes te preduce u Th2 tytekine
reaponse (4481.

0f potential relevance tcs tise fragile equilihrium hetween
epithelial colenizatien and infection. WN-7 premetes expres
sion cf mc glycupretein dcsquamin.a ccli adhesion moiccule
in tise strutum corneum ef tise human epidermis which pos
cesses lectitt-ltkc properties for amine sugars (58), as sveli us
trypsin-like serine proteinase (57) and RNase (393) activtty.

i)esquamin may thus play a crucial mie in desquamation and
shedding of Candidu (Tom the supcrficial portion cf tise
cpi thelium.

in addition te these indirect mechanisms. keratincicetes pes
st>5 scveral potential antimicrohial mecitanisms which mas

dircctly centribsiic te host defcnsc against (‘andida. (ii 1ers—
tinetytes have heen shewn te express inducible nulle exide

svnthase activity (43), and NO bas bern associeted with can
didacidal activity and resistuncc te mucesai candidiasis (213).
(ii) Humun oral keratinoc tes produce numerous antimicrehial
peptides. including -defensins 1 te 3 (134, 135. 191. 261. 2X1.
3871, cathelicidins (132. 166, 167. 181 495). adrencsmedulliis
(220, 221). calprotectin (54, 73. 146, 147, 23i. 298. 370. 403,

424). atsd hactericidai:permeabilitv-increasing protein t DPI)

(61). whlch. as naturai antibiiics, centrihute te tise innate

imntlinity cf the epiiheliutit (17)), 453). p-Dcfensins exhihit

potent antimicrohial activity against Candida (3X7). mal their

expression by keratinocvtes ut tise mRNA and pretein levei s
eehanced tsy TNF-e. II—l [1, whole bacteria. and hacteriai lipo
pelvsaccharidc (191, 261. 251, 387i.Altheugh epitlselial injun’
or inflammatory disorders augment thc expression und release
et the isuman cathelicidin LI-37 frein keratmoevtes (132, 196).
itt antinsierohial activitv in vitre bas se far bren demenstrated
oniy ugainst bucteria and tise MBCs against Cijnclidu species
arc >10(1 jzg!mi (1X2). In addition te their direct antimicrohial
properties. human 3-defensins and tise cathelicidin LI-37 are
chemcstactic for immature DCs and neutrophils and for mono—

cvtes and T cclis. rcspectively t 465). Secretion cf tise vaseactive
pcptide adrenoissedulliti frem oral kcratinocvies is stimulated
hy IL-la. II-13. TNF-n. LPS. utsd live hacteria but flot hy C.
allskans (220. 221). Mtheugh adretiomeduflin possesses anti
microbial prepcrties. it is net yet known whether t contrihutes
to host defense against oral candidiasis. As outlined prevtously
in ibis review. oral kcratinucvtes alto express calprotectht. a
heteroditiser cf MRPX and MRPI4 with antimicrohial tctivity

against C’. alhican.s. lise up-megulated expression of calprotce
tin bv oral keratiisocytes itt respotsse te infection bas beets
investigated in titre and appeats te he independent of IL—Il

(370). finaIiy. keratinoevtes express en tlseir ccli membranes
BPI. whicis is also an ehundani cotisiituent cf PMNs (61. 170).
BPI ou keratinocytes eontributes te tise kiiling cf graus—nega
tive bacteria tisaI hecome closelv adherent to elsithelial crus

(91. 17(i). lise mole, if any. cf BI’] in limiting C. albirans’ colts

isization or infection of tise tiraI mucosa remaiiss te hè deter—

nsined. (iii) Human oral keratittecvtes direeily inhihit tise

gmowth cf hiastoccutidia andior hyphse ef Candidu species in
vttrcs, witis S Strict rcquirement for ccli contact (4111. Growth

iishibitien appears te inveive s carbehudrate meletu en lite
surface cf tise keratinocyte.s but is tsoi mediated hy phagocy
tosis. nitric oxide, supecoxsde-hvdrogen peroxide pathways. csr

defeissiti and calprotectin atttinticrebiai peptides (412). Direct

growth inhibition csf C’andida hy oral keratinocvtes appesrs te

eccur ihrough s isevel and distitict meclsanism, cemplemetstarv

to other eotnponents of tise antissiicrohisl armstttcntsrium of
oral kcratinoeytes. Oral epithehai keratinocvtes arc tisas

equipped with numereus redundant defense mechanisms, aet

ùsg ruser directh’ or indirectlu agaiitst tise continhlous micro—
hial challenge ai tise oral muetssnl surface. Tise moie cf kera

tinocytea in hcsst protection against Candida ai tttucosai

surfaces appears likely. silice C allicans hyplsae sue mestricted
te tise upper layers of tise oral epithetium in OPC and are sense

distance away frons iytnplsocstes and langerltans’ celis iocated
in deeper layers.

Macrophages and t’MNs. Macrophages and PMNs originale

from monobiasts suid tnveiobiasts. distittct populaiiotts of my—

eioid stem cells which diffementiate into monocytes and ncu
trophis in tise bhsodstrcam. In tise nominal uninfected host,

circulatitig monocytes diffecentiate itito resiclent tissue macro
phages, in contrast te PMNs. which arc retained aimost exclu
sively within lite circulation, Beeause cf tiseir kev mole in tise

innaic immune mesponse (289). tlsese two cdl potsulatiotss are
critical effectors in tise first une of defense agansst oral micro

bial pathogens. In tise nonutal Immun crut murosa, macro
plsagcs arc located inainly in tise lamina propria ($6) while

I’MNs appeam in tin lamina pmopriu and epitheisum only in

respeuise to inilammation (268). Macrophages are flot s ho
mogeneous ccii population but can he separatcd into hioiegi

cally active subpopuiations which appear al early, intermedi
aie, or tale stages 0f inilammation (1651.

Oral mucosal mesident nsacrophages express MFIC ciass U

nstileculex and CDI lb, as wrll as Fc mecepiors tisai hind 1gO
(fc-yR) 1311. Iikc Langemhans’ cells. macrophages present an
tigenic peptides to CD1’ T crus alter induction of C’DSô
costimuiatorv moiecules (112. 1131. ThI CD4 T relIs sccmete

IFN-’y ancl II-l svlsich activatc bots macrophages (97) and

CDX’ ciotoxic ‘r relis to kilt intracellutar pathogens (113).
Aftem activation, macrophages produce TNF-n. whicls activates

PMNs. furtiser amptifying tise innate immuite rcsponse (19).

For Ibis reasen. macrophages play a eriiieaI dual reie ut tIse

emossreads of innate md acquired ceil-mediaied immunity. In

decd. activatioit et u specilic T-ccll respense te C. ulbicans
aistigens in sumo hua heeis found to tequire macropisages cx-

pressing MHC ciass II meteeutes 1314).
10 date. Langerisans’ ccItt. monocytes, macrophaves, and

PMNs are tise onlv ceils tIsai Isave bern repotted te he candi

dacidal l132a, 213, 310). Macrophages and PMNs have the

ahilitv to kiIl bous C. ulbicans blasiocoumidia susd hyphac by hetis

oxvgen-dependetst and -independent mechanisms (146). Oxy
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szen-dependent killing hy PMNs is mediated by superoxide

anion and tOc mvcloperoxidasc-hvdroscn peroxidc-halidc sys
1cm, with 10e added participation ut reactive nitrogen inter—
mediales isscluding NO and peroxvnitrite in tOc candidacidai

activitv of macrophages which lack myeloperoxidasc (4481.
Production of WN-’y tw-yl T celis augments NO production by
macrophages and enhances resistaisce tu orogastoc candidia

sis. indicating that y6 T ceits indirectly contrihute w macro

phage killing of C. a/bkans (213). Macrophages and PMNs are
aiso equipped with oxvgen-independent mechanisms including

tise cationic protein defensins (446) and calprotectin (54. 73.
403), deinonstrating tOc use of ais extensive array of uxidative

and nonoxidativc mechanisms to kil) ( all’icans blasioconidia

and hyphae (446).
In experimental OPC in the mouse moUd, the early itiflam

matorv response 24 tu 48 h postinfection h cotttposed ot large

numbers of PMNs migrating front tise lamina propria In accu—
muiate in tOc superficial epithelial layers (242). During rccov
et front primarv infection. at 5 10 days postinfeciion, 10e
initial influx of PMNs is replaeed Osa massive recruisment of
macrophages in the lamina propria (711. The presenee of hoth

macrophages and PMNs in experimental esmciidiasis concurs

with similar histologie flndings in HIV-infected patients with

OPC, suggesling s major mie for these professionai phagocytes

in mucosai contaitmient of C. alOicens.

Mechanisma ut Prnfrctise Cellular lmnmunity tu C. albicens
in tiw Oral Mucosa

A foundation for understanding the complex mechanisms

eritieal tu host defense against C. a/l,icans al mueosal sites was
provided bv s large bcsdy of work conducted with experimen

iallv infected. congenitailv immunodeficient mice 12h. 27. 3.
64. 209. 21(1. 309.446), as sveli as in intact (94) or knockout (28)
nsice depleted ot specifie factors (CD4 ceils or IfN-). ‘flsesc
studies detnonstrated that functionai T ceNs piay s role in

resistanee 10 C. alhica,is colonizing or infecting mucosal sur

faces anti that an idded defeet ut phagocytes (s required tu

produce disserninatien cf C. albtcans fiom tOc gastrointestinal

tract (63. 200). Further investigation shosved that, aithough

Titi anti Tli CD4 cells are invoived in rccovery hum primary

gastrointcstinal candidiasis itt intmunocompetent mice. activa

tion of ci TOi response occurs in animais that show delaved—
type hypersensitivity tu Candide md protection afier s second

gastruintestinai inocutation (70). Studies 0f B-ecu knockout

silice demonstrated that antihodies do nos p1 s role iii pro

tection agailtst mucosai candidiasis or dissemination (rom the

gastrointestinal tract (449). Floweser, u prutective role cf an—
timannan antibodies lias becn demonsrratcd itt experimental

vaginal candidiasis (106. 184). Overali, these investigations

have produccd thc current paradigm of s centra) ro)e fora Thi
CD4 response in host cicfcnse anainst mucosai caudidiasis

(42. 7t), 211. 406).
In contrant tu gastrointestinai and vaginal candidiasis. relu

tiveiy fcw hvpothesis-drivcn. eause-and-cffect investigations

have hecn conductcd 10 specificaliy elucidate the mechanisms

of host defense against (Z allncn;is in tise cirai mucosa (157).

TOc aecumulated evidence indicates tOut normal hiost defense

tgainst OPC is tise surs of individual rcdundant mechanisms

which iticlude several s,divaty anticandidal proteins. grosvth
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inhibition ut C’. alhicans hy cira) keratinocytes. anti the presence

of T-ccll-mediatcd deiayecl—typc hyperscnsitivity to (Z allsicans.

10e evidence imphcating anticsndidai pruteins and oral kera

tmocs’tcs. descrthed in previous secttons tif this review. lias su

far heen derived solely from observations ut in vitro activitV

against C. ullncans. ..5dthoitgh their roie in host defense appears

likely. no direct tiemonstration has heen presented using rom

peiiing approaches such as tticir depiction. augmentation. or

traofer in an experimentai moUd of OPC. Consequenlly.

niechanistic investigations of hcsst defense in experinsental

OPC have heen focused aimost entirelv un dissecting the pre

cisc roic of an aequired ceil-mediated immittie response 10 C
alOivans.

A)lisciugh this bas flot yet Occis dircctiy studicd in experi

mental OFC. oral muccssal Langerhans eefis are must probably

invoivcd in tOc initiation oh an aeqctired cell-mediated immune

response tu C. alOi cens. Both humais (310) anti mutine (I 32a)

DCs recugnize C. albicans hy tOc mannuse-fucosc receptctr.

can phasocytose and degrade C’andida. and cati subscquent)v

present Candide antigens 10 T cePs. lnterestindy. the vesst atsd

hyphai fcsrms of Canclidu are ingested hy differetit mechanïsms

and receplors. Phagocytosis of 10e yeast cehis hy DCs occttrs hy
coihng phagocytosis. characterized hy the presence of overiap

pina htlslcral pseudopods. whereas ingestion of Oyphae oceurs

through u more conventional zipper-type phagocytosis (132a).

1-fumais DCs kiil Candide as effieicntiv as humais monoc’ctc—
derived macrophages du, anti kiiling appears 10 0e mainiy

oxygen independent. possihiv via lysoscimai hydroiases (310).

In contrast. kiHing of C chicons yeast ceNs or hyphae hs’

murine DCs is correiated wilh rOc production of NO (132a).

Tise T-ecu proliferalion ubscrvcd ss’ith u mixture ut humais

DCs. Candida. and T cePs mcsst prubahlv represettts u secoltd

ars immune respcsnse. sincc C. albicans is a commensal in

humans (310). Hosvcvcr. anaiogous cxpet-iments conductcd us

ing mentIe DCs reciuired lise presetsce of IL-2 to clicit s pritn

ing response since C. alhict,ns is ncbt s consnsensai organism in

mice (]32a). In vitro. itigestion ut the ve;cst toms cf C ulbicant

activated DCs fur IL-12 proditctiott ctnd pixmin ut Titi celis

whcreas iitgestion of hvphac inisihitcd IL-12 anti Titi priming

and induceti IL-4 production (131x1. Thc pivotai rciie of DCs in

initiating the immune responsc tti C. albkuns was clegatitiy

demotsstrated by the generatiuts cf protcetive immunity against

intravenous infection aBer injection csf DCs ex vivo pulsed svith

C. alhicanv easts httt not hyphae (1323). Yeasl-puised DCs

from IL-12 knockout IIIiCC pnimcd lymphocytes for IL—i pro

tiucrios in vitro and svere unable tu conter resislatice te can

didiasis (i32a). consistent with the iack uf ihI respunse de

veiopnsenl (272). Finally. work hotu the sctnse nroup showed

titctt mutine DCs puised with yeast but nos hvphal RNA indttee

protective immunity tu C albicans in aflcsgcncic hune marron

transpianlcd micc (21).
In addition tu Langerhatis ceils. mnaerophtagcs aisd keratin—

ocytes cnuld 0e potentiailv insoivec) Os the processtng and pre

sentalion of Candide antigens w CD4 ceiis anti could there—

fore also participate in tise induction 0f sut adaptis’e immune

response tu C albicans in the oral cavitv. Keratinocytcs of 10e

reproductive tract express MHC ciass Ii moiecules and cati

fumtcliuit as APCs (459). In addilitm. expression cf IvIHC class

II nsolecules [w epithehicil keratinocs’tes is etshanccd in patients

wilh anguiar cheititis (321)) or OPC (214). possible itt respoitse
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tu IFN--y produced 1w infiitrating T lymphocYtes (18. 448).
1-Iowever. the abulits of oral keratinocvtcs te engage in presen
tafion cf Candide aistigens ii Incertain. since rhcsc cciii do flot
appear to have the capacity tu cngulf C. alhicuns (112). and flic
epifhetiai CD4 cclii are located ahove the hasemcnt hem
braste sud therefere net in prnxitnitv f0 the superlicial kera—
tinocyte laver whcre C albicans ii locahzed. Aithuugh flot
formally demonstratcd in OPC. flic participation of macro
phages in Candide antigen presentation ii more likeiy. since
these cclii are a prummcnt component et the innate immune

response te C albicans attd fuihul ail flic requirements for
engulfmcnt, killing. and presenfatien et C alhicans antigens to
CD4 cdli (18, 173. 314). 0f direct rcleuancc tu thus prucess.
flic ahilify et humait monocyt es to phagocytose thc yeast hut
flot the hyphal ferm ut C albieaux is cetrelatcd tsltli enhanced
induction ef IL—12. again indicating that C. alOicrins veasta are
spccifieailv invtlved in promofing Titi protective hnmunitv
(79).

