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Résumé

La transmission mére-enfant du virus de ’immunodéficience humaine de type 1
(VIH-1) constitue un aspect d’intérét grandissant de la pandémie du syndrome
d’immunodéficience acquise (SIDA). Les objectifs de ce travail qui porte sur les femmes
enceintes sont : a) étudier la diversité génétique du VIH-1; b) caractériser les réponses LTC
VIH-spécifiques; c¢) analyser 1’évolution génétique du VIH; et d) évaluer ’effet de la
thérapie antérétrovirale sur les réponses LTC anti-VIH et la dynamique des populations

virales VIH.

Notre étude sur la diversité génétique du VIH-1 a montré que 42,7% des patientes
étaient infectées par des virus de sous types non-B du VIH-1. Nous avons trouvé un total
de 97.7% de virus non-B chez les femmes d’origine africaine, et dans tous les cas,
I’identité des sous types correspondait aux clades circulant dans les pays d’origine de ces
patientes. Enfin, nous avons démontré que les dates d’introduction des clades non-B dans
notre cohorte correspondaient avec I’arrivée des réfugiées en provenance des régions

endémiques d’Afrique.

" Nous avons ensuite fait une caractérisation longitudinale de la réponse LTC VIH-
spécifique et évalué la modulation de cette immunité 'par la thérapie antirétrovirale chez la
femme enceinte. Tout d’abord, nous avons clairement établi une association entre
l’augmentation progressive de la prévalence des réponses LTC VIH-spécifiques et la
progression de la maladie. La prophylaxie antirétrovirale induit le déclin de I’immunité
cellulaire VIH-spécifique. Nous n’avons noté aucune. différence significative entre le
premier, second et troisiéme trimestre de grossesse ou entre les grossesses consécutives. Par
contre, nous avons déterminé que les protéines virales Gag, Env, Pol et gpl20 étaient
préférentiellement ciblées par les réponses LTC. Enfin, nous avons révélé une corrélation
entre I’étendu des variations dans la hiérarchie de la reconnaissance antigénique entre les

rossesses consécutives et la durée de 1’intervalle intergénésique.
) q
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Finalement, notre étude consacrée a la diversité génétique du geéne env du VIH-1 a
mis en évidence I’existence d’une dynamique au niveau des quasiespéces VIH durant la
grossesse et I’intervalle intergénésique. L’évolution des populations virales est plus .
marquée quand la réplication virale est contenue. Nous avons pu établir une corrélation
entre le degré de diversification de la région V3 et la durée de la période intergénésique.
Nous avons aussi observé une réduction de la diversité génétique des régions V1, V2, et V3
de Env au troisiéme trimestre de grossesse, et la thérapie antirétrovirale semble augmenter
cette diversité durant toute la grossesse. Enfin, nos ratios dN/dS suggerent que la boucle V2

“est plus ciblée par le Systéme immunitaire et soulignent I’importance d’inclure cette région

dans les études de la diversité génétique du VIH-1.

Nos résultats apportent des éléments d’évidences supplémentaires en faveur d’une
absence de dysfonctionnement sévére de I’immunité cellulaire durant la grossesse. Aihsi,
notre étude fournit des arguments scientifiques additionnels soutenant le développement
d’une prophylaxie active et/ou des stratégies d’immunisation préventives permettant de

renforcer le contrdle de la transmission mére-enfant du VIH.

Mots-clés : VIH, grossesse, sous-types, enveloppe, diversité génétique, lymphocytes T
CD8", TAR.



Abstract

Mother-to-child transmission of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) has
become one of the fastest growing aspects of the AIDS pandemic. The objectives of this
work based on pregnant women are: a) to study HIV-1 genetic diversity; b) to characterize

| HIV-specific CTL responses; c) To analyze the genetic evolution of HIV strains; and d) to

assess the impact of antiretroviral therapy on both CTL responses and HIV viral population.

Our study of HIV genetic diversity has shown that 42.7% of patients were infected
with non-clade B viruses. A total of 97.7% of non-clade B viruses were found in African
women and, in all cases, clade identity was consistent with variants circulating in patient’s
countries of origin. We succéssfully demonstrated that dates of arrival into Canada of
patients infected with nonclade B HIV correspond with the migration of refugees from

African HIV-endemic areas.

We then made a longitudinal characterization of HIV-specific CTL effectors
responses and assessed the modulation of this arm of cellular immunity by antiretroviral
therapy in HIV infected women. First, we clearly established that HIV-specific CTL
responses become progressively more prevalent as HIV discése progresses. ART treatment
was associated with a decline in CTL responses. No significant variations were observed
between first, second, and third trimesters, or between consecutive pfegnancies. Then, we
found strongest CTL responses against Gag, Env, Pol and gpl120. Finally, the extent of
variation in the hierarchy of antigenic recognition observed between consecutive

pregnancies was correlated with the duration of the inter-pregnancy interval.

Finally, our assessment of the diversity of env gene showed a longitudinal evolution
of HIV viral populations throughout pfegnancy and across the intre-pregnancy interval, and
this evolution seemed more important when viral replication is controlled. The longer inter-
pregnancy intervals were associated with largest magnitude of Env V3 domain

diversification. We also found lowest diversity at the third trimester for all Env domains
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studied and ART treatment increased this diversity in all stage of pregnancy. Finally, our
dN/dS ratio suggested that env V2 domain is more targeted by the immune selective
pressure and underlined the importance to include this domain in any HIV-1 genetic

diversity investigations.

Our results bring further support to the theory that there is no severe dysfunction of
HIV-specific CTL during pregnancy and add to the scientific rational for the development .
of active and prophylactic and/or preventive immunization strategies for prevention of

mother-to-child HIV-1 transmission.

.Keywords: HIV, pregnancy, subtypes, envelope, genetic diversity, CDS8" T lymphocytes,
ART
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1. Introduction



1.1 Mise en contexte

L’épidémie du syndrome d’immunodéﬁcience acquise (SIDA), dont I’agent
étiologique est le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH), constitue un réel probléme
de santé publique a I’échelle mondiale. Ainsi, ONUSIDA estime a 40.3 millions le nombre
d’adultes et d’enfants vivant avec le VIH ou le SIDA dans-le monde, dont 25.8 millions
résident en Afrique Sub-Saharienne. Selon la méme estimation, 700,000 enfants de moins
de 15 ans, dont 630, 000 en Afrique Sub-Saharienne, ont été infectés au .cours de I’année
2005.

La transmission du VIH se fait essentiellement par la voie sexuelle, sanguine et
maternofoetale. Il est clairement établi que la transmission mére-enfant du VIH est la
principale voie de contamination chez les enfants. Cette derniére peut étre influencée a la
fois par des facteurs, virologiques et immunblogiques présents chez la meére pendant la
grossesse et le travail, facteurs qui seront décrits en détail dans la section 1.6.4. Les
résultats de nos travaux sur les populations virales seront présentés dans les articles

constituant les chapitres I et III.

L’utilisation de la thérapie antirétrovirale, qui a amélioré l’espérénce de vie des
adultes et des enfants infectés par le VIH dans les pays développés, a également permis de
réduiré considérablement le taux de traﬁsmission du VIH de la mere a I’enfant. Cependant,
I’apparition des souches résistantes aux agents antirétroviraux et le nombre croissant de cas
d’infections d’enfants nés de meéres traitées soulignent la nécessité de développer de
nouvelles stratégies prophylactiques de prévention. Cela dit, la capacité de renforcer la
prévention de la transmission mére-enfant du VIH requiert une meilleure connaissance de
I'immunité VIH-spécifique de la mére durant la grossesse. L’implication des lymphocytes
T cytotoxiques dans le controle de la réplication virale et la transmission du VIH & Penfant
seront décrits longuement dans les sections 1.8.3 et 1.8.4. Notre contribution a I’étude de
l;immunité maternelle durant la grossesse sera présentée dans D’article constituant le

chapitre II.



L’objectif de mon projet de recherche était de caractériser a la fois la diversité
génétique et la dynamique des populations virales du VIH-1, Iactivité des lymphocytes T
cytotoxiques VIH-spécifiques et ’impact de la thérapie sur cette immunité durant la

grossesse.

1.2. Le virus de Pimmunodéficience humaine de type 1 (VIH-1)

1.2.1. Historique

En 1981, les cliniciens de New York et de la Californie ont rapporté une incidence
inhabituelle de cas de sarcome de Kaposi, une tumeur de la peau extrémement rare, chez un
groupe de patients constitué de jeunes hommes homosexuels (Gottlieb et al. 1981; Siegal et
al. 1981). Certains d’entre eux, présentaient également une pneumonie causée par le
pathogéne fongique Pneumocystis carinii ainsi que d’autres infections opportunistes rares.
La méme année, les équipes de Gottlieb et Masur établirent que ces personnes souffraient
d’un important déficit au niveau de I’immunité a médiation cellulaire, résultant d’une
diminution significative du nombre de cellules T CD4" auxiliaires (Gottlieb et al. 1981;
Masur et al. 1981). L’idée initiale que le syndrome d’immunodéficience acquis (SIDA)
était li¢ aux habitudes spécifiques aux hommes homosexuels fut rapidement abandonnée
aprés 1’observation du syndrome chez des groupes distinctement différents aux Etats-Unis
comme les hémophiles (Stehr-Green et al. 1988), les personnes transplantées (Atkinson et
al. 1987; Dummer et al. 1989), les utilisateurs de drogues injectables (Stoneburner et al.
1988), les immigrants Haitiens et les partenaires sexuels des personnes a hauts risques
(Centers for Disease Control, 1983). L’immunopathogenése du SIDA et la meilleure
connaissance des rétrovirus permirent de suggérer que cette nouvelle maladie avait une
étiologie rétrovirale. L’intérét des scientifiques fut d’abordl porté sur le virus HTLV-I
(human T-cell lymphotropic virus I), dont le profil de transmission ressemblait & celui

observé chez les personnes atteintes du SIDA, et qui avait un tropisme préférentiel pour les



cellules T CD4", et provoquait des déficiences immunitaires humaines et animales (Varmus
1988). Dés 1983, Iisolement du virus HTLV-1 chez les patients atteints de
lymphoadénopathie permit au groupe de Luc Montagnier, de I’Institut Pasteur en France,
d’établir 1’association entre le SIDA et un rétrovirus qu’ils appélerent LAV pour |
lymphoadenopathie-associated virus (Barre-Sinoussi et al. 1983). La méme année, les’
anticorps -anti-HTLV-1 furent détectés chez les malades du SIDA (Essex et al. 1983).
Finalement, c’est en 1984 qu’un groupe frangais et les chercheurs du National Institutes of
Health, dirigés par Robert C. Gallo, établissaient sur la base d’évidences virologiques et
épidémiologiqués que le HTLV-III (human T-cell lymphotropic virus III), un rétrovirus
qu’ils avaient isolé des échantillons obtenus du laboratoir de Montagnier, était 1’agent
étiologique du SIDA (Popovic et al. 1984;' Sarngadharan et al. 1984; Safai et al. 1984). En
méme temps, Levy et ses associés isolaient un rétrovirus similaire qu’ils nomerent ARV
(AIDS-associated retrovirus) (Levy et al. 1984). Ce nouveau retrovirus fut plus tard baptisé

HIV pour human immunodeficiency virus (Coffin et al. 1986).

1.2.2. Epidémiologie et transmission

La pandémie des infections au VIH, a I’origine du SIDA, est sans aucun doute le
probléme médical et de santé publique, de notre génératioh, que I’on peut classer parmi les
plus grands fléaux de I’histoire (Fauci 1999). Depuis la décou\./erte des premiers cas en
1981, la maladie s’est répandue, et, en 2005 ONUSIDA estimait a 40 millions le nombre
de personnes vivant avec le VIH ou le SIDA dans le monde, dont 2,3 millions d’enfants
(ONUSIDA 2005). 4,9 millions d’individus ont contracté une infection par le VIH et
quelques 3,1 millions ont perdu la vie a cause du SIDA. Malheureusement le potentiel
catastrophique de cette pandémie n’est pas pleinement atteint, a en juger par la rapide
augmentation de la prévalence du VIH en Afridue Sub-Saharienne, ou 3,2 rhillions de
personnes ont été infectées en 2005. En effet, I’ Afrique reste la région la plus touchée par la
propagation du VIH, on y trouve plus de la moitié de toutes les personnes qui vivent avec le

virus dans le monde, soit 26,3 millions. L’incidence de I’infection augmente aussi en Asie



du Sud et du Sud Est, ou 990,000 personnes ont contracté le VIH cette méme année

(Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 2005). En effet, les plus fortes augmentations

* d’infections 4 VIH entre 2002 et 2004 ont été enregistrées en Asie de I’Est (50%), en

Europe orientale et en Asie centrale (40%), et en Asie de I’Est (ONUSIDA/OMS 2004).
Enfin, selon les données les plus récentes, le nombre de personnes vivant avec le VIH au
Canada serait d’environ 58 000, alors qu’il se chiffrait a 50 000 en 2002. Selon les mémes
données, 2 300 a 4 500 nouvelles infections par le VIH ont eu lieu en 2005 (Agence de
santé publique du Canada, 2006).

La transmission du VIH se fait essentiellement par voie sexuelle, suite a une
exposition au sang ou aux produits sanguins contaminés, ou de la mére a I’enfant (aussi
appelée transmission verticale ou maternofoetale) (Selik et al. 1995). Les personnes a haut -

risque incluent les personnes ayant des partenaires sexuels infectés, les utilisateurs de

“drogues injectables, les personnes transfusées par les produits sanguins contaminés, et les

enfants nés de méres infectées (Center for disease control and Prevention, 1996).

1.2.3. Structure du virus

Le VIH, membre de la famille des lentiviridae, est un rétrovirus de 100 a 120 nm de

diamétre (Fig. 1-1A) dont le génome est constitué¢ de deux copies d’ARN simple brin

" associées a deux molécules de transcriptase inverse (p51), a une protéase (pl1) et a une

intégrase (p31). Chaque virion exprime prés de 14 projections glycoprotéiques,
glycoprotéines Env, composées d’une ~.sous unité transmembranaire la gp41 et d’une sous
unité exterﬁe la gp120 (Zhu et al. 2003; 2006). Env qui se présente sous forme de triméres a
la surface du virus est un élement éssentiel pour 1’entrée du virus dans la cellulle. En effet,
sa liaison aux recepteurs cellulaires CD4 induit une cascade d’événements qui vont aboutir
a I’entrée du virus dans la cellule cible (Dalgleish et al. 1984; Landau et al. 1988; Sattentau
and Moore 1991; Trkola et al. 1996; Hill et al. 1997; Chan and Kim 1998; Sullivan et al.

1998). La pl120 est formée de neuf régions hautement conservées et cinq régions



hypervariables (Kwong et al. 1998). Les régions hypervariables V1/V2 modulent
I’exposition des sites de liaison des corécepteurs (Wyatt et al. 1998), elles contiennent des
épitopes pour la réponse anticorps (McKeating et al. 1993) et peuvent contribuer éu
tropisme cellulaire et a la cytopathie (Palmer et ai. 1996). La région V3, quant a elle,
renferme les éléments déterminants pour le tropisme cellulaire du VIH (Speck et al. 1997;
Cho et al. 1998), elle contient aussi les épitopes ciblés a la fois par les lymphocytes T
cytotoxiques (Clerici et al. 1991; Takahashi et al. 1992), les lymphocytes T auxilliaires
(Palker et al. 1989; Takahashi et al. 1990) et les anticorps neutraliéants (Ho et al. 1987,
Javaherian et al. 1990) (Fig.1-1B). La nucléocapside comprend une couche externe, la
matrice, constituée de prdtéines pl7 attachées 2 la couche interne de la bicouche lipidique
du virion, elle joue un réle important dans la stabilité¢ de la particule virale. Sa couche

profonde, la capside, est composée de la protéine p24.

Le génome (Fig. 1-1 C) du VIH comprend trois principaux génes gag, pol et env qui
codent pour les précurseurs polyprotéiques dont le clivage, par la protéase virale, va
générer les protéines de la nucléocapside (Gag), les protéines de 1’enveloppe (gpl120 et
gp41) mais aussi les enzymes nécessaires a la réplication comme la transcriptase inverse, la
protéase et I’intégrase qui médie I’insertion de I’ADN provirale dans le génome de la
cellule infectée (Bushman et al. 1990). Des six génes restants, trois (tat, rev, et nef) codent
des protéines régulatrices: Tat qui est transactivateur transcriptionnel essentiel a la
réplication du VIH (Ruben et al. 1989); Rev, une protéine qui se lie de maniére séquence-
spécifique a ’ARN, dont I’action consiste a induire la transition entre I’expression des
génes de la phase précoce et celle des génes de la phase tardive (Zapp and Green 1989;
Kim et al. 1989); et Nef qui a de multiples fonctions incluant la régulatioﬂ négative de
I’expression des molécules CD4 (Garcia and Miller 1992; Aiken et al. 1994) et du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) (Schwartz et al. 1996) a la
surface des cellules infectées, la stimulation de I’infectivité des virions du VIH (Miller et al.
1994), et la perturbation de 1’activation des cellules T, en réprimant 1’expression du facteur

de transcription NF-kappa B et de I’Interleukine-2 (IL-2) (Luria et al. 1991). Les trois



autres génes viraux, vif, wpu et ypr codent, respectivemeht, les protéines
.‘accessoires suivantes: Vif, essentielle a la réplication du VIH dans les lymphocytes et les
macrophages du sang périphérique, et certaines lignées cellullaires (Strebel et al. 1987), et
qui semble aussi étre impliquée dans la synthése de I’ADN proviral (von Schwedler et al.
1993);. Vpu, diminue I’expression du CD4 et augmente la reldche des particules virales
(Klimkait et al. 1990; Schubert et al. 1996); et Vpr qui joue un réle dans la capacité qu’a le
VIH d’infecter les cellules qui ne sont pas en division, en facilitant le transport dans le
noyau du complexe de préintégration (Heinzinger et al. 1994; Vodicka et al. 1998), elle |
bloque aussi la division cellulaire en phase G2 du cycle cellulaire (Rogel et al. 1995; Jowett
et al. 1995; Re et al. 1995; He et al. 1995).
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Figure 1.1. Représentation de la structure du virion (A), de la glycoprotéine GP120
tiré de (Zhu et al. 2006) (B), et de ’organisation génétique du VIH-1 (C).
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1.2.4. Cycle de réplication

Le cycle de féplication du VIH comprend 2 phases (Fig. 1-2), une précoce et une
tardive. Lors de la phase précoce, le virus se fixe sur les récepteurs CD4 des lymphocytes T
CD4" et des macrophages via Vsa glycoprotéine d’enveloppe (gpl120). La fusion
membranaire qui s’en suit fait intervenir des corécepteurs exprimés a la surface des cellules
cibles CXCR4 (ubiquitaire) et CCR5 (macrophages) et provoque 1’entrée de la capside
virale dans le cytoplasme cellulaire. L’ARN viral est ensuite transcrit en ADN grice a la
transcriﬁtase inverse. L’ADN nouvellement 'synthétisé (ou progéﬁome) est envoyé vers le
noyau de la cellule lié & un complexe protéique : le PIC ou complexe de pré-intégration qui
contient I’intégrase, la protéine matrice, la transcriptase inverse et la Vpr qui joue un role
dans I’import nucléaire. Le progénome viral est ensuite intégré dans le génome de la cellule

hote, grace a I’intégrase, il devient le provirus.

La phase tardive du cycle correspond aux étapes permettant d’obtenir des virions
complets, capables de bourgeonner et de maturer aprés leur libération dans le milieu
extracellulaire. Cette phase débute par la transcription du provirus. Des ARN courts
épissés, codant pour les protéines précoces (Tat, Rev et Nef) sont produits avant les ARN
codant pour les protéines tardives (Gag, Pol, Env, Vif et Vpr). Une fois traduits, les
différents composants viraux, acheminés a la membrane cellulaire, s’assemblent pour
former un virion qui bourgeonne et finit sa maturation dans le milieu extracellulaire grace a

la protéase.
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Figure 1-2. Cycle de réplication du VIH-1. La phase précoce de la réplication
comprend les étapes 1 a 5; et les étapes 5-6 constituent la phase tardive adapté de

(Rambaut et al. 2004).



12

1.2.5. Evolution naturelle de ’infection par le VIH

L’infection prirhaire, encore appelée infection aigué ou primo-infection, se caractérise
par des niveaux d’ARN viral plasmatiques trés élevés, une déplétion transitoire des cellules
T CD4", et une expansion des cellules T CD8" (Fig. 1-3) (Fauci et al. 1996). Quelques mois
apres I’infection, les anticorps dirigés contre les protéines virales apparaissent, I’individu
est dit séroconverti ou séropositif. L’infection primaire peut s’accompagner, chez une
minorité de patients, de symptdmes tels que fievre, adénopathies (gonflement des ganglions
lymphatiques) et éruptions cutanées. Mais le plus souvent, cette phase n’est pas remarquée
et est suivie d’une longue période d’infection chronique au cours de laquelle les personnes
infectées montrent peu ou pas de signes d’infection. Prés de 70% des personnes infectées
7 développeht le SIDA 9 a 10 ans apres I’infection. La premiére manifestation du SIDA peut
étre une infection opportuniste par le champignon Candida albicans, ou une toux séche et |
opinidtre céusée par une infection des poumons par Pneumocystis carinii. Une élévation de
la charge virale et une chute concomitante du nombre de cellules T CD4™ (<200 cellules

/mm3).
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Figure 1-3. Profil sérologique de I’infection par le VIH. Les trois étapes du processus
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1.2.6. Tropisme et Pathogenése

Le mécanisme central par lequel le VIH induit une déficience immunitaire chez

I’héte est la destruction et/ou la détérioration fonctionnelle des cellules CD4+ (Fauéi 1988).
- En effet, la molécule CD4 est le principal récepteur cellulaire du VIH ce qui explique son
tropisme pour les lymphocytes T CD4" et les monocytes/macrophages (Dalgleish et al.
1984; Maddon et al. 1986). Toutefois, I’entrée du virus dans la cellule cible requiert
I’implication d’autres molécules appelées les «co-récepteurs de fusion ». Ainsi, la protéine
de surface CXCR4 est le co-récepteur des souches VIH T-tropiques (virus X4) (Feng et al.
1996) alors que CCRS est utilisé comme co-récepteur par les ‘souches M-ﬁopiques (virus
RS) (Alkhatib et al. 1996; Dragic et al. 1996). L’importance du co-récepteur CCRS dans la
pathogenese du VIH a été prouvée par la découverte que les ceilules des personnes
homozygotes pour la délétion de 32 paires de base dans le géne ccr5 ne pouvaient pas étre
infectés in vitrd par des virus R5 (O'Brien and Moore 2000). Un certain nombre d’autres
co-récepteurs peuvent étre utilisés par le VIH in vitro (Heveker 2001). Parmi ceux-ci, on
retrouve CCR3 (Choe et al. 1996), CCR8 (Rucker et al. 1997), CXCR1 (Combadiere et al.
1998), la protéine US28 du cytomégalovirus (Choe et al. 1996), et les récepteurs orphelins
STRL33/Bonzo (Alkhatib et al. 1997) et GPR15/Bob (Edinger et al. 1998). L’importance
biologique de ces co-récepteurs alternatifs reste incertaine in vivo car, les inhibitéurs
d’entrée spécifiques de CCRS5 et CXCR4 peuvent totalement inhiber la réplication de
plusieurs souches VIH qui ont un large spectre d’utilisation des co-récepteurs (Zhang and