Tise initiation ol tIse mucesal immune response tu C. alOi-
catis in OPC requires the maturation and inobilizaf ion et fhc
Langethans cclii (30) resuiting cither directly I1om exposure

f0 C. albicans or frem cytOk9nes preduced hy fhe T-ecu rc
spense te infecf ion (30). Maturation of DCs. inciudhtg mucosa]
Langerhatts’ cdi, ii ehataeterizcd hy s strong up-regulalien of
MHC class il expression. sccreficsn et IL—12. sud expression of
tIse adhesion nioleeulcs CD54. CD5$ and CD$tr (30). En
hanceinent of M1IC chas II expression on APCs hy coculture
xvith C alliicanc or exposurc te C. alOieaux antigens htts hcen
clemonstrated n vitro (18), in accordancc tvith tIse ability ut
microhial pathegcns and their products tu directiv induce flic
maturation of DCs (30, 458). Cvtokines such as IL-l. GM-CSF.
and TNf-o, ai weil as flic T-ceil ligatid CD4OL, which hindi
CDI)) on dcndritic ceils, mai aise contrihuic tu maturation of
Langcrhans’ cclii in mucosal candidiasis (30). MHC clxii H
rdleanfigcns (173, 314. 433) sud flic ridbcsicin molccules CDS4
and CD5S (433) arc ail directlv involved in Czndida-specifle
T-ecu activation hv APCs anti thcrcfore moit probahly partie

ipafe in tisis critical sfep in flic affcrent limh uf flic spccihc
immune rcsponse in OPC.

Scierai lines ut evidence as support ut the prutective role ut
acquired cell-mcdiated intmunifv in OPC lisse becn presentcd
hy Aslsmats suid colleagues. using experimentallv infected mice
(142, 149, 150). The diffcrences hetsveen the coienization paf
tenu of C’. tulbicans’ in infection—rcsistant BALB/c noce anti
infcction-prone DBA/2 mice feliowing oral inoculation cerre
lafcd with hoth Ca,tdida antigen-spc-cific T-ccll proliferation
sud carly expression cf IL-4, IFN--y, sud IL-12 in cervical
lemph noUes. uurpperfitig the concept of s halanced Thi and
11s2 response in clearing OPC (142). A constitutive mixed
1h Th2 cvtekinc expression 11h11) was aIse friund in whole
saliva cf hcalthy HIV-negativc iisdividuals wiih 1251) or with
eut (252) C’andida-asseciatcd denture stomatitis, Altliuugh as—
seciatcd with s Tis2 respense. IL-4-enhanced resistance te
OPC may be nicdiafed hy flic promotion of s protcetive Thi
respotlsc (291) md hy cnhanced hilling cf Candida by hoth
PMNs (46) and macrophages (153).Althougls systcmie deple
tien et CD4 cdli alene did net incrcasc flic scverity of oral

infection iii immunecompctcnt BALB!c and CBACaH niice
(150). reConstitution cf immunodeficient BALBc anti CHAI
CaTI nu’nu mice svith tiaivc CD4 but flot CD8 I cdli sig

nificantly decrcased oral culunizatien cumpared tu tuai in con
troIs md issu cerrelateti uvith expression cf IL—12 sitU WN—y in
cervical lymph nodes (145). deintinstrating tise direct rcquire
ment fcsr T lymphocytes in rccevery from OPC. lite dcplctiun
of PMNs md the inactivatioti ot monecytes/nsacropliagcs in
creased tise severity of infection in insmunecompetent BALE-c
anti CBNCaH mice. clcarly dcmcsnstrating tIse criticai rule uf
tiiesc prufessienal phagocytes in tIse efferenl limb cf tise im

mime resptitsse t 15f). 11 tlsus appcars inuit tise clearance tif

OPC ii dependens en CD4” T-cell augmentation cf monocyte!
niacrophagc atid PMN funcfiens excrted hy Titi-type cvtekines

mcli as IL-12 anti IFN-y (150). A significant expansiisis cf -!f
T celis in the cervical lynipli noUes suis demenstraf cd alter cirai

inoculation cf C alli6’ans (142), anti thesc cclii may also aug

nient flic innct iOn of pisagecytes hy their production cil IFN-y
anti indirectly citntrihute tu clearing OPC. as preeitsusly dem
onstratcd in experimentuil gastrointestmnal candiduussi (2131.

PATHOCENES1S 0F OROPHÀRYNGEAL AND
ESOPHACEAL CANDL&SES IN HW/AIDS

Evidence Implicaing C. albir’uns Virulence factors

lite ahulitv etC albicans fo colenize, penefrate. anti damage
inuit ttsiucs depcnds on imhalances hetween Candide virulence
attrubates anti specife defects as huit immune dctcnscs. C.
albicans possesses s muitiplicity cf properfies. iticluding aH—
hesins. dimorphusm. phenetvpie swuicising. mcslecular mimicrv

ut mammaiian integnins, anti secret ion ut hydruiytie enzymes.

cadi with a iosv prepensity fer enlianciug fuisgal itifection anti
ncsne nccessarily dominant. and ail, even in combinatien. un

ahic to fully overconse intact heit dcfcnscs (319). Hydrolytic

enzymes are probable virulence tact tirs in patisogenic Citnclitla
species (revidwed in rcfeccnces $7. 100. 109. 202. 2)13 anti 456).
Aunons these, C albit’ans Saps, uutder lite centrol cf ut mtilti
gene famiiy (SÀP] te S.4P]Ol expressing distinct isocnzymes

that are regulafed differentialiy al fie mRNA ies’e) itt vitro

1204. 295.456). are implieated in lie breakdown ut scierai ltost
suhstrates (2112) Evidence has heen presented thaf phospho
lipase B. expressed hy at icast nvu gcncs (PLIS] anti PLB2)

(249. 421), also coitfnibulcs tu flic pathegctscsis rsf candidiasis
hy hic degeadation cf huit tissues (172, 205).

Scierai hnes et es’idcnce implieste Saps in ihe pahhogencsis

of OPC its tIse setting of HIV infection. Sap atufigetis lsave becn

dctected en tise surface et hiastocausidia anti hyplsae uttihering

w Isuman oral mucosa (48), anti C allncau.r istslatcs from
HIV-infectcd paticufs witis OPC flot only exitibitcd cmmitanced

aclherence te buccal epitiseliai cciii (423) but also produced
higher Sap leveiï in vitre tisais did strains isculated frein an

HIV-negativc centriul group 11117.32), 462). In addition, in
vivo expression of individual menihers cf die C tdhicwo £4F
ucuc faniily was found tube diffcrcntiaily regulated in s munine
moUd cf esephageal candidiasis (409), during cirai infection iii

iusfaci amsd 141V-t 1g mice (363). and us HIV-positis’e anti
-tsegativc patients with OPC (307). Specihcally. assessmcnt cf

f Isis expressiots isf tIse TAPI tu £4P6 genes ty in vive expresuicsis
tcclsnolegy revcaled tisat thc £4P5 anti £4199 gcncs were

strenglv activated at s single tinse point examined during in
fection uf tise escphageal niucesa in expeninsentaliy infected.
imnmunocompromised mice whercas only lcsv-levcl expressiun
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ut £4P1 tu £4P4 occurred (41)9 t. A contrulled seueniial re
verse transcripiion-PCR analesis of thc temporal expression of
indisidual members ut the £4P nene familv mas conducted in
u model of OPC in intact anti transgenic mice that expressed
111V-1 anti dcvcloped an AIDS-tikc diseuse 363). In contrast
to 113e sustained expreSsion of other £41’ genes, £41’? anti
£4P8 were conspicuouslv distingsiished by their transient ex
pression in hoth intact anti transgcmc miec. £4P5 anti L4P9
wcrc most strongly cxpressed throughout the course of hsfec
tion in tise transCenic mice (3t3(. In accordance with these
lindings, reverse tr;mscnption—PCR anuitais of s1w in vivo es—

piession of t1w £41’] tu £4P7genes on single samples of saliva.
coilccted from u Iimited numhcr of 1-11V-positive and -ncgative
patients with OPC. revealed that £4P2 and SAI’4 tu £4P6 were
uniformi exprcssed anti that ail seven £41’ genes were simul
taneouslv expressed in some patients (307). Expression of spe

cific £41’ genes mas comparable in 111V-positive anti -negative
patients with OPC (307) and in immunocumpetent C311 and

DBN2 mice, non-Tg contruls. anti HIV-1 transsenic mice
(363). indicating tisai the 1-11V statua dues nui in itself alter

£iP expression. Finally. u temporal progression of SAP expres
Siun ils the oeder £41’] anti L-I P3. L4F(i. and £4Fd and L-IFS
was uhserved in an in vitro model of OPC that made use of
rcconstituted human epithelium (384). Takcn tugether, ihese

results suggest thas some £4? gene produels may be tnvulved
in spccihc steps in the onset. progression, anti nainteisance et
OPC in 111V infection by their ability tu degrade particular
hust suhstrates. This possibihiy is suppurted (w Ihe observation
that althuugh recombinant Sapip, Sap2p, Sap3p, and Saphp

cleave peptide bonds heEveen larger hydrophobie aminu acidu,

substrate specifleities differ among the four Sup proteins (236).

Evidenec impiicsting C. ulbicuns Saps in tise pathugenesis of
OPC in I-11V infection mas furiher strengthened hy studies
demonstrating thal the dcereicscd prevaienee of OPC in pa
tients treaied wiih HIV-1 protease inhibitors results net uitly
frum immune reconstitution but aiso froiss inhibition uf Sup
ietivitv (65. 67. 128. 23%, 3(14). The requirement for speeihc

£4P genes ils tise pashogenesis uf mueossil candidiasis may
dOter accordissg to tise rnicruenvironrncut at individus) ana

tomic sites, as exemp)ified hy tise osa of virulence uf nuli sup]

to mp3 but isot sup4 tu sup6 mutants in ais esirogen-dependent
rat vaginitis model (105). in ibis regard. a direct cule for indu
vidua] C. ullswans £4[’s in the pathogenesis ut OPCwiill require
assrssment of tise sirulence uf targeteti null mutants ut this
specific mucosal site.

in contrast tu tise suhssantial evidence iinpiicating 5.41’
gesses in tise patisogenesis tf Ol’C in H]V infection, tise pu
tential roie ut C. allticaiss pisospholipase ai this specihe mucu—

asti site has receivcd lets attention. J’LBI mRNA transeripis
avere deteeted tiuring tise entire course of OPC. with the ex

ception ut primary infection, in Tg mie expressing HIV-i

(363. Tisis was lise first report ut PLBI expression ut tise

nsRNA ievei in vivo and eorrtihoruted the finding ut caPlhip
secretion in tise stcimaeh (172) anti 11dnevs (249) uf experi
mentally intecteti miee. In vitro. blastoconidia. pseudohvphac.
anti lsyphae cif C albicans expressed isigiser leveis ot J’LB)
nsRNA than did germ tuhe-furnsing ceils, suggesting that ex
pression ut caFLBI la regulateti asa function of morphogcnic
traissition (200). TIse presence ut hoth blastoconidia and hy
phae in the orai cavities ut tise Tg mice mus tiseretore consis—
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tent wiih detection ut expressicm ut FLB1. In addition, tise
optimal activity of eaPlhl as pH ht) (172) nsakes h hkely thal

the enzyme is tuncitonal in oral candidiasis. ‘lise attenuated
virulence ut pilai nuli mutants in a hemuiogenous-dissemina
lion muriisc model (249) anti an ural—iistragastric infant tsiouse
model (172). comhined witls tise involvement of I’LBJ ils ihe
pcnetration anti damage uf huaI tissues (172. 249). indicates
tisai C. ulbie’an.v phosplsulipaaes aiso contribtite tu fungui viru

lence. Howevcr. deternsiisation uf the preeise rule uf FLB geise
produeta in tise patisogenesis ut OPC’ in HIV-infeeted patients
will require further smalysis, itsciuding bal nui hmiteti tu the

dcmonstratiun ut attensatcd viruleitce ut plia] nul) mutants in

a ciiniculiy relevant modei ut OPC anti un assessment uf C.
ulbicuns pisusphutipase gene expression in HIV-infecteti pa

tients mitis OPC.

Perturbeti Mucosal Immune Defense Mechanisma agains
C. albican,v in IIIV-Intected Patients

humoral imnsune response. Seeretury nsmunuglobsiiin A

(sIgA) constitutes tise pretiominant immuisogiubuhn istitype in

seeretiuns. inciuding saliva, anti is considered tu lie tise first une

of detense et the hust against pathogens which coionize or

invade surfaces hathed by external seeretions (275). Salivary

sIgA binds tu a group tir puiydisperscd Iseat shock issannopru

teilis expressed on C. ulhwuns veast ceils anti germ tubes gruwn

ut 37C, md tise higlsest reactivitv (s ohserved with yeast grosvn

at pH values hetw’een 5.9 anti 75. a range similar tu that found

in normal saliva (3i). Thc possihility tisut spceific aisti-Candida

sIgA antihutiies msy he prutective avas suggested hy their

higiser concentrations ils patients with oral candidiasis than in

eontrois (144). ass mcii as their ubihty b quantitativeiy inisihit

tIse adlserenee uf C. albicans tu buccal epithelial ceils in vitro

(144. 447). Howcvcr. u primary rulc fur sigA in protection

againat inucosal canditiiasis remains inconsistent avilis die rarity

uf oral cuisdidissis in patients with seleesive IgA deliciencv (8).

In HIV infection. saiivarv concentrations and secretion raies ut

lutai s1A anti lis suhelasses have heen found tu lie unchsmged
(274), increased (2f). 1581. or cleercascd )209, 425). svith a
lower avidit’ ut sIgA antihudies (73. 91). in contrast. tise con

centration uf C’andida-specific salivary sigA isas beets repeat—

ediy found tu lie inereaseti ils I-IIV—inteeteci patients deapite tise

decrcased salis’aty flow rate (92, 133). Furiisermore. C’aysclida—
speeifie sahvary tgA production sigmhcundy corrclateti svith

tise sahvary (andida 1usd (92), suggesting tisaI an adequate

nsucosai humoral immune respunse tu C albicans is main

tained in 1-11V infection. k mas furtiser suggessed tisas inereaseti
aulivam C. albieans—specil)c slg_A antibudy euncentratiuns tsssiv

lie s cosssequencc 0f infectiois instead ut piaymg a protectis’e

rote (92). In suppors ut ibis interpretation, increaseti sahvurv

sIgA cuiscentratiuns sacre currelaieti sv)tls decreased sahvary

aisticandidai actix’lty in 1-il V—iisfeetcd patients (258). More ce

ceistlv, u consprehensive ana) sis ut C’andida—specific antihudies

in the saliva uf HIV-positive patients revestieti that tiespite

chatigcs in total immunogiohuhn leveis. mben levels of C’anili

da-speeific anubudies mccc nurmahzed tu total protein or total

imnsunogiuhuhn levets ut tise eurrespotiding isutype, ssu dis

tinct differences ils 1A or sigA mccc aecn. regartiless ut the

OPC status or CD4’ ccli eutint (461). Tiserefore. thcre is no

evideisee ut appreciahie changea in levels of Candida-specific
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IgA in saliva that would account for the prevalence of OPC
among patients infected with HJV.

Cellular immune response. lite devastating impact of 1-11V
infection on mucosal ceil populations s must prohuhly central
tu the pathcwenesis cf mucosal candidiaais in HIV—in[ected
patients. In several investigations, possible defects of cetls svith
immune potential against Candida were specificattr examined
in the HIV sctting of infection.

Oral cpithclial keratinocytes play a critical rolc in the patho
genesis of OPC because of their close interaction wilh C.
tilbicuns in the superOcial epithelium. flecause oral cpttheliat
keratinoc tes front HIV-infcctcd patients contain integrated
111V proviral DNA and 111V Tat/Rev RNA (347, 346), possihly
acquired through contact with suhmucosal l-11V-positive lym
phocytes andior Langerhans’ cela. the anticandidal properties
cf these celis cotild 8e potcntially impaired. However. although
l-11V-positive patients with OPC had s significant decrease in
oral epithelial cell-mcdiatcd growth inhibition of C albwans n
vitro comparcd tu those tsithout OPC, therc mas no diffcrence
in cpithclial cdl activity hetween HIV-noninfectcd and -in
fected persons without OPC (410. Expression nf IL-l and IL-8
ha’ keratinocales mas equivalent in HI V-positive and -negative
patients with OPC. and no constitutive expression of cither
cvtokine was found in control patients without OPC (147). As
ntentioned ahswe. expression ut calprotectin hy keratinocytes
‘vas presemed in HIV-infected patients svith OPC and ap
peared to serve as a keratinocvte barrier to hvphal penetration
(147). (‘onsequently, fnrther investigation is required tu firmly
estahlish whether dcfccts in the anticandidal mechanisms of
keratinocytes contrihutc tu thc prcdisposition 10 OPC in HIV
infection.

Mucosal Langerhans’ cclls are the initial target cells aher
primati’ muccssal contact with tOc virus, facilitating the trunsfer
uf 111V to CD4 cclls (81. 340. 341). Tonsils and adenoida
from 1-11 V—infeetcd patients contain muhinucleated syncytia
expressing higls levels ut intracclhilar I-11V Gag protein in tOc
DC- and T-celt-rich crxpt lymphoepithelium (184 165). DCs
svithin these areas express tOc s’iral coreceptors CD1 tmd

CCR.5 required for celi entry (217) and are selectively infected
hy R5 (maerephagc-tropic) serains, promoting vigorous repli-
cation of I-11V. DCs play two critical roles in tOc pathogersesis
uf i-11V infection, Est 8v apreading infection to sud thcn bv
inducing virus-specific immune responses in draining lymph
nodes (217.340.341). Despite heing ittfected 8v 111V. oral
mucosal Langerhans’ cdlv are challenged tu perform a vital
task: the uptakc of Candida antrgens in tOc mucosa and their
presentation to CD1 T cells in draining lvmph males. -Several
hues cf evidence have nom clearlv dcmonstrated multiple de
fects ut oral Langerhans ceils. which probahlv cuntrihute tu u
progressive loss ot protectivc acquircd cell-mediuted immune
responses toC uli’kuns antigerts in 111V infection. _Nurnbers of
hoth oral (ht) and esophageal (78) Latsgerltans cells are de—
pleted in HIV infection, congruent with decreased numbers of
cervical (368). splettic (286), sud hlood (36, 130. 175. 271, 322)
DCs (fig. 1). It remains stnclear whcthcr decreased DC pop
ulations result front cytopathie changes caused by productive
111V infection. cvtutoxic T-cell rcsponscs resalting in lysis ut
targctcd DCs, migration to lymph nodes svhcrc active viral
replication occurs. or down-regulatiun of DC surface markers
(36. 81). In addition. impairment of terminal differentiation of
Langerhans’ cctls svas demonstratcd [‘s dccreascd expression
of MfIC class 11 antigens (338. 367), as wcll as tOc presence ut
blunt dendrites, 5cm himited development of organelles. and
lack of Birheck granules (3671. In euntrast, however. inereased
expression of CD1O attd CDS6 costimuhttory utolecules mas
ohscm’ed on hlood DCs trorn 1-IIV-infected patients (361.111V
and its trunscriptitinal tranvactivator (‘Fat) hlock lhe expression
ut MHC class 11 gcncs in HIV infection 8v competing svith the
class 11 transaetivator (218). Expression ut MHC class I anti-
gens in APCs (s alsu dosvn-rcgulnted. but tu a lcsser degree
than expression ut MHC class II mohecules (218). and results
from a combination ut thcir transcriptiottal hluekadc by Tut
(56. 201) and intracytoplasmic sequestration by tOc 111V Nef
protein (176. 248). Several of tOc defecta identified in Langer—
tians’ cells are rho present in monocytes and macrophages,
including redueed expression ut MHC clans li md formation ut

HIV EBV, C.atbicans,etc.

-infecter! LC,,. T HIV-associated I
j mucosal lesionsi

HIV-infected LC

_________________

LC depletionHealthy LC

Mucosal epiihelium

Basal ceil
layer

Submucpsal aiep

Acrivated LC)Memory T
cdl conjugates

FIG. 1. Hvporhetical ntodet of tIre role al mueosal Langerions relIs (LC) in HIV infection. Oral nucosal ùmgerhans’ cells serve as an initial
targdt for 111V infection. Tire cytopathie changes et Lsngerhans’ ceils with s productive HIV infection contrihute to scleetivc deplction cf
Langerlans’ cclls, svtrieh nisy inipuir mncosat immunologie protection rguinst coloniuttion hy nticr,rotganisms cansing HIV—assrretuted oral mscosal
lesions. Reprinled froin reference 81 with permission al tOc pubtisher.
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MHC class Il-antigen complexes (339) and altercd capacity te
stimulate and present antigen te CD4 I ceils (265). In addi—
tien te thèse defects. expression cf HW gpl2O in APCs anti
impaircd CD4OL induction on CD4” relis activated by anti-
gens contrihute te impaired IL-12 and IFN--y production ht
APCs, thus preventing a peotecrive CD4 Thi response as well
as differentiation cf CD$” celis into cvtotoxic lymphocytes
(335, 420).

Progressive dcpietion cf CD$’ relis in 1-11V infection resutts
front apoptosis mediatcd by macrophages through interaction
cf 111V gpl2O with die chemokine receptor CXCR4 (195).
Despitc s progressive diminution in ahsolute numbers, remain
ing CD8 T relis nevertheIess successfully accumuiate in the
basai epitheliai layer cf the oral mucosa in F1IV—infeeted pa
tients with OPC, demonstrating that these relis eau be actively
recruited te tise mucosa in response te candidiasis (305, 367).
Ilowever. the precise role of CD$’ celis in mucosal contais
meut cf C. tilbicans in HIV infection. cither by direct grcsvth
inhibition cf Candkia or. tiucre Iikeiy. hy an indirect mecha—
nism, remains te he determineti (157. 305).

Nuntbers of CD4* T cefia are strikingly retiured in the oral
mucosae cf I-IIV-infeeted patients with or without OPC (318.
367. 413). In addition, C ulbicans-specific peripheral CD4
cefls hecome depleted svith HIV disease progression in pa
tients avitis concurrent OPC (240), but thèse findinga have net
yet bern demonstrated for CD4’ ceHs isclated frem cervical
ivmph ncdes draining tise mttccsai surface. HIV-infected pa
tients have a Th2 cytokine profile in saliva (252) consistent with
the svell-doeuntetsteti switch from Thi te T1t2 in 111V infection
(83). which coeeeiates with a loss cf lymphocyte proliferation in
response te €isndida antigens in patients with advanced HtV
infectiots (252. 346). Hosvever, defiriencies in (andida-specifie
systernie cell-mediateti immunitv do net soieiv acccunt for sus
ceptihility te Oi’C itt H1V-inferted patients (2501. The csveraii
evidenre nevertheiess suggests that the depletiott anti imma
turitv cf oral Latsgerhatts’ relis may intcrferc with normal pro—
cessing and presentation cf C. ulhiean.v antigens te CD4 celis.
which are tItemselves depleted lit HIV iuufection, anti that per
turbation cf these protertive mechanisms probahly plans a
preponderant role in the pathogenesis cf OÏ’C in Hie’
infectioti.

Potential dcfeets of phagocytes couid also predispese te
OPC in patients H1V with infection. HIV-infected patients
with ehrotsicaiiy inflamed gittgivae have inceeased nunshers cf
mucosal maen.tphages anti PMNs, demonstrating that HIV
infection does ncst prevent a normal innate mueosal immune
response by these relis (306).Aithough rccruitment cf phago
cytes te tise oral epithehum dors net appear te he perturhed ht
111V infection. their antirandidiil properties couid he impaired
either directiy hy HIV infection or by altered stimulation hy
cvtokines. In several investigations yieiding conflicting resuita,
phagorvtosis cf C albicans by hiooti monocyte-dertved macro
phages ftcm HIV-infected patients lias bren foutsd to he either
normal (312. 315) or reduced (95). pcssibiy b 111V Nef (345).
Likcwisr. although 111V gp4i suppresses tise redurtion cf ni
trobitue tetrazolitim by PMN5 in vitro (16$). growth inhibition
cf C albïcansand IL-l anti iL-fi production hy PMNs svere
found te he preservcd in HIV infection (66), whiie in othrr
studies phagoevtcsis (143) and kiihng (454) of C all’icuns h3’
PMNs svere impaired but withotit aitered production cf reac
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tive oxygruu intcrnuedsates (451). httrrcstingly, tise catididacudai
activity cf PMN5 from heaithy suhjects anti HIV—inferted pa
tients is impaireti hy tise Iis2 cytoldnes IL-4 anti IL-10. sug
gestiusg s rcle for these rytokines in mediating itscrcasrd sus
ceptihility to OPC in 111V infection (427).

In conclusion. 111V infection aevereiy perturba APCt anti
CD4 relis, anti may also reduce tise functicus cf phagocytes
against C. aihicuns in tise oral mucosa, leading b tise tnset of
OPC. However, thesc crutirai deferts may 1w partiy compen
sated hy preserveti hcst defense mechanisnts (ralprotectin, ker
atinocVtes, CD8” T relis, anti muse artivity cf phagocytes),
svhirh intiividuallv or together may hmit C alhican.v prchfcra
tiots te the stiperficiai mucosa austi prevent svsteuuie tiissemina
tien in 111V infection.

AIIIS-Like Diseuse in Transgenir Mire Exprcssing 111V-I

The ahove description cf the numercus manifestations cf
i-11V infection, inchutiing ntultipie perturbations cf immstne
relis tvhirh express 111V as weii as cf the immune resptsnse te
C albirans. highlights tise difliruities in stutiyitsg sud under—
standing tise pathogenesis cf ctustiitiiasis in tise context cf 111V
infection. Untieuhtetiiy, the avaiiabihty of an adequate animai
modei wcuid facilitate titis task euuermcsusiy. Unfcrtunateiy.
tlsere is no atuunal species iii svhirh 111V—l caR rephcate anti
indure an AIDS-like disease. Ihe mest svidely used mcsdei for
AIDS remains tise risesus macaque infceted svith simian immu
notieflcienry virus (81V) (li 7, ilS). These primates are usot
wideiy avaihahie te researcisers. tise model reqtuires thue use cf
a virus diffèrent hotu 111V—1, anti tise teols te probe tise ma
caque immune system, esperiafly at the genctir level, are veuy
hmited. for studies cf the immune system. tIse mouse lias bren
tise species cf choire. Derades cf research have provideti a
panopi3’ cf bioiogirai anti moiecuiar reagents te study virtually
any cdl populatiots cf the iuttmtune s steuss. More errent ad—
vautres in transgeuscsis and in emhrvonic stem ccli trciunologv.
roupleti svitis tise tieveiopment et efficient hcsmcslogous reccm—
hiutatien. have ailoweti tise generatiotu cf Tg anti gene-tieficient
mire. These technologies have bren used iargciv fer tise inves
tigation cf tise immune system.

Early attempts te express HIV-i gène prodttcts fis Tg micc
were net uotally sucressful in initiating ais A1DS-hke tiisease
(52, 122—124, 254. 259. 381. 401. 434: for reviews, sec refer
eusces 51 atsd 232). Novel pisenotypes net ttsuafly acm in HIV
1-iusfected indivitiuals were ebserveti in some cf tlsese 1g mire,
whiie otisers showed either minimal or no permanent pertur
bation cf immune ccl populations, or sevrrc immune defccts,
distinct from tisose usually :cssusriateti with HIV-1 infection in
humais individu:ils. Hosvever, mctre recenl attempss te gener
sue a mouse usuodel cf AIDS wcrc more surrcssful, anti tise
CD4C/ih1V 1g nsire were fosund te develop an A1DS-like dis
case very similar in its manifestations te Isuman AIDS (186,
187).

Structutre and expression nI H1V1 in CD4CIHIV 1g mire. A
kcy feature of tise CD4C/H1V transgene ta the nature of its
reguiatory cieusseusts (CD4Ct ailowing tise expression cf 111V-l
in s seierted suhset cf imussune cela: thymie immature CD4’
CDX” anti mature CD4’ CD8 T relis. peripiseral mature
CD4’ T relis, anti relis cf tise myeloiti liuseage ssuch as macro
phages, DCs. anti Kupifer relis. Thèse relis represenl tise ma-
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joritv cf the natural cefi Dipttlations found to he infected with
HIV-J in humans (3251. The CD4C regulatory elements were
indeed chosen 10 target as taitlsfuilv as possible tise expression
of I-11V-1 in tise same ccii populations as those infected in
humans.

It mis initiaily thotsght that the hest wav to arbieve titis
sclcrted ccli tropism was tu use the rcguiaton ciemenis of Lite

CD4 gette itseif. wisich codes for tise receptor cf 111V-l. Tise
isuman CDI thCD4) gene was chosen. since expression of the
mouse CDI gene is absent in most myeloid ccli populations,
itscluding macropisages. whiic neyerai subsets cf huntan my—
cloid ceils. includiisg issacrophages and DCs, express CDI at
titeir surface (228. 4601. Using reporter gene. tise ccli surface
OCD4 usd1 and tise hCD4 renuiatory elemenis wcre disscrted
(firsl by getterating tite CD4A. CD4B. and CDIC construets)
in order w identify which sequences werc rcquired tu drive
expression in CD4 T ceils and macrophages and al tise s,tme
lime b silence tise expression in CD%* T relis. B relis, and
other nonhematopoietic crus (189) Au in vivo (1g) appruach
Ivas mcd, since initial experinsents with estabhshed human ccli
fines in vitro appeared unreliahie. Among tise DNA construrts
iested, the CD4C regulatorv elements were found 10 drive the
expression of the reporter gene most faitlsfully (Fig. 2A).
These CD4C elements represent s human/mouse chimeric
construct (14.4 kbp) containing tise murine T-celi-specific en
hancer (1.9 khp) (3821 fused Lu human genomic eiements (12.5
kbp) representing 4.5 kbp of sequences upstream cf the hrsb
noncoding exon lexon I). intron 1 (0.9 kbp). exon 2. and part
of mon 3 (189). Furtlser work ha.s now ronfirined that Intron I
contains a siietscer (repressing cxpressiott in CD8 T relis, B
refis. and nonivtnphoid celis t426]) and DNA elements ncces
sary for macrophage expression I] 88).