Moore 1999).
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1.3. Thérapie antirétrovirale

1.3.1. Mécanismes d’action des agents antirétroviraux

Le cycle biologique du VIH présente plusieurs points sensibles qui peuvent étre
bloqués par les produits pharmaceutiques. Mais ces agents doivent impérativement étre
spécifiques au VIH et n’interférer que trés peu avec les processus cellulaires normaux. Les
différents agents antirétroviraux, utilisés actuellement, ciblent I’une des quatre étapes clés
de la réplication (Fig. 1-4): I’entrée du virus dans la cellule hote; la conversion de I’ARN
viral en ADN double brin catalysée; I’intégration de I’ADN viral dans le génome de la

cellule hote; et le clivage des précurseurs viraux par la protéase virale.
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Figure 1-4. Mécanismes d’action des agents antirétroviraux. Etapes du cycle de la
réplication virale ciblées par les antirétroviraux (adapté de kuby et al., 2002)
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1.3.1.1. Les inhibiteurs nucléosidiques de la transcriptase inverse

L’activité de la transcriptase inverse est ciblée par les inhibiteurs nucléosidiques et
non nucléosidiques. La structure des inhibiteurs nucléosidiques imite celle des nucléosides
naturels (thymidine, uridine, cytidine, adénisine et guanosine) contenus dans les molécules
d’ADN et d’ARN. Les enzymes de la cellule hote catalysent leur phosphorylétion et
génerent les composés triphosphatés actifs qui vont enter en compétition avec les
nucléosides naturels pour le site actif de la transcriptase inverse. Ce qui va aboutir a
Pinhibition de I’élongation de la synthése de I’ADN provirale et bloquer la réplication du

virus (Tableau 1).

1.3.1.2. Les inhibiteurs non nucléosidiques de la transcriptase inverse

Ce sont des composés polycycliques qui agissent directement en se liant de maniére
sélective a proximité du site catalytique de la transcriptase inverse. Ceci provoque un
changement de la conformation qui va inactiver le site actif de la transcriptase inverse

(Tableau 1).
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Classes d’antirétroviraux

Sous classes
d’antirétroviraux

Antirétroviraux
approuvés

Antirétroviraux en
cours d’étude

Inhibiteurs de la
transcriptase inverse

Inhibiteurs nucléosidiques

Zidovudine (AZT)

Didanosine (DDI)
Lamuvidine (3TC)
Abacavir (ABC)

Zalcitabine (DDC)

Emtricitabine (FTC)

Stavudine (d4T)

Racivir
Amdoxovir
Apricitabine

Elvucitabine

Emtricicabine (FTCO

Amdoxovir (DAPD)

Inhibiteurs non
nucléosidiques

Névirapine (N\(P)
Délaviridine (DLV)
Efavirenz (EFV)
Etravirine

Rilpivirine

DPC-083
Capravirine

Calanolide A

Tableau 1. Liste des inhibiteurs de la transcriptase inverse du VIH.
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1.3.1.3. Les inhibiteurs de la protéase .

Il s’agit de peptides qui miment les substrats peptidiques de la protéase. lls
interférent avec le processing post-traductionnel de la polyprotéine Gag-Pol en protéines de
'la nucléocapside et autres protéines virales (transcriptase inverse et intégrase). 11 en résulte

des particules virales immatures non infectieuses (Tableau 2).

Classes
d’antirétroviraux

Antirétroviraux
approuvés

Antirétroviraux en
cours d’étude

Inhibiteurs de la
protéase

Saquinavir (SQV)

Ritonavir (RTV)

Mozenavir

TMC 114

Indinavir (IDV)
Nelfinavir (NFV)
Amprenavir (APV)
Atazanavir
Tipranavir
Fosamprenavir (FPV)

Darunavir (DRV)

Tableau 2: Liste des inhibiteurs de la protéase du VIH.

1.3.1.3. Les inhibifeurs de ’intégrase

L’intégration de I’ADN provirale dans le génome de la cellule hote, catalysée par

I’intégrase du VIH, se fait en 3 étapes : (1) ’assemblage du complexe contenant I’ADN
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viral; (2) le processing du complexe viral daris le noyau de la cellule hote; et (3) la liaison
de I’ADN viral dans le génomé cellulaire. Cette étape peut étré bloquée de deux maniére :
a) en inhibant I’activité enzymatique de l’inte’grasé; ou b) en synthétisant les agents qui
vont bloquer le transport nucléair du complexe viral. 3 inhibiteurs sont actuellement

utilisés : Raltegravir (RGV), Elvitegravir (EVG/r) et MK-2048.

1.3.1.4. Les inhibiteurs de I’entrée du VIH-1

Les inhibiteurs de I’entrée du VIH-1 dans la cellule cible ciblent ’'une des trois étapes
suivantes : (1) la liaison au récepteur CD4 cellulaire; (2) la liaison au co-récepteur CCRS -
ou CXCR4; et (3) la fusion des membranes. Ainsi, il y a des inhibiteurs de I’attachement au
CD4, dont PRO 542, une protéine de fuéion entre CD4 et 1gG2, qui se lie a la gp120; des
inhibiteurs de la liaison au corécepteur comme la Schering C (SCH-C) qui cible le CCRS;
et des inhibiteurs de fusion comme 1’Enfuviritide (T-20) qui est un pepetide qui se lie & la

Gp41 et inhibe la fusion entre les membranes cellulaire et virale (Tableau 3).

Classes Sous classes Antirétroviraux Antirétroviraux en
d’antirétroviraux d’antirétroviraux approuvés - cours d’étude
. TNX-355 PRO 542
Inhibiteurs de -
I’attachement BMS806
Maraviroc TAK 779
Vicriviroc Ancriviroc (SCH-C)
Inhibiteurs d’entrée Inhibiteurs de la liaison
des corécepteurs Alpaviroc
Plerixafor
Inhibiteurs de la fusion | Enfuviritide (T-20)
membranaire




21

Tableau 3: Liste des inhibiteurs de I’entrée du VIH dans la cellule hote

1.3.2. Principales limites de la prophylaxie antirétrovirale

1.3.2.1. Inaccessibilité aux traitements

Malgré I’énorme amélioration de la qualité de vie des personnes infectées par la
prophylaxie antirétrovirale, fort est de contaster que la couverture de la prévention et du
traitement reste inégale dans plusieurs régions. Moins d’une personne sur cinq a acces a des
services de prévention du VIH dans les pays a faible et moyen revenus. Entre cing et six
millions de personnes ont besoin d’un traitement contre le VIH. En juin 2004, on estimait
que 440, 000 personnes avaient acceés 4 un traitement antirétroviral dans le monde en
développement par rapport 4 200, 000 deux ans auparavant. Si le nombre de personnes sous
traitément a plus que doublé, moins de 10% des personnes qui en ont besoin principalement

en Afrique subsaharienne en bénéficient (ONUSIDA 2004).
1.4. Diversité génétique du VIH-1

1.4.1. Origine

L’énorme diversité génétique du VIH-1 et son extraordinaire capacité d’échapper
aux pressions sélectives, grice a la variation génétique, font partie des principaux obstacles
a I’élaboration de vaccins efficaces et de thérapies contre ce pathogéne. Ces propriétés
résultent d’une combinaison de facteurs. D’abord, le fort taux de mutation du VIH résultant
des erreurs introduites par la transcriptase inverse, qui fait 0,2 erreurs par génome durant
chaque cycle de réplication (Preston et al. 1988). Ensuite, l’importént turnover du virus,
dont le temps de génération est approximativement de 2.5 jours, et qui selon certains
estimés, produit de 10'°-10'? nouveaux virions chaque jour (Perelson et al. 1996). Puis, la

pression sélective de la réponse immunitaire, exercée par les anticorps neutralisants
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(Richman et al. 2003; Wei et al. 2003), les cellules T auxiliaires (’Ross and Rodrigo 2002)
ou les lymphocytes T cytotoxiques (Phillips et al. 1991; Ogg et al. 1998; Kelleher et al.
2001; Yusim et al. 2002). Enfin, il y a la recombinaison génétiqﬁe, une partie intégrale du
“cycle de réplication, qui survient quand la transcriptase inverse saute d’un brin d’ARN a un
autre durant la réplication (Blackard et al. 2002). Le taux de recombinaison du VIH, estimé
a 3 recombinaisons par cycle de réplication, est I’un des plus élevé. de tous les organismes
(Zhuang et al. 2002). Le fait que la majorité des cellules infectées arborent au moins deux
provirus différents (Jung et al. 2002), que de nombreuses évidences de " superinfecf[ions "
alent été rapportées (Jost et al. 2002; Koelsch et al. 2003), et que des études récentes
supportent I’implication de la superinfection dans la recombinaison (Fang et.al. 2004; Hu et
al. 2005; Charpentier et al. 2006), soulignent le rdle céntral de la recombinaison dans la
génération de la diversité génétique du VIH-1. 11 est important de préciser que la
superinfection se définit comme étant 1’infection d’un individu infecté par le VIH par une
seconde souche de VIH-1 et cela, aprés le developpement de ’immunité contre la premiére

souche virale (Zhu et al. 1995; Yerly et al. 2004).

Par ailleurs, le VIH-1 évolue spon{anément en absence de sélection au sein d’une
personne infectée, et est présent sous forme d’un mélange de variants génétiquement
distants mais toutefois apparentés, appelé "quasiespéce". Ces quasiespeéces représentent
toutes les formes génétiques possibles, comme le montre la présence des mutations
associées aux résistances aux antirétroviraux chez les patients non traités (1994; Najera et

al. 1995).

1.4.2. Classification

En se basant sur les analyses phylogénétiques, 3 groupes de VIH-1 ont été
reconnus : M (main), O (outlier), et N (non-M, non-O). Le groupe M, comprénant la
majorité des souches virales trouvées dans le monde, est & 1’origine de la pandémie. Les cas

d’infections par les virus du groupe O, minoritaires, ont été répertoriés en Afrique centrale
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(Cameroun et pays voisins). Seulement quelques cas d’infections par le groupe N, tous
confinés au Cameroun, ont été rapportés juéqu’é présent (Simon et al. 1998; Yamaguchi et
al. 2006). On pense que chacun des trois groupes de VIH-1 représente un cas indépendant
de transmission entre espéces d’un virus génétiquement apparenté. Ainsi, sur la base de la
topologie des arbres phylogénétiques (Fig. 1-5), le VIH-1 proviendrait du virus de
I’'immunodéficience simien (SIVepz) du chimpanzé Pan troglodytes troglodytes, que 1’on
trouve au centre ouest de I’Afrique (Cameroun, Gabon, République démographique du
Congo) (Hahn et al. 2000; Santiago et al. 2003). Keel et al. Viennent d’identifier les
anticorps anti-SIVcpz ainsi que ’ARN du SIVcepz chez les chimpanzés Pan troglodytes
troglodytes sauvages, établissant ainsi qu’il est le réservoir naturel du VIH-1, ils situent

également I’origine géographique du VIH-1 au Cameroon (Kecele et al. 2006).