Tise CD4C reguiston’ elèisscnts have bern uscd in 1g mire
10 express tise genonse cf wild-tvpe HIV4 (1X6). cf point and
deietiois mulants cf 111V-l 1187. 190) (Fig. lAi. of natural
1-11V—l variants. of an experiissental variant cf 1-11V—i encoding
grecs fluorescent protein (Z. Hanna, C. Simard. and P. Joli
coeur. unpubhshed data), sud cf tise wuld-type 81V genome
1400). Tlsey have siso bren used to express otiser nonvirsi
genes. suris as Notchi oC) (X. Zang. Z. lisons. J. Poudrier.
D. G. Kay. snd P. Jolicoetir. unpuhhshed data). In each case.
lite expression of tise tr:msgene, assessed wtth a verv laige
tsutnher of Tg founder hnes. sas heen rcmarkahiv reproducible
and faithfui. tise major differeisces hetween unes heing tise
leveis cf expression. mont prohahiv rellecting tise distinct sites
of traissgene integratton wttlttts lite host genome. A varleo’ of
techniques were used 10 identify tise relis expressina lite tratss—
grise: immunolsisttirhemistll with reli—specific markers cou-
pied with in situ hvhridization (15H) svith transene-specitic
probes. cr0 sorting 0f sperifir populations foilcwed bs 15H or
Western biot analysis, and fluoresrence-activstcd ccii sorter
)FACS) anaiysis on relis expressilsg a ccii surface rrporier
(CD1CbCD4 1g nsicc) or expresstng u fluorescent reporter
(CD4/HIVt°° 1g Inice). Tise consensus emerging frc,tss these
studies is thst tise tratssgene is expressed in tise salue Issurine
ccli popstistiotss which Isave hem fostnd to express tise ccii
surface CDI moiecuies in human relis.. i.e.. thymie imnsature
CD4” CD8 T relIs sud mature CD4” CD8 T celis. periph
erai CD4 T ceils. aisd relis of the mveloid lineage (peripheral
nsarropisages, Kupifer relis. DCs. sud micrtighai relis). Expres

sion mas Isot detectahie ils nsany cr0 populations whieis stre flot
thought to express hCD4. notabiy isepatorUes. kidney epitise
liai celis, luisg epithehal ceils. cardiotssyocytes. eudothelial relis,
itstestinai epitiscliai celis. muscle relis. neurcstss. ohgcdendro—
cvtes, snd astrcscytes.

li therefore seems tisaI 1-11V-i getse produris are expressed
Os CD4C/FIIV 1g micr in the sansc cr11 populations whtch are
thcugbt to he infected with I-11V—l in httnsan ittdis’iduais. This
specitic targeted expression cf 111V-i genes is thouglst 10 he
critical fcm tise deveitipmetst of the AIDS-iike disease uhserved
in these Tg mire t 186. 187). However. tise lateucv of disease
was fcsund te correiatc verv clcselv svith the levels of traflsgeise
expression (187). Indeed. 1g mice frcm verv.high.expressor
hnes died wishin merlin afler hirth. sud these unes could flot he
maintained. Tg mire frotit mcdism-expressor hnrs survived 4
106 tstontiss, wisile 1g mire cxprcssitsg icw lcveis o[ III V-l Nef

survived as long as 1 s’ear but stili develcped essetstiaflv tise
same muitiorgan pisenutypes as Tg mire dyittg eariy (Fig. 2B).
Tisis featsire of fsst atsd siosv diseuse progression in Tg mire in
reminiscelst cf the hunsan chnical sittmtiots.

Tu determine whetlser ail or oniy s subset of tise I-11V—i gene
prcducts were required 10 itsduce titis AIDS-tike disesse in
mire. various mutated forms of tise HIV-l gettome were con
structed md sssessed iii 1g nsicc (Fig. 2). h wss foutsd Ihat otsiy
Tg mire cxpressing Nef deeeloped disease. wisile 1g mire cx-
pressing ail other HIV-l genes or s subset of them did flot
deveicp apparent phettotypes and appsretstl lcd a discase-frec
life (187). Ilsis mutational anaivsis estabhsised that Nef mas tise
major determinant of titis AWS-hke disease in 1g mice.

(‘unirai and pathological features of MUS.Iike diseuse in
CD4CIHW Ig mire. Tise CD4CiIHV 1g mire. even those
expressing oeiy Nef. develop s severe AIDS-like diseuse mitose
l:ttency correiated svitis the leveis of Tg expression (18h. 187).
Chnic:div, these 1g mire siscw seasting, fsiiure to thrive atsd/or
weiglst icss. prctnsture :md sudden deatis. and sometimes
edema sisd di:trrheu. Wasting is s kisosets ronaequence cf su—
msn AIDS (90, 181. 270). lIse eariy de:sth snd edems are must
pruhaNy caused hy a severe renul discase (sec heiow). The
sttdden deaths are prohahiy dite 10 s csrdisc disesne (sec he
10w). lise 1g mire are fragile: oPen minor issanipulanons suris

as prepsraticn for eclsorardiography sviil precipitate an early

deuth. lisey also :lppear 10 survis’r better in s specific-patho
gen-frec environment titan in nois-speciflc-psthogen-free ah
issai rooms. 1g females have lower fertihty thats ncn-Tg femsie
httermates md tvpir:diy rive hirth tri fesser pups per huer. Tg
maies :ilso shti’ iower fcrtihtv, sdtisough titis is flot as apparent
as svith femaies. Titis lower fertihtv mav reflert s muerai dis-
case state or usure sperific problems of thc autonottsic nervous
svstem.

A more detsiied ntscroscopic and isistologirsd examination
of shese CD4C.IIV 1g mire sisowed inititiorgan AIDS-like
disease.

(il Kidneys. Smaiier. utcciphic. md paie kidneys svtth an
irreguiar surface are the tnost mscrosccpically visible manifes
tation of the disease. Titis pisenotype aiso han lite higisest
penetrance (in virtuaily i0i)6 of 1g mire). at iesst for 1g mire
hred on tise C3H/HeN hackground. Titis Hdney disease cep
resents a tuhuiointcrstitial nephritis associated witis tubular
atropisy. hsterstitial nsononuclear ccii infiltration. and fihrosis.
as well as with lumen dilatation formiisg rysts. in addition,
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FIG. 5. Hepotlieticai defecis in host defenses against Otficmupliageol candidiasis in Ht\’ infection. l’togtessivc depletion and fuacticmal

dvsrcgutation ot nucosal Lingcrhans relis alters normal processing and presentation of C. a!hirans antigens ii’ CD4 relis, which are themselvcs
depleted in l-11V infection. rcsulting in diminished nnmhcrs cf CD4 TOI cefls sud perturbed adoptive imnlunity to C all’icass. 1-Ionever.
substantiallv presenvd munie defense mectianisms (calprotectiui. PMNs. nid — T ceilsi md cvuouosic T lymphocytes prevent systemic dissemi—
nation.
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glomerular changes are ohsened and oftcn represent segmen
tal giomeruiosclerosus. Kidnev disease such as tubulotntcrstttial
nephritis and tocal ansi segmental giomerulosclerosis are rel
atively fueqtuent in SIV—infected macaques (417) and in AIDS
patients. especiaily in children (352. 391, 418). TOc early cx

prcssiott of tOc Tg along with 10e specific C3HHcN hack
ground mas’ explain lite high penetrance 0f Ibis phenotype in
the CD4C/H]V Tg mite.

(ii) Lungs. A lytnplsocy’tic interstitiai pneuunonitis (Li?)
(thickening of alveolar walls caused by infiltrating mononus
clear celis) seas ohserved in a high proportion of Tg miee html
on s mixcd C3H-C57BL16 hackground. The incidence of LI?
decreased somewhat afler inbreeding within the C3H bnck
ground. LI? also deveiops in SIV-infected macaques (23) and
(s 05051 often ohserved in human pediatric AIDS and consti—
ttules an AIDS-deliniitg condition 145. 60. 215. 288). Since tise
CD4C’HIV transgenc is cxpresscd eariy in lift, isis therefore
flot surprising w observe titis phenotpe in these Tg mice.

(iii) Heurt. Tise suddeu deaths ohserved in these Tg noce
protstpted n detaiied anatysis of tise heart. Noninvasive eeiso—
eardiograpisv reveaicd signs of depressed cardiac functions tin-

crcascd systolic lcD ventneular internai dimension and de
creascd tractionai shortemrtg. cicclion fraction. strokc volume,
and cardiac outpuu compared te tiiose of tiseir isou-Tg htter
listes (227). Cardiac disease mas also ohserved ver) frequentiy
al autopsy. especiaHy when tise animais mcm hred tin s C3H-
CS7BL/6 mixcd background. The hearts oflen appeared en
larged and dilated. After exsanguination. tise)’ become smaller,
suggesting dilated eardiomvopathv. Histologicaliy. multifocai
lcsions representing focal areas of nsyecytoiysis. sometimes
assoeiated with infiltrating mononttciear eeiis and fibrosis. were
ohservcd. In additicsn. s more diffuse inlcrstitial fibrosis con
pared 10 Ihat in ison-Tg mouse hcarts svas rcvcaled by Sinus
ecU staining. Ibis was not aiways associatcd witis focal lesions.
More recently. evidence of disturbances of 50e eardiac rhythm
svas foutsd (D. G. Kay sud P. Jolicoeur. unpuhhshed data).
Anaiesis l’y ISH with HIV-1-specitic probes revealed no de

tectaNe expression in cardiomvocvtcs 0f Tg mire (227), sug
gesting that the pathogenesis of Ibis eardiomyopatisu is indirect
and tcflccts abtsomsal functions ot uussmunc ccils, suisse et 10cm
mosl prohahly expressins tise transgene. Interestingiy. eardiac
disecse is s relativelv freqstent tnautifestatiois of simian (3)6.

IL-8 (Chemonttraetant)

Keratinocytes Calprotnctin
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397) and human (3. 9, 84, 154. 196. 225. 260, 293) AIDS. and
the cardiac levions of the CD4CJHIV 1g mice are similar to
those found in individuals witli AIDS.

lvi Bones. Often, the boues of CD4CHIV Tg mite have a
white appearance and are niore fragile than those 0f non—1g
mice. Again the severity and penetrsmce of titis phenotype was
more apparent whcn these Tg mice werc hred on a C3H-
C57BL/6 background. These two phenotypes suggest tise pres
enee of s mvelodysplasia and of osteoporosis. These pheno—
types have not bren exienviveiy inuestigated. but preliminary
FACS and X-ray aiialvses conductcd on bone marrow cdils and
hunes, respectively. are consistent with such anomalies (J. Ca—
ceres-Cortes. C. Simard, md P. Jolicoeur. unpuhlished data).
Heinatological abnormalitics have heen descrihcd in MDS
(93, 169. 297.353).

immune defects in CI)4C/IIIV 1g mire. in addition ro the
various organ diseases described above, the CD4CHIV 1g
miec dcveloped scverai phenmypes of the immune svstem in
volving many ccli populations and structures, whieh are very
similar to those found in humais MDS.

(il Thymus. Ihe most striking Inacroseopic feature of the
immune system iv a severe thymie atrophy (186. 187). Histo
logicaily, loss of tise normal thymus architecture iv noted. with
the eoriieal anti medullarv regions being pooriv defined in
contrasi to tise well-deflned structures ohscrved in non-1g
mice. In addition. the thvmuscs of the 1g miec are hvpocellu
lar. Thvmocvte ccli counts are close to normal at hirth and
durtng the first few weeka of life. but thereafter they propres
sivele dccrca.se to reacli vcry sinali numbers, with loss of more
than 9(191 of thymocutes. FACS anaiysis data show thar tise
relative ptoportion of thymucytes iv often almost normal. cx—
ecpt for a iosser proportion of mature CD4* CDS relis (P.
Chrohak. M. C. Simard, 1. Ndoio, Z. Hanna. anti P. Jolicoeur.
Ahstr. lOth Conf. Retroviruses Opportunistic Infect., 2003).
Ibis appeais 10 reticet a block in differetiliation at ihe transi
non stage of double-positive (DP) CD4 CD8 to single-
positive CD4 CD8 I ccliv (Chrobak et al., Àhstr. lUth Conf.
Retroviruses Opportunistic Infect. abstr. 210, 2003). Titis thy
nie depletion appears tu he ccii autonomous and indepcndent
of srrtmai epithehal ceHs. tt can indeed be reprtiduced in
iethally irradiuted normal lion—1g mite transplantcd suint bone
marrow or fetai liver ccliv (rom 1g mice. Depiction of thymie
celi populations iv a feature ot human AIDS, in hoth chiidren
md aduits (171. 215. 229).

Phenot’picaiiv, these 1g DP CD4 CD8 I ceils arc ahnor
mai and show a significant downregulation of the ccli surface
CD4 moiccule (186. 187), aiso a characteristic of Nef-express
ing humait cefls, in addition. DP ceils front 1g mice show
dvsregulation of deveiopment marker expression f Chrohak et
al.. Ahstr. loth Conf. Rctroviruscs Opportunistic Infect..
20031. suggesting an impaired differentiation. Moreovcr. bio
ehemicai studies revealed consnitunively enhanced levels of
phosphotyrovine-containing proteins anti further enhurtecment
of t rosiirc phosphorylation of scvcrai protein spccicr. notahiy
iyscipitospholipid:acvl-CoA acvltransferase anti mirogen.acti.

vated protein kinases (ERK 1/2). on in vitro sttmuiation with
anti—CD3 (187 t ccmmpared tt) the situation for DP ceils from
n&sn-l’g mice.

(iii Pcripheial Ivmplioid tirgaus. Macroscopic anti micro—
scopie exanduahon of pcriphcral ivmphoid orgaus (lymph

Cmix. MicRoeloL 11Ev.

nodes [LN] and spiccnl front CD4C:H1V 1g mite showed that

tlrey sverc atrophie. in contrast tu organs from controi noir—1g

miec G 86, 187). Thcy had iost their normal architecture anti

were hypoccliular and often fibronic. On stimulation with an
antigcn (ovaibumin), tise CD4C/H1V 1g mice produced mi sig—
nificantly smaiier numher of germinal centers (OC) in their LN
(342). In spleens of 1g mice, thc T-ecu zone mas markcdiy
deereased musti the nrarginal zone (MZ) appeared larger anti
contained numerous Mac-ii and CDIIc’ ceis, likeiv to rep.
resent macrophages and DCs (342. In addition. ihe fulhcuiar

DC network mas found to [‘e markediy reduced in 1g mice
eoinpared tu non-1g suce (342t. An atrophie folhcuiar DC
network and smaller numhers of GC were ohserved early dur
ing thc course of the AIDS pandeinic and svcrc considercd one
of the paihoiogieal hailmatks of tire disease (326.336, 430.
431). lime CD4CIHIV 1g nsice show titis phenotype .Such a
phenorype, reminiscent tif that found in CD4O- (mc CD4OL-
dcficicnt mice (226, 463), is likclv tu rcflect a iack ut CD4
‘f-crI heip (342).