Neuf sous types ou clades sont identifiés parmi le groupe M, incluant A-D, F-H, J et
K (Robertson et al. 2000). Plus de 34 autres formes génétiques, des recombinants inter
~ clades possédant des segments génomiques qui se regroupent avec différents sous types,
sont connues sous 1’appellation CRF (circulating recombinant forms) (Fig. 1-6) (Robertson
et al. 2000, Peeters et al. 2003; Tovanabutra et al. 2005; Watanaveeradej et al. 2006). Les
CREF sont id:antiﬁés par les nombres, qui correspondent & I’ordre de leur découverte, suivis
par les lettres du sous type parenfal (U indiciue une forme unique) ou cpx (pour des
complexe) pour des formes dérivant de plus de 2 sous types parentaux (Thomson et al.

2002).
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Figure 1-5. Arbre phylogénétique représentant les différents groupes et sous types
du VIH-1. Analyse faite a partir des séquences de génomes entiers des isolats VIH des
groupes M, O et N. Les séquences des souches SIV des chimpanzés Pan troglodytes
troglodytes (P t troglodytes) et Pan troglodytes schweinfurthii (P t schweinfurthii) sont

aussi incluses dans I’arbre, tiré de (Thomson et al. 2002).
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Figure 1-6. Illustration de la structure mosaique des génomes de certaines des

formes recombinantes du VIH-1. Les lettres et les couleurs représentent les différents

sous types du VIH-1, tiré de (Thomson et al. 2002).
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1.4. 3. Méthodes d’ide.ntification

L’analyse phylogénétique des séquences, qui permet non seulement de déterminer la
clade mais aussi d’avoir des informations épidémiologiques sur ’origine et la propagation
de virus dans la population, reste la méthode de référence..D’autres méthodes peuvent étre

“utilisées comme alternatives auASéquenc;age (Thomson et al. 2002). L’une d’elles est le
HMA (pour heteroduplex mobility assay) basé sur la mobilité électrophorétique des
duplexes d’ADN formés par l’hybfidation d’une séquence arhpliﬁée avec une série de
séquences de références de différéhts sous types (Delwart et al. 2003). Le sérotypage est
aussi utilisé, cette derniére est basée sur la liaison des anticorps sériques aux peptides,
représentant un segment dé la boucle V3, de différents sous types. Mais le sérotypage ne -
peut pas identifier les formes recombinantes. Ces 2 derniéres méthodes sont moins adaptées
aux régions ou il y a une forte hétérogénéité génétique du VIH-1, du fait de leur
imprécision et de leur fort taux d’erreurs. Enfin, les critéres suivants doivent étre remplis
pour qu’un virus soit reconnu comme un sous type : (1) un minimum de 2 isoiats doivent
étre entiérement sequencés, (2) ils doivent étre identiques et ne ressembler év aucun sous
type existant, et (3) ils doivent avoir été identifiés dans au moins 2 individus qui n’ont

aucun lien épidémiologique (Carr et al. 1998).

1.4.4. Répartition géographique

A I’échelle mondiale (Fig. 1-7), les formes génétiques les plus prévalentes sont les
clades C, A, B et CRF02_AG. La majorité des infections dans la partie sud de I’Afrique, en
Inde ét en Ethiopie est causée par la clade C, qui circule aussi au Brésil et en Russie. Les
virus de sous type A, quant a eux, sont prédominants dans le Centre et 1’Ouest de 1’ Afrique
(Kenya, Ouganda, Tanzanie et Rwanda), et en Europe de I’Est. Toutefois, dans tout 1’ouest
de I’ Afrique et une partie de 1’ Afrique Centrale, la forme génétique la plus rencontrée est le

CRF02_AG. La clade B est la principale forme en Europe Centrale, en Amérique, en
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Australie ainsi que dans certains pays de 1’Asie du Sud-Est, de 1’Afrique du Nord et du
Moyen Orient.

D’autres variants moins répandus a 1’échelle mondiale, mais ayant une localisation
plus restreinte sont le sous type D, principalement distribués dans I’est de Afrique
(Ouganda, Tanzanie et Kenya), le sous type F qui prédomine en Roumanie et dans une
moindre mesure au Brésil, le sous type G qui circule dans le centre et ['ouest de I’ Afrique
mais aussi au Portugal et dans le nord-ouest de ’Espagne; et le CRFO1_AE hautement

prévalent en Asie (Thomson et al. 2002; Spira et al. 2003).



Figure 1-7. Distribution géographique des formes génétiques du VIH-1. Les formes

génétiques prédominantes dans les différentes régions sont indiquées par les lettres de
plus grosse taille. Les formes recombinantes d’importance épidémiologique sont

encadrées. Tiré de Thomson et al. (2002).
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1.4. 5. Mouvement des populations et expansion des clades

Une association entre les infections au VIH et les voyages avait été faite au début de
I’épidémie en Europe de 1’Ouest (Clumeck et al. 1984; Melbye et al. 1984; Jonassen et al.
1997). En Afrique sub-saharienne, les voyages ont aussi €té associ€s a la propagation de
VIH-I, comme 1’illustre la forte prévalence d’infections chez les conducteurs de camions
de longue distance et les travailleurs expatriés itinérants (Kane et al. 1993; 'Bwayo et al.
1994). Ainsi, ’augmentation des déplacements internationaux durant les derniéres
décénies a contribué d’une maniére déterminante a la dissémination rapide du VIH-1 dans

le monde.

En effet, une proportion considérable d’infections par les sous types non-B du VIH-
1 a été rapporté en Europe et en Amérique (Fransen et al. 1996; Alaeus et al. 1997; Boni et
- al. 1999; Weidle et al. 2000; Couturier et al. 2000; Esteves et al. 2002; Chaix et al. 2003).
Les données se rapportant au Canada montrent que la majorité de ces infections a été
acquise, ou est directement liée aux personnes ayant vécu dans les régions a forte
~ prévalence de VIH-1, ou les épidémies causées par les clades non-B prédominent,
principalement en Afrique sub-saharienne et en Asie du sud-est (Sides et al. 2005;

Akouamba et al. 2005).

Plusieurs catégories dé voyageurs sont susceptibles de contribuer & la dissémination
des sous types non-B. Parmi ceux-ci, on trouve les immigrants provenant de régions
endémiques, le personnel militaire déployé dans ces régions (Lasky et al. 1997; Brodine et
al. 1999; Brodine et al. 2003), les marins (Ollero et al. 1991; Thomson et al. 2001), les
expatriés (Bonneux et al. 1988), et les touristes sexuels (Gillies et al. 1992; Dietrich et al.
1997, Belda et al. 1998). Par ailleurs, les conflits armés entrainent des déplacements
ma_ssifs des personnes. En janvier 2002, plus de 6 millions de personnes d’Afrique sub-
saharienne ont été pris en charge par la Haute Commission aux Réfugiés des Nations Unies
(HCR) (Buve et al. 2002). |
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1.4.6. Impact de la diversité des clades

1.4.6.1. Pathogenése et transmission

Il a été suggéré que les sous types viraux pouvaient influencer la transmissibilité et
la pathogenése du VIH-1, mais I’existence de plusieurs autres facteurs qui influencent ces

paramétres rend difficile I’établissement de ces associations.

La pluspart des clades causent la maladie en déployant le phénotype CCR5+/NSI au
début de la maladie et le phénotype CXCR4/SI au stade finale de la maladie (Nielsen et al.
1993; Keet et al. 1993; Cornelissen et al. 1995). Toutefois, cette corrélation n’est pas
toujours vraie pour les clades A, C ou D. Les virus de sous-type A ont tendanée a favoriser
le phénotype CCR5 méme tard dans la maladie (Chen et al. 2000). Les variants de clade C
ont une fréquence d’utilisation du CXCR4 remarquablement faible, méme chez les patients
qui ont développé le SIDA (Abebe et al. 1999), alors que les sous-types D semblent ne pas

montrer un double tropisme pour CXCR4 et CCRS (Tscherning et al. 1998).

: \
L’effet des sous types sur la pathogenése a été investigué dans plusieurs études. Une

étude réalisée sur des prostituées du Sénégal a montré que les femmes infectées par les
variants C, D ou G avaient 8 fois plus de chance de développer le SIDA que celles infectées
par la clade A (Kanki et al. 1999). Une autre étude ougandaise, portant cette fois sur 1045
personnes infectées par les sous types A ou D, a montré une association entre la clade D, un
faible décompte CD4 et la progression rapide vers la mort} (Kaleebu et al. 2002).
L’implication de la diversité génétique dans la transmission mére-enfant du VIH sera

discutée dans la section 1.6.4.5.

1.4.6.2. Thérapie antirétrovirale

Parce qu’il est bien connu que les virus VIH-1 du groupe O sont naturellement

résistants aux inhibiteurs de RT non-nucléosidiques (Quinones-Mateu et al. 1998), on pense
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que d’autres formes génétiques pourraient avoir des degrés de susceptibilité variables aux
~ antirétroviraux. Des études in vitro ont démontré Que les sous-types du groupe M avaient
une susceptibilité similaire aux agents antirétroviraux, avec une €ventuelle exception pour
la clade G dont la sensibilité aux inhibiteurs de protéases semble étre réduite (Descamps et
al. 1998). Les mutations conférant une résistance secondaire aux inhibiteurs de protéases
semblent étre plus fréquentes chez les personnes infectées par les virus non-B (Piéniazek et
al. 2000), bien que le spectre des mutations, de la protéase et de transcriptase inverse qui
sont associées aux résistances majeures soit semblable chez les virus B et non-B (Perez-
© Alvarez et al. 2001). Des données contradictoires ont été obtenues concernant l¢s isolats de
clade C, alors que certains ne rapportent aucune différence dans la sensibilité des virus B et
non-B aux antirétroviraux (Shafer et al. 1997; Birk and Sonnerborg 1998). D’autres au
contraire, pensent que les clades C doivent avoir une résistance innée aux inhibiteurs non-
nucléosidiques de la transcriptase inverse' (Loemba et al. -2002a; 2002b). Enfin, il a
récemment €té rapporté que les sous types non-B semblaient €tre moins sensibles a la

HAART (Caride et al. 2001; Brenner et al. 2002).

1.4.6.3. Diagnostique

1l est absolument essentiel que les trousses de détection disponibles actuellement
soient capables de diagnostiquer les infections par les virus B et non-B, y compris les
formes recombinantes. Bien que des études indépendantes aient montré que les tests
disponibles peuvent détecter les infections par les sous types A-G, J et lé groupe O (Koch et
al. 2001), des différences ont été notées quant a la détection des anticorps précoces
‘correspondant aux infections récentes par les virus B et le CRFO1_AE (Parekh et al. 2001).
A P’heure actuelle, on recommande ’utilisation des trousses les plus récentes, de quatriéme
génération, qui combinent dans un seul test la détection des anticorps anti-VIH et des

antigénes p24.
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Les versions courantes des trousses de détection de charge virale, LCx HIV-RNA
quantitative assay (Lex; Abbott), HIV-1 Quantiplex branched DNA (bDNA; Chiron
Diagnostics) et Amplicor HIV-1 Monitor v1-5 (Monitor; Roche Diagnistics) éont capables .
de quantifier I’ARN des isolats de clade A-G (Swanson et al. 2001).

1.4.6.4. Vaccination

L’une des principales limites des stratégies de vaccination, testées contre les
lentivirus des primates, est leur inaptitude & générer les réponses protectrices contre les

challenges par les virus hétérologues.