(iii) CD4” T relis. Peripheral CD4 I cclis are present in
sinaHer isumbers in 1g inice tisais in non-1g mire (181m. 187,
342). Ar later stages of the disease. they often aimost totaily
disappear from peripherai orgaits. They also sisosv u down
regulanion of thc ccli surface CD4 molectile. Iherefore. the
Ioss of this population iv hevr assessed hy quantiiating rite
TcRcvÇ.mm’ CD8 T-ecu population. which essentiaHv repre
vents thc cistire CD4’ 1-ecu popuiatiois. ineluding tise tub-
population svhich expresses no or ver iow levels of CD4.
FACS analysis of CD4 I ceis from 1g miec res’eaied a
iower expression of CD4OL thais that in cells trom non—1g
mice (342). Also, an increased psspuiation of CD4 I ccliv in
1g miec, compared to tisai in nuis-1g mini, exhihit an acti
vatedimcinorv piscnotype (CD69°’. CD44’ , CD2S°’.
CD45RBi0.. CD62L’°”) (342:X. Weng. E. Priccputu, J.
Poudrier, D. G. Kay, Z. Hatusa, 1. W. ivlak. and P. Jolicoeur.
unpuhlished data). Asscssment of thc division capacitv 0f

these cells carried out hv in vivci hromodeoxyuridine label
iitg sitosved tlsat a higher proportion of thcse CD4” T ceils
(rom Ig issice titan froin non-1g istice divided lis vivo. Boss’—
cver. in vitro, tise purified CDI ‘‘1’ celis appcar tu ht rc
strictcd in tiseir abiiity to divide. Ilsev also appear to die hy
apoptosis mit a higher raie. Finally. in a mkxed leukoeyte
reaction. they performed poorly compared to ceils (rom
ison-Tg noce (Weng et al., unpublishedi. It therefore ap
pears tirat tise periphcrai CD4 I ceils are (unctionaiiy
impaired, especially in their iseiper fsinction. dcspite heing
in a state of activation.

(iv) CDS T crUs. Tise nutnbers of pcriphcrai CD8 T celia
of CD4C1llV 1g mice are proportionaliy increased, as in
human AIDS (i86, 1X7). At later stages of thc disease, these
celis are lost, along witlt tise CD4 I eells. as occurs in isunsan
A1DS 1151, 327). Coupled with tise snsalier CD4 1-cell nom-
bers, titis ieads lu a lower CDI’CD$ rat]o, also a charaeterisric
of human AIDS.

iv) il relis, lise proportiois of B relis in ivmphoid organs of
CD4C!HIV 1g miee is increased compared to that in non-1g
micc 066. 1X7. 342i. Tise presenec of hvperglssbulineinta ta
associared with titis peripheral B-celi expansion in Ig miee.
Most nf the immunogicihulins are of tise lgM isotype hecause
(5f mi failure tu ciaas ssvitcls (342). Afrcr ovaibumin immuniza—
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tion. must of the ova-specitic antihodies (Ah) were of the IgM
isetupe (342). Interestingly. these Tg silice aise appear (o ex
hihit signs ef autoimmunits. producin auteantibodies, notahiy
anti-DNA Ah (342) and anti-heart Ah (227).

(vi) Macrophages. The macrophages frem the 1g mice seem
te have a constïtutivc)y aciivated phenotvpc. Prciiminarx es
periments aise indicate that the can producc highcr ieuels et
NO soU TNf-n en stimulation than those from nen-1 contrel

littermates (D. Josanovic, P. Vincent. and P. Jolicoeur, unpuh—
iished data). In addition, dey mcm found te he more numer
ous in the spleen MZ (342).

(viiI Dendritic ceils. DCs express the transgenc and are
ahnormal in CD4CHIV Tg mice (342al. In LN. the total
numhcr et DC sverc tound e progrcssivelv decrcasc and te
express lower leveis et MIIC clam Il. CD4LL and CD%6 ccli
surface tnarkers. sungestiliC an unmature phenotype. hsterest
ingiy. a suhpopuiaiion et CDIIh’1 DC mas feund te accumu
late in these lympheict organs. LN DC aise shew s meduced
capacity te debver cestimulatoty signais te syngeneic CD4 I
ceils in tise presence cf anti-CD3 sud te stinsulate s mixed
leukecvte reactien in cecuittire with aiiegcneic CD4 T ccHs
frem non-1g tmcc. In addition. LN DC exhibit an impaired
capacity te prcsent antigcn. hoth as preteins (pigeon cyte
chrome e jPcc]) sud as Pcc peptides. In centrast, in tIse spleen.
DC wcre present in iargc nurnbcrs. espccia]iv in tise MZ. in the
thymus of 1g mice. recoveo et CD8n DC5 tended te hc low
compared te titat in lien—1g contrei mice. Consistent with
these flndings. maturation ut bone marrew-derived DCs from
1g mice was impaired and expression cf MHC ciass li. CD8O.
anci MHC ciass I ccii surface ptetcins mas iower than en DCs
[rom non—1g mice. Thcrclorc. it appears ttiat DCs from 1g

micc tau te undcrgo fit)) maturation. This tnav svil affect their
capacitv te fuiiy aclivate T ccHs. Aise, tise ahnormai DC plie—
stotypes sud functiens mas contrihute te tIse expanded B-ecu
comparttttent dcscrihed ahuve and the Ab production feund in
these 1g mice.

The number cf DCs in HIV-infected individuais lias hcen
rcportcd by somc invcstigaters te he smali in the hieed (130.
148, 175, 271, 322. 328), skin (302), iympheid tissues (2M). and
oral mucosa (3(17). Aise, DCs with an immature phenotype
have heen ohserved in tome HIV-infected patients (137, 286,
338). In addition, rcduced DC function bas been detected in
AIDS patients (reviewed in reterences 233 and 234). Aitisisugb
the hene)it fer tise virus te dicO such u phenetvpe is unclear. it

may tavor virai replicatien. indeed. O has becti reported thut
111V-1 rephcates pretereittiailv in immature DCs (25, 62. 163.
174).

Ibis brief summarv hig)sitghts the main features of the
AIDS-iike disease which deveiops in this CD4C:H1VTg
mense moUd. AI) et the immune and ergan disease pheno
types studied 10 date appear tu he similar tu human AIDS, not
only pathelogically but aise at the ccllu)ar sud molecular lev—
ris, in addition. ne major phenetypcs which are absent in
human AIDS arise in the ‘ig mice. Cenversciy, almtist ail tif the
phenetypes feund in human AIDS devciep in these lg mcc.
This streng sim)iartty suggcsts that dus mutine A1DS moUd s
relevant te the hitman disease and issay he instrumental in
ttnderstanding several tnanifestations ef AIi)S. in particular.
epportunistic infections with pathegcns suds as C. albicans.

Oroesophageal Cundidiasis in CD4/HIV ‘fransgenic Mire:
s New Tool In Sludv Pathogenesis

Controlied studies of the pathogenesis et mucosal csmdidi
axis in DIV infection have hcen hampcmcd h’ tue iack cf s
reievant animai model. The availahiiity et CD4C/HIV 1g miee
expressing HIV-i in immune ceiis and deveioping an ÀIDS
Dcc disc:Lsc bas rccently pruvided a unique epportunitv ta
devise si tsovei moud et tsiucesud candidi:ssis that cieseiy ntim—
ics the clinical and pathoiegical [catures ef candidai infcctien
in human H1V iufcctiett (116). lise feflowing features et mu
cesai eandidiasis iti the 1g mice were found te bc idetsficai te
these in patients with FJ1V infection: u sustained enhancement
of oral hardent cf C. alhicans. hecoming mixTe manitest in the
Inter stage et 111V disease )161. 439, 467) (Fig. 3): pcnctrstion
by Candide isyphae of the stratifled squameus cpithchum cf
the oral cavity and esopltagus. hmited tu the superbcial cpi
tltehai layer) 147. 357. 367) (Fig. 4): slow incidence et systeinic
disseminstiois et C. albicans (219, 296. 439): sud a menonu
clear inflatnmatory ccii infiltrate cf the mucesa (147. 367). In
addition te ciosciy mimicking the teatures et muccisai candidi
mis in patients infected with DIV. the moUd ehviates die
probientatic precurement cf tissue sampies from Immun pa
tients; ;iveids ihe potentiaHy confottnding effects ot antiretro—

vie:d tuserapy sud of mixcd infection hy different strains of C.
all’ica,ts or dificrent Candidc, species. otten feund in DIV
infected patients (314): and allews for longitudinal observa-
(ions ut fixcd timcs during tise progression et HIV infection 1w
direct comparison with non-1g httemsstates. ‘flic Tg mice thus
provide s novei tipportunity tcs study die p:tthogenesis et mu—

cosai castdidiasis in 111V itsfeetien undcr centreflcd conditions
in a small iaberatory animai.

In accerdance with tise findings its humant svith advanced
DIV infection. thc freqisencics cf cals exprcssing MHC chias Il
antigen and CD4 celis wcre markcdly reduced its tise oral
mttcosa cf tIse 1g compaeed te the nets—1g mice 51 lite time et

markcd terminal outgrowth et C albicu,is prcceding death
(116). Hewcver. in tise 1g mice, intectien witis C albk’ans aise
resuited in u substantiai increase in the trcqueneies cf muccssal
cells espressing MDC clam II annd u more medest enhancement
in thc frequcncies et CD4 ceils. dcmenstmating tise ahihty et
the 1g micc tu partially respend te inucessi infection dcspitc
the meduciion in these ccii populations ((16).

Con[inuing hsvestigation usitsg tisis novcl model w 1g mice is
inidcr way atsd in allowing. ter the (irai urne. a precise cause
atsd—etfect analysis tif the immunopathegenesis ot mucosal can—
didiasis in DIV infection.

FUTURE DIRECTIONS AND CONCLUSION

Thc aceumuiatcd evidence prcsenicd in this revtcw stiggcsts
a nutuber of hvpot]scticai detects which may underlic die sus
eeptihility te nsucesai candidiasïs in l-Ii V—infection (Fig. 5).
Depietioti et L:mgerlsans’ cells and their reduced expression et
MHC class 11 tnelccules and IL-12 probahiy perturh die de
veiepment et Cxindicta-speeific CDW’ 1h1 cc)is wlsicis are in
strumental in orc)iestrafing u pretective adaptive ceil-mediated
immutie responsc tu C. alhkans in tise oral sud esopusageal
tusucosa. 11w dcpletion et CD4’ cclii sud u sisift in expression
[roui Thi to Th2 cyteDnes may reduce the anticandidal activity
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tif macrophages anti PMNs and ihus trigger the onset of OPC.
Parliv preserved espression of MI-IC clam I :tnligens on Lang
enhans ceils utay ;tllow tIse recruilment of s compensalory

protccrivc CDX’ 1-cdil rcsponsc b C. alldcans in thc mucosa
despite 111V infection: this, combined with the anticandidal
activily of preserved innate defense mechtmisms (caiproleclin
ami kcratinocvicsi. mile limit the proliferation of C albkans (o
the mucosa and prevent systemic dtssemination to deep or—
pans.

Oral hiopsy material from H1\’-intected patients viii con
titille lu provide cliiiicali1 relevant, descriptive information
about crOirai atterations in mucosai host detcnse mechanisma
which may predispose to niucosal candidiasis in 111V—infection
anti mav :1150 suggest s protective role for ccli populations
which appear in lhe mucosa in response b candidiasis. TIse
specificitv of theae identified aiterations wili hc strengthcned
1w examlnmv tissue sampies fiom normal sud infected areas of
111e oral cavily in HIV-infectcd patients with OPC in compar
iSOfl 10 111V- anti non-1IIV-infccted patients without OPC.
Complcmentarv 10 thcsc investigations. the novel modei of
rttucosal candidiasis in CD4C!HIV Tg mice will for Hic first
lime aliow s longitudmai assessment of the alterations in oral
mucosal and cervical lymph node ccli populations ami their
production of cetokines al lite single—ecu levei under cottlroflcd
condtltons. Ncw Tg flouse constnjcts sud replenishment wilh
specific ccli populations sud cvtokines should provide tIc op
portunitv to achicve s precise cause—and-effect analysis 0f the
iminunopsthogenesis of mucosal candidiasis in 1-11V infection.

TIc ncw knowledgc gaiucd isa prcrcquisitc 10 desigtnug nove]

:tpproaches to itnmune ceconstittttion.
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Discussion générale

La candidose oropharyngée (OPC) est la plus fréquente des infections fongiques

opportunistes chez les individus immunodéficients. Elle est causée par le Candida

athicans, ui-le levure dimorphe, diploïde et imparfaite, qui réside de manière commensale

dans les muqueuses et le tractus gastro-intestinal chez l’homme. Il a été estimé que plus

de 90% des individus infectés par le virus de l’immunodéficïence humaine (VIH)

développeraient au moins un cas d’OPC durant la progression de la maladie (551). La

colonisation des muqueuses buccales est étroitement corrélée avec le développement et la

progression de la déficience cellulaire induite par l’infection au VIH. Cependant, les

mécanismes de défense des muqueuses qui protègent l’hôte à l’égard de C. albicans

demeurent inconnus et le dysfonctionnement précis qui favorise la croissance de C.

aÏbicans à la surface des muqueuses buccales dans le développement séquentiel de

l’infection au VIH n’a pas été clairement défini.

La prédisposition à l’OPC chez les patients infectés au VIH semble

préférentiellement impliquer une atteinte de l’immunité à médiation cellulaire locale

plutôt que systémique, rendant compte d’un déséquilibre entre la virulence de C. aÏbicans

et la dysrégulation des défenses immunitaires de la muqueuse buccale. Les lymphocytes T

CD4+ Thl, T CD8+, T y/, les macrophages et les polymorphonucléaires (PMNs) semblent

interagir et collaborer au maintien et à l’efficacité des mécanismes de défense de l’hôte à

l’égard de 1’ OPC. De plus, les nombreux travaux menés sur des souris normales, infectées,

ou présentant une immunodéficience congénitale ont montré que les lymphocytes T CD4+

fonctionnels jouaient un rôle dans la résistance à la colonisation et à l’infection des

muqueuses buccales par le C. aÏbicans (21, 35). Des études menées au laboratoire sur des

souris MÀIDS suggèrent que, bien que les lymphoc)Ïes T CD4+ Thi jouent un rôle central

dans la résistance à l’OPC, les lymphocytes T CD8+ et/ou T y/ ainsi que les naturaÏ kilter

(NK) peuvent ètre en partie impliquées dans un mécanisme de compensation de

l’irnmunfté (144). Bien que l’incidence de l’OPC augmente avec la déplétion des
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lymphocytes T CD4+ (<200/mm3), les perturbations de l’immunité des muqueuses à

l’égard de C. aÏbicans apparaissent précocement durant la progression de l’infection au

VIH. Par conséquent, les études ont convergé vers le rôle précis de la réponse immunitaire

acquise à médiation cellulaire à l’égard de C. albicans. À ce titre, et afin de promouvoir la

réponse Thi, la présence de cellules présentatrices compétentes et fonctionnelles au sein

des muqueuses buccales semble être un pré-requis dans l’initiation de la réponse

cellulaire et dans l’instauration de l’hypersensibilité de type retardée à l’égard de C.

albicans. L’établissement récent de lignées de souris transgénÏques (CD4C/HW) exprimant

le VIH-1 dans les cellules imnumitaires (cellules thymiques CD4+CD8+ et CD4+CD8-,

lymphocytes T périphériques CD4+CD8-, cellules de Langerhans (LC5) et macrophages) est

apparu coimrie une nouvelle opportunité d’examiner la pathogenèse de l’OPC à l’aide d’un

modèle animal qui reproduit les principales manifestations cliniques et biologiques de

l’infection au VIH (248, 249). Ces manifestations incluent de la difficulté à avaler, une

atrophie sévère et une fibrose des organes lymphoïdes, une perte des lymphocytes T

CD4+, une pneumonie interstitielle, et une néphrite tubolo-interstitielle (248, 249).