Certains travaux portant sur la sensibilité aux anticorps neutralisants, et utilisant les
échantillons de sérum des personnes infectées par le VIH-1 et des isolats primaires
(clihiques), ont permiS de conclure qu’il n’y avait aucune corrélation entre les sérotypes de
neutralisation et les sous types viraux (Moore et al. 1996; Kostrikis et al. 1996; Nyambi et
al. 1996). Toutefois, .des activités neutralisantes clade-spécifiques associées a des
échantillons de sérum et des antlcorps monoclonaux ont été rapportées (Moore et al. 1995;

Trkola et al. 1995 Bures et al. 2002)

Par ailleurs, de nombreuses études ont démontré la présence de LTC ayant une
réactivité croisée effective poui les clades du VIH-1 chez les personnes infectées ou
vaccinées (Ferrari et al. 1997; Cao et al. 1997a; Durali et al. 1998; Cao et al. 2000).
Cependant, les réponses LTC intra clades sont généralement plus fortes et plus

fréquemment détectées que la réactivité croisée inter clade.
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1.6. Transmission mére-enfant du VIH-1

1.6.1. Prévalence de ’infection par le VIH chez les femmes

17,5 millions de femmes vivent avec le VIH dans le monde, soit un million de plus
qu’en 2003 (ONUSIDA, 2006). Elles représentent dorénavant prés de 50 % des adultes
porteurs du virus. Dans plusieurs pays d’Afrique australe, plus des trois quarts deé jeunes
vivant avec le VIH sont des femmes. Dans I’ensemble de 1I’Afrique subsaharienne, les
jeunes femmes de 15 a 24 ans ont au moins trois fois plus de chances d’étre porteuses du
virus que les jeunes hommes (ONUSIDA, 2006). En 2004, un rapport montrait que le
nombre de femmes vivant avec le VIH avait augmenté dans chacune des régions du monde
au cours des deux derniéres années, les-augmentations les plus fortes étant relevées en Asie

de I’Est (56%), en Europe orientale et en Asie centrale (48%) (ONUSIDA 2005).

Au Canada, 60,000 personnes dont 9,600 femmes étaient infectées par le VIH en
2005 (ONUSIDA 2005). 20 % des personnes vivant avec le VIH étaient des femmes et ces
dernieres représentent également 27 % de tous les nouveaux cas d’infection en 2005

(Agence de Santé publique du Canada, 2006).

1.6.2. Taux de transmission du VIH de la mére a ’enfant

Le probléme de transmission du VIH de la mére & Denfant, aussi appelé
transmission verticale, demeure trés préoccupant dans les pays du Sud car au Nord, il a été
pratiquement résolu. En effet, en absence de thérapie, le taux de transmission verticale du
VIH se situe entre 13 et 42% dans les pays en voie developement, et entre 14 et 25% en
Europe et aux FEtats-Unis d’Amérique (The Working Group on Mother-To-Child
Transmission of HIV, 1995).
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1.6.3. Mécanismes de transmission

11 est clairement établi que la transmission du VIH-1 de la mére a I’enfant peut se
faire in utero par passage transplacentaire, intra-partum au contact du sang et des sécrétions
vaginales maternels pendant le travail et 1’accouchement, ou post—partuin lors de
’allaitement (Lapointe et al. 1985). Chez les femmes qui allaitent, on estime que pres de
23% des transmission surviennent in utero, 65% intra-partum et 12 a 14% post-partum
(Dunn et al. 1992; Bertolli et al. 1996). Dans une cohorte de femmes qui n’allaitaient pas en
Thailande, prés de 75% de nouveaux-hés avaient été infectés pendant le travail et

I’accouchement et 25% in utero (Mock et al. 1999).

1.6.3.1. Transmission in utero

Nombre d’évidences supportent la transmission in utero du VIH-1, incluant : a) la
détection du virus dans les tissus feetaux (Sprecher et al. 1986; Douglas and King 1992;
Brossard et al. 1995); b) le début de la phase symptomatique de la maladie pendant la vie
intra utérine (Rudin et al. 1993); et c¢) la détection du virus dans le liquide amniotique
(Mundy et al. 1987; Mohlala et al. 2005). De plus, le fait que le virus soit détectable durant
les premiers jours de vie chez une proportion d’enfants infectés par le VIH (Dunn et al.
1995; Kuhn et al. 1996; Kalish et al. 1997); et la progression rapide de la maladie chez
certains enfants (Galli et al. 1995; De Rossi et al. 1996; Shearer et al. 1997) renforce ’idée
de la transmission intra utérine du VIH-1. Les critéres de détermination d’une transmission
in utero sont bien établis : la détection du génome viral par PCR ou 1I’isolement du virus
dans le sang du nouveau-né doivent se faire dans les 48 heures qui suivent la naissance

(Bryson et al. 1992).

D’une fagon générale, les trophoblastes sont susceptibles a I’infection par le VIH,
avec toutefois un faible niveau de production virale (Mognetti et al. 2000). En effet,

certaines cellules placentaires comme les cellules d’Hofbauer et les cellules du trophoblaste
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expriment le CD4, et elles sont capables de soutenir une infection par le VIH in vitro
(Douglas and King 1992; David et al. 1995). De plus, les macrophages du placenta
expriment le corécepteur CCR5 et la surexpression de ce dernier a été associée a la
transmission verticale du VIH (Behbahani et al. 2000; Torres et al. 2001). Cependant, une
récente étude fait état de 1’entrée du VIH dans le trophoblaste par endocytose‘(Vidricaire et
al. 2003) ou par une voie CD4-indépendante (Al-Hanhi et al. 2002). L’entrée du VIH
semble par ailleurs plus importante quand les trophoblastes sont en contact avec les
lymphocytes T infectés plutét qu’avec les virions libres. L’adhérence entre les deux types
de cellules formerait une « synapse virale » revue par (Piguet and Sattentau 2004) pouvant
favoriser I’endocytose des virions ou I’expression des molécules de surface requises pour
’entrée du VIH (Arias et al. 2003). Le processus de transcytose, transport transcellulaire
qui permet le transfert des macromolécules de la circulation maternelle vers la circﬁlation
feetale, permettrait aussi le passage du VIH du pdle apical au pdle basolatéral du
trophoblaste (Lagaye et al. 2001). Enfin, I'intervention de récepteurs de la partie Fc des
anticorps ou des glycolipides danS le processus de pénétration du VIH dans le trophoblaste, -

a été suggérée (David et al. 1995; Lagaye et al. 2001).

La voie exacte empruntée par le virus pour traverser le placenta demeure inconnue. |
Toutefois, on pense que la transmission puisse se faire suite & I’intéraction entre les cellules
du trophoblaste et les virus libres ou des cellules maternelles infectées. Des nouveaux
virions, qui bourgeonnent du c6té basolatéral, pourraient ainsi entrer en cdntacte avec les
cellules endothéliales ou les macrophages sous-jacents pour, finalement, atteindre la

ciréulation feetale (Fig 1-8).

Plusieurs évidences indiquent que le feetus est exposé au sang maternel, et par
conséquent aux particules virales »VIH-l et aux cellules infectées par le VIH-1, pendant la
grossesse et:1’accouchement. En effet, les cellules maternelles sont toujours présentes dans
les échantillons du sang du cordon ombilical, 4 une fréquence estimée de 1/ 10*-10° cellules

nucléées (Socie et al. 1994; Petit et al. 1995). De plus, il est bien connu que le VIH-1
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infecte les cellules placentaires (Maury et al. 1989; Kesson et al. 1993; Schwartz et al.
1995), et la fréquence élevée de chorioamniotite, une inflammation des membranes
placentaires, chez les femmes infectées pourrait augmenter les échanges entre les cellules
feetales et maternelles et donc le transfert du VIH-1(Patterson et al. 2001; Bhoopat et al.
2005; Taha et al. 2006). '



Circulation maternalle
Lymphocyte

Lymphocytes

Figure 1-8. Mécanisme de transmission du VIH in utero. Entrée en contact des virions
libres A, des cellules infectées B, présents dans la circulation maternelle, avec les cellules
trophoblastiques. C Entrée du VIH dans les cellules trophoblastiques par des mécanismes
hypothétiques: fusion membranaire ou endocytose. D bourgeonnement de nouveaux
virions au pdle basolatérale (circulation feetale). E Endocytose et transcytose du VIH. F

Arrivée du VIH au niveau des cellules foetales. Tiré de (Vidricaire et al. 2004)
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1.6.3.2. Transmission intra-partum

La transmission durant le travail ou ’accouchement est a 1’origine de prés de 50%
des cas d’infection chez les enfants (Bryson et al. 1992). Elle peut se faire par le contact
direct de I’enfant, dans le canal uterin, avec le sang et les sécrétions génitales maternels
contaminés par le VIH, par I’infection ascendante du vagin ou du col de Iutérus vers les
membranes feetales et le liquide amniotique, et par I’absorption dans le fractus digestif de
I’enfant (Nielsén et al. 1996). En effet, il est possible d’obtenir du VIH-1 a partir des
cultures des fractions (cellulaires et non cellulaires) vaginales et des sécrétions
endocervicales des femmes infectées par le VIH-1 (Vogt et al. 1986). Les particules virales
et cellules infectées par le VIH-1 ont été tfouvées dans les sécrétions génitales .des femmes
(Clemetson et al. 1993; Henin et al. 1993; Mostad et al. 1997). Par ailleurs, il a été montré
que le risque de transmettre le VIH-1 au premier né de jumeaux était deux fois plus élevé
que celui de le transmettre au second (Goedert et al. 1991; Bulterys et al. 1992), cela étant
supposémeht, di a la plus longue période d’exposition du premiér enfant aux matériels
infectieux maternels pendant le travail. La survenue de la transmission infra-partum est -
supportée par de nombreuses preuves indirecfes, incluant le fait que plus de 50% des
enfants infectés ont un test de dépistage négatif durant les premiers jours de leur vie (Dunn
et al. 1995; Kuhn et al. 1996; Kalish et al. 1997), que la fréquence de détection du virus
augmente durant les premiéres semaines de vie (Dunn et al. 1995), et que certains
nouveaux-nés ont des profils immﬁnologiques et virologiques similaires a ceux des adultes

en infection primaire (Brandt et al. 1996; Rich et al. 1997).

1.6.3.3. Transmission posf-partum

La transmission par I’allaitemnent est & ’origine de la plupart des cas de transmission
post- partum (Dunn et al. 1992; Kreiss 1997). On ignore toujours si ’infection se fait a
partir de virus libres ou de cellules infectées, qui ont tous deux été détectés dans le lait

maternel (Lewis et al. 1998; Pillay et al. 2000; Rousseau et al. 2003). Il est possible que le
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virus pénétré la muqueuse du tractus gastro-intestinal de I’enfant en infectant les cellules ou
qu’il accéde directement au systéme sanguin par des bréches dans la muqueuse.
Néanmoins, il est bien établi qu’un faible décompte CD4, une mastite et une longﬁe durée
d’expositioﬁ augmentent' le taux de transmission du VIH-1 par 1’allaitement (Nduati et al.
1995; Semba et al. 1999). De plus, une association a été faite entre la quantité de cellules
infectées par le VIH dans le lait et le risque de transmission (Rousseau et al. 2004). La
transmission post-partum du VIH est associée a la durée d’exposition au lait maternel, a

I’infectivité du lait, et a la susceptibilité spécifique de I’enfant (Newell 1998).

1.6.4. Facteurs qui influencent la transmission mére-enfant du VIH-1

1.6.4.1. Charge virale de la mére

L’incidence de la transmission verticale du VIH peut étre affectée a la fois par des
facteurs virologiques et immunologiques. Un faible décompte de cellules T CcD4'
maternelles, une forte virémie, une faible activité des LTC spécifiques aux antigénes VIH
et la virulence des souches virales ont été associés a de forts taux de transmission mére-
enfant du VIH-1 (Roques et al. 1993; Kliks et al. 1994, nyson 1996; jin et al. 1998;
Plaeger et al.. 1999; Cu-Uvin et al. 2006). '

De nombreuses études ont démontré une association directe entre la présence
d’anticorps maternels dirigés contre le domaine v3 de la protéine d’enveloppe du VIH-1 et
un faible taux de traﬁsmission (Devash et al. 1990; Halsey et al. 1992; Dickover et al. 2006;
Wau et al. 2006). La prééence et la persistance d’anticorps sécrétés IgA et/ou IgM anti-VIH
dans le lait pendant les 18 mois d’allaitement ont, quant a elles, été associées a un faible

risque de transmission (Van de Perre et al. 1993).