Nous avons émis l’hypothèse que l’expression du transgène dans les LCs des

muqueuses buccales de souris CD4C/HIVtA, exprimant les gènes REV, ENV et NEF, altère

leur développement normai et la présentation des Ag de C. albicans aux lymphocytes T

CD4+, eux-même déplétés chez ce modèle murin. Nous voulions déterminer si ces

perturbations résultaient en une incapacité à développer une réponse locale CD4+ Thi

spécifique ainsi qu’une immunité acquise à l’égard de C. atbicans. Le développement d’un

mécanisme de compensation de l’immunité par les lymphocytes T CD8+, les monocytes/

macrophages, les PMNs ou l’association de ces populations cellulaires pourrait réduire la

charge buccale de C. aÏbicans et prévenir de la dissémination systémique de C. aÏbicans

chez la souris Tg.

Au cours de mes études de doctorat, j’ai démontré que l’expression du transgène du

VIH-1 dans les DCs et les lymphocytes T CD4+ est requis et suffisant pour la persistance

de C. aÏbicans dans les muqueuses buccales des souris Tg. Cette persistance est associée à
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une altération du nombre et de la fonction des DCs et des lymphocytes T CD4+, des

muqueuses buccales et des ganglions lymphatiques cervicaux des souris Tg CD4C/HIVt.

Ces altérations ont résulté en une incapacité d’initier une réponse immunitaire adaptée à

l’égard de C. aÏbicans in vivo et in vitro. Par ailleurs, j’ai démontré que le transfert adoptif

de lymphocytes T CD4+ de souris non-Tg dans les souris Tg CD4C/HIVtA restaure

l’immunité protectrice à l’égard de C. aÏbicans et que les lymphocytes T CD8+, bien que

diminués en nombre chez les souris Tg, augmentent néanmoins dans les muqueuses

buccales en réponse à la persistance de la candidose. Nous en avons conclu que

l’altération du phénotype et des fonctions des DCs et des lymphocytes T CD4+ détermine

la susceptibilité à la candidose buccale chez les souris transgéniques exprimant le VIH-1.

Associé aux travaux effectués par Miriam Marquis, nous avons démontré que la

candidose buccale chronique des souris Tg CD4C/HIVtA ne peut pas être attribuée à une

altération du nombre ou des fonctions des PMI’s]s à l’égard de C. albicans. Néanmoins,

l’utilisation de souris Tg CD4C/HIVtG homozygotes KO pour l’Ag CD8, exprimant

uniquement le gène NEF, nous a permis de démontrer que les lymphocytes T CD8+

participent in vivo aux défenses de l’hôte à l’égard de la candidose buccale. Nous en avons

conclu que les lymphocytes T CD8+ et non les PMNs sont requis pour limiter la charge

buccale chronique de C. aÏbicans chez la souris transgénique exprimant le VIH-1.

L’ensemble de ces travaux n’auraient pas pu être réalisé sans la collaboration du

laboratoire du Dr Paul Jolicoeur qui a développé et caractérisé toutes les lignées de souris

Tg exprimant le VIH-1 que nous avons utifisées.

Au cours de ce chapitre, je discuterai et critiquerai les résultats obtenus afin de

dégager de futures perspectives de recherche et de compréhension des mécanismes qui

protègent l’hôte à l’égard de l’OPC.

le phénolype de candidose buccale chez tes souris transqénigues exprimant le WH-1

L’utilisation de souris Tg (expression du gène NEF dans les
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lymphocytes T CD4+ matures et immatures, dans les macrophages et les DCs), CD4E/

HWMuCG (expression du gène NEF dans les lymphocytes T CD4+ matures et immatures et

dans les DCs) et mCD4/HWMI1tG (expression du gène NEF dans les lymphocytes T CD4+

matures et immatures) (249, 251) a permis d’investiguer plus précisément le rôle de ces

populations cellulaires dans l’apparition de la candidose buccale chez ces souris 1g.

L’infection buccale à C. aÏbicans de souris 1g CD4C/HWMUtG a entraîné l’apparition d’une

candidose similaire à celle observée chez la souris 1g CD4C/HW1’ (exprimant les gènes

NEF, KEV et ENV dans les lymphocytes T CD4+ matures et immatures, dans les

macrophages et les DCs) (141), démontrant que l’expression du gène NEF est nécessaire et

suffisante à l’apparition du phénotype de candidose. Les souris 1g CD4E/HWM infectées

à C. aÏbicans sont également atteintes de candidose buccale suggérant que l’expression du

gène NEF dans les macrophages serait dispensable pour son établissement. Néanmoins,

les perturbations affectant les lymphocytes T CD4+ et les DCs pourraient être suffisantes

pour altérer les fonctions des macrophages, sans nécessiter l’expression du transgène.

L’absence de phénotype de porteur chronique de C. athicans observée chez la souris 1g

mCD4/HIVMtItG a suggéré que l’expression du gène NEF uniquement dans les lymphocytes

I CD4+ serait insuffisante à l’établissement d’une candidose buccale chez cette souris 1g.

Les DCs saines de souris 1g mCD4/H1VMtG pourraient néanmoins induire une immunité

protectrice à l’égard de C. albicans. Cette interprétation est renforcée par l’observation en

coculture d’une activation préservée des lymphocytes T CD4+ provenant de souris 1g

CD4C/HWM” infectées à C. aÏbicans en présence de DCs provenant de souris Non-1g

ayant phagocyté le C. aÏbicans et inversement d’une altération de l’activation de ces

mêmes lymphocytes en présence de DCs provenant de souris 1g. Ces résuitats suggèrent

que les DCs saines des souris 1g mCD4/HW” seraient capables d’induire une immunité

protectrice à l’égard de C. aÏbicans en activant néanmoins les lymphocytes T CD4+

exprimant le gène NEF. Cependant, au cours de la primo-infection à C. aÏbicans, les DCs

saines de souris 1g mCD4/HWMUtG pourraient contribuer à l’élimination du champignon

des muqueuses buccales en compensant à l’altération de ces lymphocytes T CD4+ par
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l’activation d’un mécanisme moléculaire ou cellulaire indépendant tel que l’activation des

lymphocytes T CD8+. En effet, les CTL peuvent générer une forte réponse primaire

indépendante des lymphocytes T CD4+ lors d’une première infection par des micro-

organismes (82, 507). Les CTL provenant de souris KO pour le CMH II ou pour l’Ag CD4

infectées par le virus influenza présentent une augmentation de leur activité cytotoxique

in vitro à l’égard de ce micro-organisme (82, 507, 688). L’activation des APCs par des

micro-organismes via les TLRs pourrait expliquer l’activation directe des CTL sans

nécessiter l’aide des lymphocytes T CD4+ (53). Nous avons observé chez les souris Tg

CD4C/HWM” exprimant le transgène dans les DCs, une augmentation significative du

nombre de lymphocytes T CD8+ dans les muqueuses buccales au cours de la primo-

infection à C. aÏbicans et pendant toute la phase de porteur chronique. Les souris non-Tg

infectées à C. albicans ont présenté une augmentation des lymphocytes T CD8+

uniquement au cours de la primo-infection et la diminution de cette population cellulaire

a coïncidé avec l’élimination du champignon des muqueuses buccales chez ces souris non

Tg. Ces observations renforcent l’idée que la perturbation des DCs chez la souris Tg

pourrait contribuer à elle-seule à l’établissement d’une candidose buccale.

Néanmoins, chez la souris 1g mCD4/HWMtG, la sous-population de DCs CD8-

(25 1), habituellement présente dans la rate (661) et dans les ganglions lymphatiques (550),

pourrait exprimer le transgène. Les DCS CD8- expriment fortement l’Ag CD11b (491) et

pourraient être apparentées aux sous-populations cellulaires CDlibtu CD11c+ observées

dans les muqueuses buccales des souris Tg, n’excluant pas la possibilité que les DCs

buccales des souris Tg mCD4/HWM11tG expriment le gène NEF. De plus, les DCs CD8+ des

ganglions lymphatiques diminuent au profit des DCs myéloïdes chez la souris Tg (491).

Les souris Tg CD4f/HIVM’ présentent une faible expression du transgène dans les DCs

myéloïdes (1-9%) et une expression variable dans les DCs lymphoïdes (11-40% dépendant

du taux d’expression du transgène dans les différentes lignées générées) (251). L’étude

longitudinale de l’infection buccale chez les souris 1g CD4F/HIVth1tG permettrait de valider

l’hypothèse que seule l’altération des DCs induite par l’expression du gène NEF est
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responsable de l’apparition du phénotype de candidose buccale observée chez la souris

Tg.

Altération du phénotype et du nombre des DCs exprimant le transgene

L’expression du transgène mduit une importante diminution des DCs CD11bI0W IAk+

CD11c+ matures dans les muqueuses buccales des souris Tg CD4C/HWt”,

indépendamment de l’infection à C. albicans. Cette diminution a également été observée

chez les souris 1g CD4C/HWM11tG et CD4E/HWtG suggérant que l’expression du gène NEF

dans les DCs matures des muqueuses buccales pourrait être responsable de leur

déplétion. Cette interprétation a été confirmée par l’absence de déplétion de cette sous-

population observée chez les souris 1g mCD4/HWMI1tG. L’absence de perturbation des DCs

CD11b1°” IAk+ CD11c+ matures mais également des IAk+ CD11c+ immatures

des muqueuses buccales des souris 1g mCD4/HWtG pourrait suggérer que ces sous-

populations cellulaires n’expriment pas le trarlsgène bien qu’il puisse être exprimé dans

les DCs CD8- de cette souris 1g. Les DCs des muqueuses buccales exprimant le transgéne

présentent également une diminution de l’expression membranaire du CMH II, en accord

avec la diminution observée à la surface des DCs des ganglions lymphatiques des souris

1g CD4C/HWM” (491). Le nombre de DCs des ganglions lymphatiques des souris 1g

CD4C/HWM1ItA est diminué et cette population cellulaire présente un défaut de maturation

(491), suggérant que les DCs des muqueuses buccales de cette souris 1g pourrait

également présenter ce défaut. L’altération de la maturation des DCs pourrait résulter des

effets directs de la protéine Nef ou indirectement d’un environnement perturbé par la

diminution des lymphocytes T CD4+ (491). Chez les patients infectés au VIH, la protéine

Nef a été observée tantôt diminuant l’expression du CMH II (564, 613) en séquestrant dans

les compartiments intracellulaires les complexes CMH Il-peptide (612), tantôt induisant la

différentiation des DCs immatures en activant l’expression membranaire du CMH II et de

ses co-récepteurs CD4O, CD8O et CD86 (501). Néanmoins, les LCs des patients infectés au
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VIH présentent une altération de leur différentiation terminale (486, 523) et sont

diminuées en nombre dans les muqueuses buccales (118, 592) et dans l’oesophage (111).

La déplétion des DCs chez l’homme pourrait résulter des changements cytopathiques

induit par l’infection au VIH, d’une réponse médiée par les CTL induisant la lyse des DCs

cibles, ou de la diminution de ses marqueurs de surface (39, 118).

Cependant, la diminution progressive du nombre total de DCs des ganglions

lymphatiques de souris 1g CD4C/H1VT” est concomitante à une accumulation

significative des DCs CD11b’’ immatures (491). Néanmoins, bien que les DCs CD11bb0v

Ak+ CD11c+ matures soient déplétées dans les muqueuses buccales de souris CD4C/

HWMtA, aucune accumulation de DCs IAk+ CD11c+ immatures a été observée

chez ces souris Tg. De plus, la proportion de DCs CD11b1°” IAk+ CD11c+ matures des

muqueuses buccales des souris Tg CD4C/HIVMIItA est 3 à 4 fois inférieure à celle des souris

non-Tg et reste constante au cours de la progression de la maladie apparentée au SIDA,

indépendamment de l’infection à C. aÏbicans. Le même rapport entre le nombre de DCs

CD8+ du thymus de souris 1g CD4C/HIVM”’ et celui de souris non-Tg a également été

observé (491). La diminution du nombre de DCs CD8+ dans le thymus des souris Tg

pourrait résulter d’une altération de la distribution des différentes sous-populations de

DCs dans les tissus probablement induite par l’expression du transgène (491). On ne peut

donc pas exclure que les DCs CD11b IAk+ CD11c+ étiquetées immatures et DCs

CD11b’°” IAk+ CD11c+ étiquetées matures observées dans les muqueuses des souris Tg

CD4C/HWM et non-1g seraient des sous-populations de DCs distinctes d’origine

lymphoïde ou myéloïde. La déplétion des DCs CD1 1bb0 IAk+ CD1 lc+ matures observée

chez la souris 1g CD4C/HWT’1” pourrait résulter d’une altération de la distribution de

cette sous-population de DCs dans les muqueuses buccales induite par l’expression du

transgène. Cette sous-population de DCs pourrait être d’origine myéloïde, en accord avec

le retard de maturation des DCs dérivées de la moelle osseuse observé in vitro chez la

souris Tg (491).

Les DCs dérivées de la moelle osseuse provenant de souris 1g CD4C/HIVM”



235

conservent la capacité de phagocyter le C. aÏbicans, mais présentent une diminution de

l’expression d’IL-12 associée à cette phagocytose. L’endocytose de C. aÏbicans par les DCs

permet d’activer leur production d’IL-12 nécessaire à l’activation des lymphocytes Thi

CD4+ et de l’immunité acquise protectrice à l’égard du champignon (134). La diminution

de la proportion de DCs dérivées de moelle osseuse provenant de souris Tg CD4C/HIVT’1

exprimant l’IL-12 concorde avec le retard de maturation de ces populations cellulaires et

la diminutïon de l’expression membranaire du CMH II induite par l’expression du

transgène observés chez ces souris Tg (491). L’expression de Nef par les DCs immatures

humaines et du macaque induit la sécrétion de cytokines et de chemoldnes, et active la

protéine de signalisation intracellulaire STAI3, sans augmenter l’expression de HLA-DR et

du CD86 associée au profil de maturation des DCs (410, 411). La protéine STAT3 est

associée à la production d’IL-10 et à l’expression membranaire de son récepteur IL-1OR (4,

158, 667). L’IL-lO joue un rôle important dans le blocage de la production de chemoldnes,

des molécules de stimulation CD8O, CD86 et du CMH 11(482). L’activation de cette voie de

signalisation par Nef pourrait contribuer à la perturbation de la production des cytokines

telle que l’IL-12 par les DCs des souris 1g CD4C/HWM”. La population de DCs CD11b’°”

CD11c+ matures, déplétées chez la souris 1g, produit majoritairement les cytokines Thi

IfN-y et IL-2 (423), tandis que la population de DCs CD11b CD11c+, population

cellulaire préservée chez la souris 1g, produit de forts taux des cytokines Th2 IL-4 et IL-

10, et plus modérément des cytokines Thi IfN-y et IL-2 (423). La perturbation des DCs des

muqueuses buccales chez ces souris 1g pourrait concourir à l’établissement de la

colonisation des muqueuses par C. albicans, soit par une absence de présentation de ces

Ag aux lymphocytes 1 CD4+, soit par un défaut de migration des DCs et/ou des

lymphocytes T CD4+, entraînant la perte de l’immunité acquise Thi, protectrice à l’égard

de C. albicans. De plus, l’expression de la gpl2O dans les APCs et l’altération de

l’activation du CD4OL des lymphocytes T CD4 par ces Ag contribuent à la diminution de la

production d’IL-12 et d’IfN-y par les APCs, prévenant ainsi d’une réponse Thi protectrice

(483, 614). Les souris 1g CD4C/HW”1” expriment non seulement le gène EM’Ç mais leurs
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lymphocytes T CD4+ présentent également une diminution de l’expression membranaire

de l’Ag CD4OL (491).

Altération du phénotype et du nombre de lymphocytes T CD4+ exprimant le transgène

L’expression du gène NEF mduit la perte des lymphocytes T CD4+ chez les souris 1g

(491), tant au niveau des muqueuses buccales et des ganglions lymphatiques, que dans le

sang périphérique telle qu’observée chez les patients infectés au VIH (257, 401). Nef mduit

également la diminution de l’expression membranaire du CD4 à la surface des

lymphocytes T des souris Tg et leur activation permanente, résultant en l’apoptose de ces

lymphocytes T CD4+ (672). Nef est capable de réduire l’expression membranaire du CD4

(17, 96, 112, 224, 279, 358, 360, 389, 609) en activant son endocytose et sa dégradation

dans les lysosomes (323, 382, 514). Chez les patients infectés au VIH, Nef contribue à

l’apoptose des lymphocytes T CD4+ (5, 533, 641) en activant la voie fas/fasL (28, 152,

690, 702). Les lymphocytes T CD4+ et T CD8+ des souris Tg CD4C/HWtA ont une

expression augmentée de fas et fasL (496). Néanmoins, les gènes codant pour ces

molécules sont dispensables pour le développement de la maladie apparentée au SIDA

chez les souris 1g, tant au niveau du système immunitaire que dans les organes profonds

(496). En effet, le croisement de souris 1g CD4C/HWM et CD4C/HWtG avec des souris

C3H lpr/lpr (Fas), C3H/gld/gld (fasL), Tg 3c12/Weh125 et des souris déficientes en ICE (IL

1-Converting Enzyme) et en TNf-R1, a permis au laboratoire du Dr Paul Jolicoeur

d’étudier l’implication des voies de signalisation apoptotique (Fas, FasL, TNf-R1) ou anti

apoptotique (ICE, Bc12) dans la maladie apparentée au SIDA et dans la perte des

lymphocytes T CD4+ chez la souris Tg (496). fas, FasL, ICE et TNF-R1 sont non seulement

dispensables pour le développement de la maladie, mais la sur-expression de Bc12 ne

protège pas les souris 1g de la perte des lymphocytes T CD4+, suggérant que les voies

d’apoptose activées par Nef chez la souris 1g sont distinctes de celles étudiées (496). Bien

que Nef soit capable d’activer les lymphocytes T CD4+ de façon indirecte par son
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expression dans les macrophages (622), aucune activation de l’apoptose a été observée

chez les souris Tg CD68/HW (données non publiées, (496)). Chez ces souris Tg,

l’expression de Nef, dirigée par les séquences régulatrices du gène codant pour l’Ag CD68,

est présente dans les macrophages, mais absente des lymphocytes T CD4+ (données non

publiées, (496)). Néanmoins, le croisement de souris Tg CD4C/HIVM” avec des souris

déficientes en CD4 a démontré que les lymphocytes T CD4+ étaient dispensables pour le

développement de la maladie (672), suggérant que l’altération de la lignée myéloïde

monocyte/macrophage serait suffisante pour générer le phénotype de ces souris Tg.

Le phénotype activé/mémoire des lymphocytes T CD4÷ exprimant le transqène

L’analyse de la proportion des sous-populations de lymphocytes T CD4+ des

ganglions lymphatiques cervicaux de souris Tg CD4C/HWM” a révélé une diminution de

la population de lymphocytes T naïfs (CD44/b0, CD62L+) et une augmentation de celle

présentant un phénotype activé/mémoire (CD44’, CD62L-), comparativement aux souris

non-Tg. Ces observations indiquent la persistance d’un stade activé des lymphocytes T

CD4+ chez la souris Tg. La proportion de lymphocytes T CD4+ présentant un phénotype

activé/mémoire provenant des ganglions lymphatiques de souris Tg CD4C/HWM11tG est

également augmentée (672), suggérant que l’expression du gène NEF pourrait induire ce

phénotype. Cette interprétation est renforcée par l’observation chez la souris Tg CD4C/

HWML1tG d’une plus large proportion de lymphocytes T CD4+ exprimant de hauts taux de la

protéine Nef présentant un phénotype activé/mémoire (672). Une augmentation de

l’expression de l’Ag CD44 et une diminution de l’Ag CD62L à la surface des lymphocytes T

CD4+ ont été observées chez d’autres souris Tg exprimant Nef (358), ainsi qu’une

augmentation de l’activation des lymphocytes T CD4+ exprimant Nef in vitro (186, 384,

583).

L’infection à C. aÏbicans n’altère pas la proportion des lymphocytes T CD4+

présentant un phénotype activé/mémoire chez la souris Tg, en accord avec l’observation
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que l’activation des lymphocytes T CD4+ chez ces souris est indépendante de la

stimulation du TCR par les Ag (672). Les lymphocytes T CD4+ présentant un phénotype

activé/mémoire expriment faiblement l’Ag CD4, fortement le transgène, et sont plus

susceptibles à l’apoptose (496), suggérant un lien possible entre l’activation des

lymphocytes T CD4+ médiée par Nef et la mort cellulaire. L’activation permanente de

l’immunité chez la souris Tg pourrait contribuer à l’épuisement de la réserve de

lymphocytes T CD4+ naïfs (672), tel qu’observé dans l’infection au VIII (257, 401). Chez

les patients infectés au VIH, l’activation immunitaire chronique des lymphocytes T CD4+

engage une partie de cette population dans un processus d’apoptose, entraînant ainsi une

accélération de la déplétion de la réserve de lymphocytes T CD4+ (257).

La proportion et le nombre de lymphocytes T CD4+ présentant un phénotype

mémoire au repos (CD44hÏ, CD62L+) sont conservés chez la souris Tg comparativement à

ceux de la souris non-Tg. Sept jours après l’infection à C. albicans, toutefois, le nombre

absolu de lymphocytes T CD4+ présentant un phénotype mémoire au repos est augmenté

chez la souris non-Tg. Cette population pourrait être apparentée aux lymphocytes T CD4+

à mémoire centrale chez l’homme (548), suggérant que non seulement les lymphocytes T

CD4+ demeurent dans un état d’activation constante, maïs sont incapables de générer des

cellules mémoires à long terme spécifiques aux Ag de C. aÏbicans. Cette hypothèse est

renforcée par l’observation d’une anergie des lymphocytes T CD4+ de souris Tg infectées

à C. aÏbicans en réponse à la restimulation in vitro par ses Ag. De plus, la stimulation du

TCR des lymphocytes T CD4+ à mémoire centrale induit leur prolifération et la sécrétion

d’IL-2 (547). Les expériences de coculture ont révélé que les lymphocytes T CD4+

provenant de souris Tg infectées à C. albicans en présence de DCs dérivées de la moelle

osseuse de souris Tg ayant phagocyté le champignon présentaient une diminution de leur

prolifération comparativement à celle observée lors de la coculture de ces populations

cellulaires provenant de souris non-Tg. Cette diminution de prolifération s’accompagne

d’une diminution de la quantité d’IL-2 produite, lors de la coculture.
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Le profil Thl/Th2 des lymphocytes T CD4÷ exprimant te transqène

Les lymphocytes T CD4+ provenant de souris Tg CD4C/HW1, stimulés in vitro à

l’aide d’un cocktail antï-CD3/anti-CD28 et PMA/ïonomycirie, ont présenté une évolution

vers un profil Th2 au stade plus tardif de la maladie apparentée au SIDA. Cette

interprétation provient de l’observation d’une augmentation de la proportion de

lymphocytes T CD4+ de souris Tg à exprimer l’IL-4 et d’une diminution de cette

population cellulaire à exprimer l’IFN-y au stade plus tardif de la maladie apparentée au

SIDA, et d’une augmentation de cette population cellulaire à exprimer l’IL-lO tout au long

de la maladie. L’augmentation de la production d’IL-4 et d’IL-10 retrouvée chez la souris

Tg est étroitement associée à une réponse immunitaire non-protectrice à l’égard de C.

albicans (524). La charge buccale chronique de C. aÏbicans observée chez la souris 1g

pourrait provenir d’un déplacement de la réponse 1M protectrice à l’égard de C. aÏbicans

vers le développement d’une réponse non-protectrice Th2 par les lymphocytes T CD4+ des

ganglions lymphatiques cervicaux. Cette hypothése est renforcée par l’observation d’une

diminution de la proportion de DCs dérivées de la moelle osseuse provenant de souris 1g

CD4C/HWM”t à exprimer l’IL-12 comparativement à celles provenant de souris non-1g. De

plus, l’IFN-y, diminué au stade plus tardif de la maladie apparentée au SIDA chez la souris

1g CD4C/HW”, est requis pour la sensibilité à 1’IL-12 chez les souris présentant une

infection à C. albicans (103). L’altération fonctionnelle des lymphocytes I CD4+ de

ganglions lymphatiques cervicaux chez la souris 1g CD4C/H1VM pourrait résulter non

seulement d’une réduction de la production d’IL-12 par les DCs de la souris 1g, mais

également d’une altération de la sensibilité à l’IL-12 induite par la perte de la production

d’IFN-y. L’IfN-y est requis pour annuler l’inhibition induite par l’IL-4 de l’expression du

récepteur IL-12-R132 (623). L’expression de Nef pourrait moduler l’expression des

cytokines par les lymphocytes I CD4+ chez les souris 1g. La protéme Nef est capable

d’induire directement la production de TNf-Œ (346) et d’IL-10 (75), retrouvées augmentées

chez la souris 1g CD4C/HIV”. L’IL-lO est capable d’induire la diminution de l’expression
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du CMH ii à la surface des DCs (45, 695), que nous avons observée chez la souris Tg

CD4C/H1VT’ (491). Le knock out du gène codant pour l’IL-lO chez la souris augmente la

réponse immunitaire Thi nécessaire à l’élimination de C. aïbicans (657), suggérant que

cette cytokine pourrait participer à l’établissement d’une réponse Th2 non-protectrice à

l’égard de C. atbicans chez la souris Tg CD4C/HWtA. La progression ‘ers un profil Th2

non-protecteur à l’égard de C. aÏbicans observée chez cette souris 1g est en accord avec

l’observation d’un profil de cytoldnes Th2 retrouvé dans la salive des patients infectés au

VIH (352).

La prolifération des lymphocytes T CD4÷ à l’égard de C. albicans

Nous avons observé que les lymphocytes T CD4+ des ganglions lymphatiques

cervicaux des souris 1g CD4C/HWM infectés à C. albicans sont anergiques à la re

stimulation par les Ag de C. atbicans et ne se différentient pas en lymphocytes T CD4+

effecteurs (CD62L-). Les lymphocytes T CD4+ des ganglions lymphatiques de souris 1g

CD4C/HIVM1ItG présentent également une capacité de division limitée en réponse à la

stimulation par les Ac anti-CD3 et anti-CD2$ ou lors d’un réaction allogémque leucocytaire

mixte (672). La majorité des lymphocytes E-cg CD4+CD2S+ prolifèrent lors de la

stimulation par les Ac anti-CD3 et anti-CD28 (670), mais sont anergiques à la re

stimulation par les Ag (670), suggérant que l’augmentation de la proportion et/ou du

nombre de lymphocytes Trcg pourrait jouer un rôle dans la perturbation de

l’hypersensibilité de type retardée à l’égard de C. aÏbicans. Cette hypothèse est renforcée

par l’observation d’une augmentation de l’expression du CD2S à la surface des

lymphocytes T CD4+ des ganglions chez les souris 1g (496, 672).

Les expériences de co-culture de lymphocytes T CD4+ en présence de DCs ayant

phagocyté le C. aÏbicans ont révélé que l’expression du transgène dans une seule ou les

deux populations cellulaires réduit nettement la prolifération des lymphocytes T CD4+ et

la production d’IL-2. Ces résultats démontrent que les altérations fonctionnelles de ces
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deux populations cellulaires empêchent la réponse immunitaire à l’égard de C. albicans

chez la souris 1g.

Les DCs dérivées de la moelle osseuse provenant de souris Tg phagocytent

normalement le C. aÏbicans. Néanmoins, la diminution de l’expression du CMH II, du CD4O

et du CD86 observée à la surface des DCs provenant de souris Tg induit une réduction de

la capacité à présenter le cytochrome c de pigeon aux lymphocytes TcR AD1O CD4+ (491).

La réduction de la capacité à présenter à la fois le cytochrome c de pigeon et les peptides

par ces DCs a suggéré que cette réduction ne serait probablement pas due à une altération

de leur capacité à apprêter les Ag (491). Chez les patients infectés au VIH, la capacité des

APCs à présenter les Ag et à stimuler la prolifération des lymphocytes T CD4+ est

diminuée (316, 366) et s’accompagne d’une diminution de l’expression du CMH II et des

co-récepteurs CD4O et CD86 (365, 488) impliqués dans l’activation des lymphocytes T

CD4+ spécifiques à l’égard de C. albicans (226, 456, 636).

La co-culture en présence de DCs dérivées de la moelle osseuse provenant de souris

non-1g ayant phagocyté ou non le C. aÏbicans a révélé que les lymphocytes T CD4+

provenant de souris Tg CD4C/HW” présentaient une diminution de leur prolifération.

Cette diminution a également été observée en présence de la concanavallne A démontrant

que l’altération des DCs et des lymphocytes CD4+ réduit la capacité des lymphocytes T

CD4+ à proliférer. Néanmoins, l’ajustement de la quantité de lymphocytes T CD4+

provenant de souris 1g CD4C/HIVrt infectées à C. aÏbicans dans l’expérience de co

culture en présence de DCs ayant phagocyté le C. aÏbicans, a permis d’observer une

prolifération plus importante que celle obtenue lors de l’expérience de re-stimulation par

ces Ag. Les souris Tg CD4C/HWM” infectées à C. albicans pourraient donc développer

une réponse mémoire partielle à l’égard de C. atbïcans. Bien que les DCs dérivées de la

moelle osseuse provenant de souris 1g CD4C/HW1 présentent un retard de maturation

(491), la différentiation de ces DCs induite par le C. albicans pourrait permettre de générer

une meilleure prolifération des lymphocytes T CD4+ que celle induite par les DCs

immatures des ganglions lymphatiques.
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Nous avons démontré que l’altération de la prolifération des lymphocytes T CD4+

provenant de souris Tg était associée à une diminution de la sécrétion d’IL-2. L’altération

de la prolifération et la diminution de la sécrétion d’IL-2 pourraient être induites par

l’expression du transgène et plus particulièrement Nef dans les lymphocytes T CD4+ des

souris Tg. Cette hypothèse est renforcée par l’observation que Nef est non seulement

capable d’interférer avec l’activation de la p56 Lck, perturbant la signalisation via l’IL-2R

(236, 237), mais également la progression du cycle cellulaire en diminuant les cyclines Dl

et A (237, 438). La prolifération des lymphocytes T CD4+ provenant de souris Tg en

réponse à la stimulation par le PMA/inonomycine est conservée. Puisque le PMA active

directement la protéine kinase C (640), l’altération du signal de transduction chez la

souris Tg pourrait être en aval du TcR et en amont de la protéine kinase C (672). Les

lymphocytes T CD4+ des patients infectés au VIII présentent une diminution de leur

prolifération en réponse aux mitogènes (12, 270, 414) et aux Ag de C. athicans (101, 102,

414, 503), et cette altération de la prolifération est associée à une diminution de la

production d’IL-2 (285).