Il a été montré qu’un niveau plasmatique élevé d’antigénes p24 et un 4ge maternel
élevé augmentaient le risque de transmission (Mayaux et al. 1995; Lathey et al. 1999).

D’autre part, plusieurs études indiquent le réle important d’une charge virale maternelle
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élevée dans la transmission du VIH a I’enfant (Sperling et al. 1996; Mayaux et al. 1997,
Garcia et al. 1999) alors que Cao et les investigateurs du Ariel Project concluent qu’une

forte charge virale ne peut pas 4 elle seule expliquer cette transmi_ssioh (Cao et al. 1997b).

1.6.4.2. Facteurs génétiques

1.6.4.2.1. Concordance des antigénes HLA

L'énorme polymorphiSme du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) est a
I’origine de la grande diversité des réponses immunitaires contre le VIH-1 et d’autres
pathogénes dans la population humaine (Townsend and Bodmer 1989). Ce fait est
consistant avec I’observation de Kilpatrick et al., qui ont rapporté, chez les enfants écossais,
que 1’haplotype HLA-A3-B7-DR2 était associé a la protection contre I’infection au VIH-1,
alors que HLA-A1-B8-DR3 se retrouvait a une fréquence €levée chez les enfants infectés
(Kilpatrick et al. 1991). Cette association a plus tard été confirmée dans le cadre d’une

autre étude (Winchester et al. 1995).

La présence d’une Qariété de constituants de la membrane cellulaire de la cellule
hote, incluant les molécules du CMH-I et du CMH-II, a la surface du virus est bien
documentée (Cantin et al. 1997; Roy et al. 2005; Martin et al. 2005). Les réponses allo
immunitaires du feetus ou du nouveau-né, dirigées contre les cellules maternelles iﬁfectée’s
par le VIH-1 ou les virus libres portant les déterminants du CMH maternel, pourraient en
partie expliquer pourquoi certains enfants nés de meéres infectées sont protégés contre
Dinfection. Effectivement, les études réalisées chez les macaques suggérent que les
réponses immunitaires anti-CMH peuvent protéger d’une infection par le VIH-1. Dans ces
études, I’immunisation avec les lignées de cellules lymphoblastiques humaines protégeait
les macaques challengés par le virus de I'immunodéficience simien (SIV), lorsque celui-ci
avait été cultivé avec les mémes cellules (1990; Stott 1991). 11 y avait une corrélation entre
la protection et les niveaux d’anticorps anti-CMH (Chan et al. 1992). Chan et al. ont

également montré que I’immunisation avec des molécules HLA de classe I purifiées -
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pouvait protéger des macaques challengés par les particules virales exprimant les mémes-
HLA (Chan et al. 1995). Chez I’humain, cette hypothése est supportée pa.r les études qui
associent la concordance des antigénes HLA de classe I entre la mére et son enfant a un
risque élevé de transmission in utero du VIH-1, alors qu’une discordance entre les
molécules HLA maternelles et feetales protége I’enfant (MacDonald et al. 1998; Kuhn et
al. 2004).

1.6.4.2.2. Polymorphisme de CCRS

En 1996, trois groupes indépendants ont identifié un alléle mutant, contenant une
délétion de 32 paires de base dans le cadre dé lecture du géne ccr5 (mutant CCR5-A32), qui
induit un codon stop prématuré et une perte de 1’expression du cbrécepteur CCRS du VIH-1
(Liu et al. 1996; Samson et al. 1996; Dean et al. 1996). Cette mutation est présente & 1%
dans son état homozygote et de 10 a 20% sous sa forme hétérozygote chez les Nord
Américains et les Européens, alors qu’elle est quasiment absente chez les Africains, les
Asiatiques et les Latino Américains (Martinson et al. 1997). L’allele CCR5-A32 a été
identifié comme étant un polymorphisme génétique naturel réduisant le risque d’infection
par le VIH-1 et la vitesse de progre‘ssioﬁ de la maladie, et I’absence totale d’expression du
CCRS5 chez les homozygotes confére une forte protection contre I’infection par le VIH-1

macrophage tropique (McNicholl et al. 1997; Roger 1998).

Le role de la mutation CCR5-A32 dans la transmission verticale du VIH-1, et la
progression subséquente de la maladie, a été examiné chez plus de 3000 enfants de
différentes origines (Edelstein et al. 1997; Rousseau et al. 1997; Shearer et al. 1998;
Mangano et al. 1998; Misrahi et al. 1998; Mandl et al. 1998; Barroga et al. 2000).
Malheureusement, 1’hétérozygotie de CCR5-A32 ne protége pas contre la transmission du
VIH-1 de la mére a Penfant. Plus encore, I’effet protecteur de 1’homozygotie pour CCRS5-

A32, observé chez I’adulte, n’a pas été clairement démontré dans le cadre de la transmission

verticale (Edelstein et al. 1997; Misrahi et al. 1998).
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1.6.4.3. Facteurs obstétricaux

Les facteurs obstétriques tels que la rupture des membranes placentaires suite aux
infections virales, bactériennes ou fongiques, les infections transmises sexuellement, la
cigarette, I’utilisation des drogues injectables et la chorioamniotite ont été associés a un
" risque élevé de transmission (Nair et al. 1993; St Louis et al. 1993; Burns et al. 1994;
Bulterys et al. 1997; Bhoopat et al. 2005). Une période de rupture des membranes
supérieure a 4 heures et la naissance prématurée augmentent aussi ce risque (Goedert et al.
1989; Newell and Peckham 1993; Landesman et al. 1996). D’autres conditions cliniques
particulieres comme une phase aigue d’infection au VIH durant la grossesse et d’autres
infections chroniques ont été associés a la transmission méré-enfant du VIH-1(Report of

consensus workshop, 1992).

1.6.4.4. Facteurs nutritionnels

Certains facteurs nutritionnels, en particulier la -déficience en vitamine A et la
malnutrition, qui peuvent entrainer une immunodéficience et affecter Iintégrité des
mugqueuses, ont été associés au risque accru de transmission du VIH-1 (1994; Semba et al.
1997). Cependant, plusieurs études randomisées portant sur 1’administration de
suppléments de vitamine A n’ont révélé aucune réduction de la transmission (Semba et al.

1999; Coutsoudis et al. 1999; Fawzi et al. 2000).

1.6.4.5. Facteurs viraux

Par ailleurs, quelques études suggérent 1I’implication du phénotype et du génotype
du VIH dans la transmission mére-enfant. En effet, les souches virales qui utilisent le co-
récepteur CCRS sont préférentiellement transmises aux nouveau-nés, méme dans les cas o .
les virus utilisant les corécepteurs CXCR4 sont majoritaires chez la mére (Philpott et al.
2001; Casper et al. 2002; Arroyo et al. 2002; Skrabal et al. 2003).
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Une étude menée en Tanzanie a suggéré l’implication des sous tjpes viraux
maternels dans la transmission verticale du VIH. Les virus de clade A, C et les
recombinants semblent étre plus souvent transmis a 1’enfant que les sous types D (Rehjifo
et al. 2001). Une autre étude a rapporté que les virus contenant les LTR (Long Terminal
Repeat) des variants C étaient 6,1 fois plus transmis que ceux qui avaient les LTR de clades
D (Blackard et al. 2001). De plus, une faible diversité génétique de la région V3 du gene
. enva été associée a un risque élevé de transmission mere-enfant du VIH-1 (Dickover et al.
2001; Arroyo et al. 2002). Le type de variants maternels transmis semblent dépendre du
moment de la contamiantion: les variants majeurs sont préférentiellement transmis in utero
alors que les variants mineurs sont plutét transmis intra-;natum (Dickover et al. 2001;

Verhofstede et al. 2003).

1.6.4.6. Facteurs sociaux et économiques

Les rapports sexuels non protégés et des partenaires sexuels multiples, qui peuvent
entrainer 1’augmentation de la diversité des souches virales et I’inflammation des
muqueuses génitales et la chorioamniotite, ont été associés a la transmission du VIH au
nourrisson. Une étude réalisée au Rwanda a montré que les femmes ayant, durant leur
grossessé_, plus de deux partenaires sexuels, avaient un risque plus élevé de transmettre le
~ VIH a leur enfant (Bulterys et al. 1993). Dans le méme sens, une étude portant sur un
groupe de femmes enceintes VIH-séropositives de New York a montré que le taux de
transmission était de 9,1% chez les femmes qui avaient des rapports' protégés, 22,2% chez
celles qui avaient une fréquence modérée d’activité sexuelle et 39% chez celles qui avaient

une forte fréquence (Matheson et al. 1996).
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1.7. Moyens de prévention

1.7.1. Agents antirétroviraux

En 1994, le protocole 076 de la Pediatric AIDS Clinical Trials Groups (PACTG076)
a démontré qu’on pouvait réduire de 25,5% a 8,3% le taux de transmission maternofoetale
du VIH au moyen d’un régime thérapeutique comprenant 1’administration par voie orale de
d’AZT é partir de la quatorziéme semaine de grossesse, une injection d’AZT par Voie
intraveineuse .pendant le travail, et le traitement par voie orale du nouveau-né pendant six
semaines post-partum (Connor et al. 1994; Dabis et al. 2000; Thorne and Newell 2000).
Aujourd’hui,- on recommande I’initiation, durant la grossesse, d’une combinaison de
régimes antirétroviraux qui inclut les inhibiteurs de protéase en vue de mieux contrdler la
réplication virale, de préserver les fonctions immunitaires et de réduire le développement

de souches résistantes (Perinatal HIV Guidelines Working Group Members, 2005).

L’utilisation de prophylaxie antirétrovirale a réduit considérablement le risque de
transmission mére-enfant du VIH-1 dans les pays développés. En Europe, le nombre de
femmes enceintes.infectées par le VIH et traitées a augmenté de 5 a 92% entre 1997 et
2003, aboutissant & un taux de transmission mére-enfant de 0,99% en 2003 (European
collaborative study, 2005). Les déclins similaires ont été observés aux Etats-Unis ou les
taux de transmission en 2000 oscillaiént entre 1% et 3.7% (Wade et al. 2004; Magder et al.
2005). Au Canada, I’incidence d’infection & VIH chez les nourrissons est passé de 33%
durant la période 1994-1995 5 2,6% en 2000 (Santé Canada, 2002). Plus encore, au CHU
Sainte-Justine cette incidence est de 0.39% depuis 1998 (Dr Normand Lapointe, données

non publiées). -

11 est fortement conseillé d’initier la trithérapie durant les deux derniers trimestres de
la grossesse pour les femmes qui ont des signes symptomatiques d’une infection au VIH -

(charge virale élevée, faible décompte CD4). Pour celles qui ne suivent aucun traitement,
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divers régimes sont conseillés : a) faire une injection d’AZT pendant le travail et mettre
I’enfant sous AZT pendant six semaines post-partum; b) administrer une combinaison
d’AZT et de 3TC par voie orale pendanf le travail et & I’enfant pour une semaine; c) une
dose unique de névirapine (NVP) pendant le travail et au nouveau-né 48 heures apres la -
naissance; et d) une dose unique de NVP a la mére et a I’enfant, combinée & une injection
d’AZT pendant le travail et six semaines d’AZT au nouveau-né (Perinatal HIV Guidelines

Working Group Members, 2005).