La restauration de l’immunité des souris Tg à l’egard de C. albicans

Bien que la perturbation des lymphocytes T CD4+ joue un rôle important dans la

susceptibilité à la candidose buccale chronique chez la souris Tg CD4C/HIVM”,

l’utilisation de différentes lignées de souris Tg a démontré qu’une déficience additionnelle

des DCs est nécessaire pour observer ce phénotype. Néanmoins, nous avons observé que

le transfert adoptif des lymphocytes T CD4+ provenant de souris non-Tg est capable de

réduire, de façon transitoire, la charge buccale de C. aÏbicans chez les souris CD4C/

HpJMutA Les lymphocytes T CD4+ des ganglions lymphatiques cervicaux de souris Tg

transférées ont révélé une capacité de prolifération partiellement restaurée à l’égard des

Ag de C. atbicans. La restauration partielle de la prolifération pourrait être attribuée à la

capacité de présentation, partiellement préservée, des DCs des souris Tg observée en co
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culture.

Bien que les CIL peuvent générer une forte réponse primaire indépendante des

lymphocytes T CD4+ lors d’une première infection par des micro-organismes (82, 507), les

APCs activés par les lymphocytes T CD4+ seraient capables de recevoir l’information et de

la transmettre aux lymphocytes T CD8+ (53). On ne peut donc pas exclure la possibilité

que le transfert de lymphocytes T CD4+ sains ait permis de restaurer transitoirement la

prolifération des CIL à l’égard de C. aÏbicans chez la souris 1g CD4C/HW’. Cette

hypothèse est renforcée par l’observation d’une diminution plus modérée du CMH I à la

surface des DCs dérivées de la moelle provenant de souris 1g CD4C/HIVM

comparativement à celle du CMH 11(491), et d’une prolifération des lymphocytes T CD8+

de ganglions lymphatiques cervicaux partiellement préservée en réponse aux Ag de C.

albicans chez la souris 1g CD4C/HWM” (figure 1).

Le nombre de lymphocytes Ttcg diminue moins vite que les autres lymphocytes T

CD4+ chez certains patients en phase avancée du SIDA (175), résultant en une

augmentation du ratio régulateui:heÏper pouvant contribuer au dysfonctionnement des

lymphocytes T CD4+ effecteurs (175). La diminution non-proportionnelle du nombre des

sous-populations de lymphocytes T CD4+ (naïfs, activés/effecteurs, régulateurs) pourrait

favoriser l’activité de suppression de la prolifération des lymphocytes T CD4+ spécifiques

à l’égard de C. aÏbicans par les lymphocytes Trcg chez la souris 1g CD4C/HW1”. Ainsi, le

transfert adoptif de lymphocytes T CD4+ pourrait ré-équilibrer les proportions des sous-

populations des lymphocytes T CD4+ des ganglions lymphatiques cervicaux, levant ainsi

la suppression de la prolifération par les lymphocytes Treg et permettant la réduction

transitoire de la charge buccale de C. atbicans chez les souris Tg CD4C/HWM”

transférées.
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Figure 1: tude prélimirtaire de la prolifération des lymphocytes T CD8+ (estimés par les

populations cellulaires CD3+CD4-) des ganglions lymphatiques cervicaux en réponse aux

Ag de C. aÏbicans chez la souris Tg CD4C/HIVlA et non-Tg infectées à C. albicans

comparativement à celle des souris Non-Tg non-infectées.
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L’absence de réduction de la charge buccale chez les souris 1g CD4C/HWM

transférées avec des DCs dérivés de la moelle osseuse provenant de souris non-1g

pourrait résulter d’un nombre insuffisant de DCs transférées bien que la même quantité

de DCs protège les souris BALB/c contre une infection intra-vemeuse à C. albicans (134).

On ne peut pas exclure la possibilité que les DCs transférées n’aient pas migré à la

muqueuse buccale pour endocyter le C. aÏbicans ou dans les ganglions lymphatiques

cervicaux pour présenter les Ag aux lymphocytes T CD4+. II est également possible que le

stade de maturation des DCs transférées puisse être à l’origine de cette absence de

prolifération. Cette possibilité est suggérée par l’observation d’une meffleure migration

dans les tissus des DCs dérivées de la moelle osseuse cultivées en présence de TNf-oc,

suite au transfert de ces cellules chez la souris BALB/c (606).

L’altération des DCs et des lymphocytes 1 CD4+ est donc impliquée dans l’initiation

et la maintenance de la candidose buccale chronique chez les souris 1g, suggérant que des

perturbations similaires pourraient rendre les patients infectés au VIH susceptibles à

l’OPC. Néanmoins, aucune de ces cellules ne peut agir directement pour inhiber la

prolifération de C. aÏbicans dans les muqueuses buccales, du fait de leur localisation

éloignée de la surface de l’épithélium où est circonscrit le champignon. Ainsi, des

mécanismes effecteurs indirects impliquant les PMNs, les lymphocytes 1 CD8, les cellules

épithéliales et/ou leur sécrétion de molécules anti-microbiennes pourraient circonscrire et

inhiber la croissance de C. aÏbicans.

Le rôle des PMNs dans la candidose buccale chez ta souris Tg

Lors des expériences de déplétion des PMNs à l’aide de l’Ac monoclonal R36-8C5

chez les souris 1g CD4C/HW”, nous avons observé aucune augmentation de la charge

buccale de C. aihicans, ni de dissémination systémique chez ces souris Tg tant au niveau

de la phase précoce que tardive de la candidose buccale. Les PMNs sont donc dispensables

pour le contrôle de la candidose buccale et systémique chez la souris 1g, en dépit de leur
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activité anti-Candida bien caractérisée in vitro et in vivo (113, 188, 289, 290).

L’augmentation de la production d’IL-4 et d’IL-10 par les lymphoc)Ïes T CD4+ en

réponse à une infection gastrique à C. aÏbicans (527), pourrait moduler l’activité des PMNs

à l’égard de C. cilbicans. Seules les souris SCID (289, 290), déplétées de leurs PMNs à l’aide

d’un Ac monoclonal RB6-8C5, et les souris double mutantes bg/bg nu/nu (93, 94),

dépourvues de lymphocytes I et de phagocytes, ont montré une augmentation soutenue

de la charge buccale et un dissémination systémique de C. albicans aux organes profonds,

suggérant que les phagocytes (PMNs et macrophages) circonscriraient le champignon à la

surface de l’épithélium. L’absence de lymphocytes T CD8+ et l’altération complète des

fonctions des macrophages chez la souris bg/bg nu/nu suggèrent que ces populations

cellulaires pourraient prévenir l’augmentation de la charge buccale et de la dissémination

systémique de C. albicans aux organes profonds chez la souris Tg CD4C/HWMLtA.

Puisque les PMNs des souris 1g CD4C/HWutA n’expriment pas le transgène, les

variations de leur activité (augmentation de la flambée oxydative et diminution de

l’activité anti-Candida) pourraient être induites indirectement par l’IL-4 (526) et l’effet

suppresseur de l’IL-lO (522, 526). Ces deux cytokines ont la capacité de supprimer

l’activité anti-Candida des PMNs chez les patients ïnfectés au VIH (631). Néanmoins, les

PMNs des souris 1g CD4C/HIVrt conservent leur activité anti-Candida au stade tardif de

l’infection et sont augmentés en nombre chez ces souris 1g, démontrant que la candidose

buccale chronique des souris 1g ne peut pas être expliquée par une déficience quantitatïve

et/ou fonctionnelle des PMNs à l’égard de C. aÏbicans.

Les lymphocytes T CDS÷ sont-ils impliqués dans les défenses de l’hôte à l’égard de la

candidose buccale?

Nous avons observé que le nombre absolu de lymphocytes T CD8+ était réduit chez

la souris 1g CD4C/HWL& tout au long du développement de la maladie apparentée au
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SIDA, en accord avec la diminution du nombre de lymphocytes T CD8+ périphériques

(261, 520) et de leur demi-vie (259) observée chez les patients infectés au VIH. Les

proportions de lymphocytes T CD8+ naïfs (CD44-/’°, CD62L+) et de phénotype mémoire

(CD44h1, CD62L/I0) (300) des ganglions lymphatiques cervicaux de souris TgCD4C/HWM

ont été observées modestement diminuées et augmentées, respectivement. Ces

observations sont en accord avec la diminution progressive des lymphocytes T CD8+ naïfs

concomitante à l’augmentation des lymphocytes CD8+ mémoires dans le sang

périphérique des adultes (520) et des enfants (504) infectés au VIH. Bien que l’apoptose

des lymphocytes T CD8+ peut être médiée par les macrophages via l’interaction de la

gpl2O avec le récepteur CXCR4 (261), aucune activation de l’apoptose a été observée chez

les souris Tg CD6$/HW, exprimant le transgène dans les macrophages sans expression

dans les lymphocytes T CD4+ (doimées non publiées, (496)). La diminution du nombre de

lymphocytes T CD8+ observée dans les ganglions lymphatiques cervicaux de souris Tg

CD4C/HWM pourrait résulter indirectement de l’expression de nef et de env dans les

DCs, induisant ainsi l’apoptose des lymphocytes T CD8+. Cette hypothèse est renforcée

par l’observation d’une diminution modeste de la proportion de lymphocytes T CD8+ des

ganglions mésentériques de souris 1g CD4C/HWt’1” exprimant les gènes NEF, REVet ENV

comparativement à celle observée chez la souris 1g CD4C/HWtG exprimant uniquement

le gène NEF (248). La protéine Nef induit l’apoptose des lymphocytes CD8+ médiée par la

caspase 8, en activant l’expression du TNF-oc et de FasL par les DCs (500). Néanmoins, le

fasL et le TNF-R1 sont dispensables pour le phénotype apparenté au SIDA de la souris Tg

(496). Les protéines solubles nef et env sont exprimées chez la souris 1g CD4C/HWtutA

(249), et sont toutes les deux impliquées dans la réduction de l’Ag CD8 à la surface des

lymphocytes T (287), réduction observée également chez les souris 1g CD4C/HIVA. La

réduction de 1’Ag CD8 pourrait être attribuée à l’expression du gène ENV chez la souris 1g

CD4C/HW”. Cette hypothèse est suggérée par l’absence d’une diminution de

l’expression de l’Ag CD8 à la surface des lymphocytes T CD4-CD8+ du thymus et de la rate

de souris 1g CD4C/HIVMUIG exprimant uniquement le gène NEF (250).
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En dépit de cette déplétion, les lymphocytes T CD8+ maintiennent leur capacité à

répondre à l’infection à C. aÏbicans en augmentant quantitativement dans la muqueuse

buccale et dans les ganglions lymphatiques cervicaux de souris Tg CD4C/HWM”, tant au

niveau de la primo-infection que dans la phase de porteur chronique (141). Chez les

patients infectés au VIH présentant une OPC, les lymphocytes T CD8+ s’accumulent dans

la couche basale de l’épithélium des muqueuses buccales, démontrant que ces populations

cellulaires peuvent être activement recrutées dans la muqueuse en réponse à la candidose

(433, 523). Lors des expériences d’infection à C. aÏbicans, nous avons observé une

augmentation sïgnifïcatïve de la charge buccale de C. albicans chez les souris Tg CD4C/

HWMI1tG CD8 homozygotes KO comparativement aux souris Tg CD4C/H1Vttt1tG tout au long

de la phase de porteur chronique. Les souris CD8 KO et non-Tg ont éliminé le C. albicans

des muqueuses buccales immédiatement après la primo-infection, démontrant que

l’augmentation de la charge buccale à C. aÏbicans chez la souris CD8 KO apparaît

uniquement lorsqu’elle exprime le transgène CD4C/HWtG. Ces résultats suggèrent que

les lymphocytes T CD8+ deviennent critiques pour les défenses de l’hôte à l’égard de C.

atbicans seulement lorsque les lymphocytes T CD4+ et/ou les APCs sont perturbés par

l’expression du gène NEF chez la souris Tg CD4C/HWtG. La protéine Nef induit la

diminution du CMH i à la surface des DCs humaines (11, 500) et des DCs des ganglions

lymphatiques provenant de souris CD4C/HWM (491), altère la présentation des Ag par

les DCs aux lymphocytes T CD8+ (11), et affecte les fonctions des lymphocytes T CD8+

(500, 582). Les souris KO pour la 2-rnicroglobuline, déficientes en lymphocytes T CD8+ et

perdant l’expression du CMH I, sont susceptibles à la candidose systémique à C. albicans

d’origine endogène, mais ont montré seulement une infection superficielle et transitoire

de la langue et de l’oesophage (33). Les résultats obtenus chez les souris Tg démontrent

que les lymphocytes T CD8+ participent in vivo aux défenses de l’hôte à l’égard de la

candidose buccale, spécifiquement dans le contexte de l’expression de nef dans les

populations cellulaires définies.

Les lymphocytes T CD8+ exercent une activité directe d’inhibition de la prolifération



249

de C. albicans (194, 433). Néanmoins, le rôle précis des lymphocytes T CD8+ dans le

confinement de C. albicans dans la couche superficielle des muqueuses buccales

d’individus infectés au VIH, soit par irne activité anti-Candida directe ou indirectement par

la sécrétion de cytokines augmentant l’activité anti-microbienne des macrophages et des

PMNs à l’égard de C. albicans, est encore mal défini et pourrait être caractérisé plus

précisément.
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Conclusion

L’objectif de ces études de doctorat était de définir l’implication de certaines

populations cellulaires dans la pathogénèse de la candidose buccale chez une souris

transgénique (1g) exprimant le génome du VIH-1 qui reproduit les principales

manifestations cliniques et biologiques de l’infection au VIH (248, 249). Nous avons

démontré que l’altération du phénotype et des fonctions des DCs et des lymphocytes T

CD4+ détermine la susceptibilité à la candidose buccale chez la souris 1g et que les

lymphocytes T CD8+ et non les PMJ’Js sont requis pour limiter la charge buccale chronique

de C. aÏbicans chez cette souris 1g. Ces études suggèrent que des perturbations similaires

pourraient induire la susceptibilité à l’OPC des patients infectés au VIH et démontrent

pour la première fois que les lymphocytes T CD8+ pourraient particïper aux défenses de

l’hôte contre C. albicans in vivo.

Au terme de ces études et en tenant compte de la littérature, nous avons schématisé

les altérations des défenses de l’hôte qui pourraient induire la susceptibilité à l’OPC dans

l’infection au VIH (figure 2). Une déplétion progressive et une dérégulation fonctionnelle

des cellules de Langerhans de la muqueuse buccale pourraient altérer l’apprêtement et la

présentation des Ag de C. aÏbicans aux lymphocytes T CD4+, qui sont eux-mémes déplétés

dans l’infection au VJH, résultant en une diminution du nombre de lymphocytes CD4+ Thi

et en la perturbation de l’immunité adaptée à l’égard de C. aÏbicans. Des mécanismes

préservés de défense innée (caiprotectine, PMN5, cellules y/b) et les lymphocytes T CD8+

cytotoxiques pourraient prévenir la dissémination de C. aÏbicans aux organes profonds.
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figure 2: Hypothèse des altérations des défenses de l’hôte à l’égard de la candidose

oropliaryngée dans l’infection au VIH. Adaptée de de Repentigny et aï., Cliii Microbiot. Rev.

(2004).
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