L’efficacité de la NVP dans la prévention de la transmission du VIH a I’enfant a été
largement documentée dans les pays en V(;ie de développement. En effet, une dose unique
de NV15 administrée a la mére pendant le travail et au nouveau-né réduit le risque de
transmission meére-enfant de 41% (Jackson et al. 2003). Plus impqrtaht encore, il a été
démontré que la dos¢ unique de NVP était plus effective qu’une monothérapie d’AZT, et
était équivalente a une combinaison NVP/AZT (Guay et al. 1999; Taha et al. 2004). Son
activité antirétrovirale, son absorbtion rapide, son transfert placentaire, et sa longue demi-
vie contribuent & son efficacité dans la prévention de la transmission verticale du VIH
(Mirochnick et al. 1998; Musoke et al. 1999). Actuellement, I’Organisation Mondiale de la
Santé recommande ’addition d’une dose unique de NVP a ’AZT ou a la combinaison

AZT/3TC (Organisation Mondiale de la Santé, 2005).

1.7.2. Limites de la thérapie antirétrovirale

Al

1.7.2.1. Accés limité au traitement

L’acces limité a la thérapie dans les pays en \}oie de développement (Teixeira et al.
2004; Badri et al. 2006) explique en partie le nombre croissant d’enfants infectés, 90% des
nouveaux cas d’infections en 2005, par le VIH en Afrique sub-saharienne (ONUSIDA,
2005). '
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1.7.2.2. Toxicité médicamenteuse

L’utilisation d’agents antirétroviraux durant la grossesse est de plus en plus
répandue et un nombre croissant d’évidences montre que leurs effets bénéfiques continuent
a dépasser leurs risques potentiels. Cependant, les antirétroviraux ont €été associés a une '
augmentation de cas d’anémies, et leur administration tardive durant la grossesse a été
associée a un surcroit de diabétes gestationnels et d’accouchements prématurés (Tuomala et

al. 2005).

Les régimes thérapeutiques a base d’inhibiteurs de protéase ont €té associ€s a une
aggravation du diabéte mellitus, du diabéte gestationnel et de I’hyperglycémie (Watts et al.
2004; Tuomala et al. 2005; 2006b; El-Beitune et al. 2006a). Des troubles gastro-intestinaux
et des hyperglycémies liés a I’utilisation du nelfinavir, et des toxicités hépatiques associées
a la névirapine ont été également rapportés chez la femme enceinte (Timmermans et al.
2005).

Par ailleurs, de nombreuses évidences démontrent une augmentation du risque
d’atteintes hépatiques, pouvant étre fatales et souvent associées a des éruptions cutanées,
chez les femmes dont le décompte CD4 dépasse 250 cellules/mm® avant Iinitiation de la
thérapie antirétrovirale combinée ou HAART (pour Highly Active Antiretroviral Therapy)
(Leith et al. 2005). C’est ainsi que la US Food and Drug Administration ne recommande
I’utilisation de régimes combinés incluant la névirapine que lorsque les risques ont été bien
évalués (US Food and Drug Administration, 2005; US Public Health Service, 2005). Par
ailleurs, les risques d’acidose lactique et de pancréatite liés a 1’utilisation de la didanosine
(DDI) et la stavudine (D4T) durant la grossesse ont été rapportés (Grimbert et al. 1993;
Brinkman et al. 1998). |



47

1.7.2.3. Résistance aux agents antirétroviraux

L’un des grands problémes associés a la thérapie a base d’agents antirétroviraux est
I'induction de la résistance a ces agents. De nombreuses études ont ét¢ menées sur la
zidovudine, certaines indiquant que la fréquence des résistances a cet agent est plus élevée
chez les méres qui transmettent le virus a leurs enfants (Colgrove et al. 1998; Welles et al.
2000), d’autres ne trouvant aucune association entre la résistance et la transmission
(Eastman et al. 1998; Johnson et al. 2001). Cependant, la transmission des variants viraux

maternels résistants a la zidovudine a I’enfant est bien établie (Johnson et al. 2001).

D’autre part, des inqui€¢tudes demeurent quant a la sélection de mutations entrainant
la résistance aux inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTTI), plus
particulierement dans le contexte de I’utilisation d’une dose unique de NVP pour prévenir
la transmission mére-enfant du VIH-1 (Palmer et al. 2006). Administrée en monothérapie,
la NVP induit en une semaine les mutations de résistance K103N et/ou Y181C, qui
conférent une résistance croisée aux autres NNRTT (Richman et al. 1994; Havlir et al. 1996;
Deeks 2001). Le fait qu’une seule mutation (K103N) suffise pour conférer une telle
résistance (Jackson et al. 2000; Flys et al. 2005) et que la NVP ait une longue demi-vie (20
jours) favorise cette sélection (Cressey et al. 2005). L’émergence de cette résistance est trés
répandue, avec une fréquence de détection variant de 15 a 75% selon la technique de
génotypage utilisée (2004bb; Eshleman et al. 2004aa). Cette résistance et constitue un
probléme particuliérement inquiétant compte tenu du fait que ce médicament est destiné a

étre utilisé a grande échelle dans les pays en voie de développement.

Récemment, il a été suggéré que I’apparition de la résistance a la NVP dépendait du
sous-type viral. En effet, le taux de résistance était plus €levé chez les femmes enceintes
infectées par des virus de clade C que chez celles infectées par des variants de clade A
(Eshleman et al. 2004aa). 20 a 50% d’enfants infectés par le VIH et exposés a cette dose

unique de névirapine ont développé des variants résistants (Cressey et al. 2005). Toutefois,



48

le profil des mutations spécifiques est généralement différent de celui retrouvé chez la
mere, ces mutations semblant émerger de novo chez I’enfant. L’importance & long terme de

la sélection de cette résistance n’est pas entiérement connu.

1.7.2.4. Acouchement prématuré

Plusieurs études rapportent une augmentation du risque d’accouchement prématuré
chez les femmes traitées en Europe (Lorenzi et al. 1998; Thorne et al. 2004). Néanmoins,
les données provenant de sept grandes études, incluant les femmes enceintes infectées par

le VIH, ne révelent aucun risque significatif d’accouchement prématuré (Tuomala et al.
2002).

1.7.2.5 Effet d’une exposition in-utero aux antirétroviraux

~ On commence & en connaitre un peu plus sur les effets a court et & long terme des
agents antirétroviraux, utilisés dans la prévention de la transmission maternofoetale du
VIH-1. Chez I’humain et le macaque rhésus I’AZT a la capacité de traverser la barriére
placentaire, et d’étre incorporé rapidement dans I’ADN du tissu placentaire de maniére
dose dépendante (Poirier et al. 1999; Olivero et al. 1999a; 1999b). Une étude francaise,
réalisée auprés d’enfants exposés mais non infectés, a montré qu"en plus de I’anémie
macrocytaire »réversible, I’AZT avait un petit effet sur ’hématopoi¢sequi pouvait persister
jusqu’a I’4ge de 18 mois (Le Chenadec et al. 2003). Par ailleurs, I’exposition intra utérine a
PAZT et a la lamivudine a été associée a des lésions mitochondriales chez les enfants
(Poirier et al. 2003; Divi et al. 2004). De la méme maniére, un risque de syndrome
neurologique associé a la persistance d’un dysfonctionnement mitochondrial a été rapporté
chez des enfants exposés aux analogues nucléotidiques (Blanche et al. 1999; Barret et al.
2003). 11 est intéressant de voir qu’un tel phénoméne n’a pas été observé au cours d’une
étude analogue (The Perinatal Safety Reviews Working Group, 2000). Enfin, des cas
d’acidoses lactiques ont été découverts chez les enfant exposés a la HAART in-utero ou a

I’AZT apres la naissance (Alimenti et al. 2003).
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1.7.2.6. Transmission a ’enfant en présence de charges virales faibles

Une importante limite de la thérapie dans la prévention de la transmission du VIH-1
a I’enfant réside dans la survenue de cas de transmission a I’enfant chez des femmes
traitées ayant une charge virale <1000 copies/ml ou méme indétectable (Sperling et al.
1996; Cao et al. 1997b; loannidis et al. 2001). Cette situation revét une importance
particuliere dans les pays développés,'oﬁ de nombreuses femmes enceintes ont de faibles

charges virales consécutivement a la thérapie antirétrovirale.

1.7.3. Nouvelles stratégies

- L’accumulation des résistances aux agents antirétroviraux, lé toxicité de la thérapie
antirétrovirale a long terme, la courte demi-vie de certains antirétroviraux (Moore et al.
1999; Mobley et al. 1999), qui limitent Defficacité a long terme des prophylaxies
antirétrovirales, et I’inaccessibilité au traitement dans les régions endémiques, soulignént
I’urgence de développer des approches alternatives pour renforcer la prévention meére-
enfant du VIH. La vaccination et/ou I’immunothérapie pourraient représenter des stratégies
plus attractives pour les femmes enceintes et les nouveaux nés, et constituer de ce fait le

fondement d’une protection 4 vie contre I’infection au VIH-1 (Saffit et al. 2004).

1.7.3.1. Immunisation passive

Les anticorps sont clairement impliqués dans la protection contré un certain nombre
de maladies infectieuses. Il existe une corrélation entre les anticorps et la protection chez
les enfants vaccinés contre 1’hépatite B, 1’Haemophilus influenzae B, la diphtérie et le
tétanos, et ces vaccins restent parmi les plus efficaces. De nombreuses données indiquent
I’efficacité des anticorps anti-VIH pour prévenir la transmission mere-enfant. Une
corrélation positive a été mise en évidence entre la présence d’anticorps dirigés contre les

épitopes de la protéine d’enveloppe gp120, incluant la boucle V3, et une faible transmission
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de la mére & I’enfant '(Rossi et al. 1989; Ugen et al. 1992; 1993b; Scarlatti et al. 1993a;
1997). Cependant, les données les plus récentes contestent cette corrélation (Guevara et al.

2002; Barin et al. 2006; Wu et al. 2006).

Les effets de I’administration passive d’un pool d’anticorps provenaﬁt de personnes
infectées capables de neutraliser des isolats primaires de VIH-1 (immunoglobulines
hyperimmunes (HIVIG)) ont été évalués mais les résultats n’étaient pas significatifs:
I’incidence de la transmission du VIH-1 a ’enfant était faible car les femmes recevaient
également de I’AZT (Stiehm et al. 1999). Un indice qui sous-tend I’importance de la
réponse humorale dans la prévention de la transmission du VIH a I’enfant provient
d’études réélisées sur les singes. L’administration’ passive d’une friple ou quadruple
combinaison d’anticorps monoclonaux humains (1b12, 2G12, 2F5 et 4E10), dirigés contre
les épitopes situés a la surface de gpl20 (1bl2 et 2G12) ou proche du domaine
transmembranaire de 1’enveloppe du VIH (2F5 et 4E10) (Wu et al. 2006), entraine une
protection compléte de macéques thesus (Macaca mulatta) nouveaux-nés contre le SIV
requ par voie orale (Baba et al. 2000; Hofmann-Lehmann et al. 2001; Ferrantelli et al.
2003). 1l s’agit d’un modéle de animél qui mime 1’exposition des muqueuses du nouveau-
né humain au VIH dans le canal vaginal, lors de I’allaitement, ou lors de I’accouchement

(Baba et al. 1994; Wu et al. 2006).

1.7.3.2. Vaccination

La contribution des réponses immunitaires cellulaires, et en particulier celles
médiées par les LTC CD8", qui contribuent au contrdle de la réplication du VIH-1 et
modulent la transmission mere-enfant du VIH, sera décrite dans la section 1.8. L’avantage
de la réponse LTC, comparée & la réponse anticorps, est qu’elle reconnait des peptides
provenant 4 la fois des protéines de surface et les protéines internes non structurales du
virus. De plus, une fois qu’elle est stimulée par les cellules présentatrices d’antigéﬁes, la

réponse LTC mene rapidement a la production des facteurs solubles, comme les beta
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. chimiokines MIP (Macrophage Inflammatory Protein)-1a, MIP-1 et RANTES, pouvant
empécher I’entrée du VIH-1 dans les cellules in vitro (Wagner et al. 1998; Price et al.
1998; Stranford et al. 1999). Ainsi, dans des conditions favorables, les LTC peuvent
prévenir I’expansion du VIH-1 mais aussi I’établissement d’une infection généralisée en

éliminant les cellules infectées initialement.

Les vaccins 4 base d’épitopes LTC représentent une approche logique pour générer
une immunité cellulaire effective dans un cadre prophylactique ou thérapeutique. En effet,
plusieurs épitopes peuvent étre incorporés dans un vaccin afin d’induire une variété de
réponses réactives dirigées contre les différents déterminants. Les approches vaccinales qui
permettent 1’utilisation d’un grand nombre d’épitopes LTC incluent les plasmides a ADN et
les vecteurs viraux. Les études utilisant d’autres modeles de pathogénes ont montré que les
_ vaccins a base de plasmides & ADN, exprimant des épitopes LTC minimaux, peuvent étre
utilisés simultanément afin d’induire les réponses LTC contre des épitopes multiples
(Thomson et al. 1998; Yu et al. 1998; An et al. 2000). Les résultats obtenus avec les
modeles animaux d’infection par le VIH-l sont prometteurs. Les travaux réalisés sur les
macaques rhésus immunisés avec des plasmides ADN exprimant les protéines du virus
d’immunodéficience simien (SIVmac), ou des particules virales non replicatives
SIVmac239, ont donné des résultats concluants (Lu et al. 1996; Barouch et al. 2000). De la
méme maniére, une réponse cellulaire et des anticorps ont été observés chez les femelles
chimpanz¢é immunisées avec des plasmides 8 ADN durant la grossesse (Bagarazzi et al.
1999). Cependant, I’immunisation de femmes enceintes avec des glycoprotéines
d’enveloppe recombinantes dans le cadre d’un essai clinique randomisé n’a entrainé aucune
protection contre la transmission meére-enfant du VIH-1, en dépit du succés des tests

d’innocuité (Lambert et al. 1998; Wright et al. 1999).
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1.7.4. Autres moyens de prévention

1.7.4.1. Césarienne élective

Des particules virales peuvent étre isolés a partir de sécrétions vaginales chez 30% a

40% des femmes infectées (John et al. 1997). 11 convient donc de minimiser 1’exposition du
nouveau-né aux sécrétions maternelles durant 1’accouchement. La césarienne élective,
" pratiquée avant le début du travail et la rupture des membranes, réduit jusqu’a 25% le
risque de transmission (Landesman et al. 1996). Les résultats d’une étude clinique
randomisée ont montré une diminution de 50% de ce risque, comparé a 1’accouchement
vaginal. On recommande ainsi la pratique de la césarienne dans les pays en voie de
dévéloppement ou l’acceés a la thérapie antirétrovirale reste difficile (Domihguez et al.
2003). L’efficacité de la césarienne élective a été confirmée chez des femmes ayant urie
faible charge virale et chez celles ayant été traitées au moyen de thérapie antirétrovirale
combinée (Ioannidis et al. 2001). Cependant, deux études européennes faisant cas de
I’augmentation de la morbidité et des complications chez les femmes infectées par le VIH
apres la césarienne ont soulevé la question de 1’évaluation des risques et des bénéfices de la

césarienne dans ces circonstances (Ferrero and Bentivoglio 2003; Fiore et al. 2004).

- 1.7.4.2. Intervention locale

La désinfection vaginale a 1’aide d’agents virucides, comme le gluconate de
chlorhexidine avant I’accouchement ainsi que le lavage du nouveau né, ont été utilisés mais
leur efficacité a réduire la transmission mére-enfant du VIH-1 n’a pas été démontrée
(Biggar et al. 1996). Toutefois, cette intervention a été associée a une réduction
significative du taux de transmission chez les femmes dont la période de rupture des

membranes excédait 4 heures (Biggar et al. 1996; Gaillard et al. 2001).
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1.7.4.3. Allaitement sous certaines conditions

Concernant la transmission post-partum, il est recommandé de prévenir les 1ésions
des mamelons et les mastites, de réduire la durée de la période de 1’allaitement et d’éviter

I’allaitement pour les femmes a haut risque (Embree et al. 2000).

1.8. Lymphocytes T cytotoxiques

1.8.1. Mécanisme d’action

Les LTC CD8" sont essentiels -pour la suppression de la réplication virale et leur
role central dans le contrdle de la progression de I'infection par le VIH-1 a est bien établi
(Koup et al. 1994; Borrow et al. 1994; Borrow et al. 1997; Goulder et al. 1997; Matano et
al. 1998; Brodie et al. 1999). L’activé cytotoxique des LTC CD8" est médiée par deux
mécanismes différents : la lyse directe des cellules infectées par le virus et la sécrétion de

facteurs solubles antiviraux.

- La lyse des céllules infectées par les LTC est initiée par la reconnaissance de
I’antigéne associé aux molécules de classe I du CMH de la cellule cible. Cette
reconnaissance va induire une série d’événements qui vont aboutir a 1’activation des voies
granule-dépendantes et granule-indépendantes. Dans le premier cas, la pérforine et les
granzymes, qui médient la mort de la cellule cible, sont libérées par exocytose. La perforine
forme les pores dans la membrane de 1a cellule cible, ce qui facilite I’entrée des granzymes.
Les granzymes induisent la mort par apoptose de la cellule infectée en provoquant
indirectement la fragmentation de son ADN. Dans le deuxiéme cas, des molécules comme
Fas (CD95) et TNFa (Tumor Necrosis Factor), non contenues dans les granules des LTC,
initient I’apoptose dans la cellule infectée (Berke 1994; Henkart et al. 1995; Kagi et al.
1996). |
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1.8.2. Facteurs affectant I’activité des LTC chez les personnes. infectées

par le VIH

Bien que les LTC exercent une vigoureuse force sélective sur le VIH-1, plusieurs
études publiées récemment révélent que le contrdle de I’infection est incomplet (Jost et al.
2002; Altfeld et al. 2002; Addo et al. 2003). L’incapacité des LTC & irradiquer le VIH in
vivo indique que ce virus a développé des mécanismes pour limiter I’efficacité de la

réponse a médiation cellulaire.

1.8.2.1. Régulation négative de ’expression des molécules du CMH-I

L’un des mécanismes d’évasion de la réponse immunitaire implique la protéine Nef
du VIH-1, qui protége la lyse des cellules infectées par les LTC en diminuant I’expression
des molécules du CMH de classe I a leur surface (Collins et al. 1998). Nef évite la .
destruction des cellules infectéeé par les cellules NK (Natural Killer) en ciblant
préférentiellement les alleles HLA-A et HLA-B du CMH-I, impliqués dans la présentation
dcl I’antigéne aux LTC, et non les HLA-C et HLA-E qui inhibent I’activité des NK (Le
Gall et al. 1998; Cohen et al. 1999). Par ailleurs, Ngf n’affecte pas.la capacité des LTC a
produire les cytokines qui inhibent la propagation du VIH-1 én culture (Tomiyama et al.
2002). Ainsi, les LTC controlent partiellement I’infection par le VIH en sécrétant les
cytokines inhibitrices, mais n’éliminent pas totalement l’infection parce qu’elles sont

incapables de lyser efficacement les cellules infectées.

La capacité de Nef 4 moduler négativement I’expression du CMH-1 semble étre
importante dans la pathggenése de la maladie in vivo. En effet, ’intégrité du géne nef est
nécessaire a la progression de la maladie vers le stade SIDA, tant chez le chimpanzé que
chez ’humain (Kestler et al. 1991; Kirchhoff et al. 1995; Deacon et al. 1995). Les
mutations de nef, qui inhibent sa capacité a réduire ’expression du CMH-I reviennent

rapidement au type sauvage in vivo (Munch et al. 2001). Plus encore, les alleles de nef
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isolés au début de la maladie semblent avoir été sélectionnés pour leur capacité a réguler
I’expression du CMH-1, alors que les alléles moins compétents en la matiére sont plus

fréquemment isolés tard dans la maladie (Carl et al. 2001).

1.8.2.2. Densité des protéines virales a la surface des cellules infectées

Les LTC identifient les cellules infectées en réconnaissant les complexes CMH-1-
peptides a leur surface. Une perturbation affectant ’expression des protéines virales peut
altérer la reconnaissance par les LTC en réduisant la quantité de peptides disponibles.
Effectivement, on a rapporté que la densité des épitopes Gag a la surface des cellules
infectées est un facteur plus important que‘ I’affinité des récepteurs T (RcT) pour le contrdle

de la réplication du VIH par les LTC (Tsomides et al. 1994; Yang et al. 2003).

Une autre étude récente a éouligné I’importance de la densité des épitopes en
examinant 1’effet de I’activité de la protéine Rev du VIH sur la reconnaissance des cellules
infectées par les LTC (Bobbitt et al. 2003). La fonction de Rev est de promouvoir la sortie
du noyau des ARN messagers des génes tardifs (gag, env, pol, vpu, vpr et vif), permettant
ainsi leur expression. Ainsi, le niveau d’activité de Rev détermine le niveau d"expression
relatif des protéines tardives. De maniére intéressante, la capacité des LTC a reconnaitre
les cellules infectées varie en fonction de I’activité de Rev. De plus, le niveau d’activité de
Rev est selectionné par la réponse immunitaire : les all¢les de rev les moins actifs sont plus

abondants en début de maladie, quand le systéme immunitaire est encore fonctionnel, alors

’

que les alléles les plus actifs émergent plus tard, quand le systéme immunitaire a été -

compromis.

1.8.2.3. Variation antigénique

La variation antigénique est un élément important qui permet au VIH d’échapper a la
réponse LTC. En effet, la capacité qu’a le VIH de muter les épitopes LTC, suite a la

pression sélective de la réponse LTC VIH-spécifique, est trés bien documentée (Phillips et
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al. 1991; Borrow et al. 1997; Goulder et al. 1997; Soudeyns et al. 1999; Geels et al. 2003;
Jones et al. 2004). L’importance des épitopes \}iraux restreints au CMH-1 est renforcée par
I’existence des alléles protecteurs du CMH-1, HLA-B*57 et HLA-B*63, associés a un
meilleur contrdle de la charge virale et a une lente progression de la maladie (Kiepiela et al.
2004; Frahm et al. 2005). De plus, l’édaptation du VIH aux réponses HLA-restreintes au
niveau populationel a été mise en évidence par Moore et ses collaborateurs. Ils ont
démontré que la présence ou non des polymorphismes au niveau des épitopes LTC du VIH

était spécicifique des alléles HLA (Moore et al. 2002).

1.8.2.4. Effet pro apoptique des protéines virales

Un autre mécanisme utilisé¢ par le VIH est d’induire 1’augmentation du turnover des
LTC VIH-spéciﬁques. Des études réalisées chez I’homme et les macaques démontrent que
la protéine Nef est capable de régliler de fagon positive I’expression de Fas ligand (FasL),
impliqué dans la mort cellulaire programmée, sur les cellules T CD4" et CD8". Nef limite
donc la réponse LTC en induisant I’apoptose de ces cellules (Katsikis et al. 1995; Mitra et
- al. 1996; Xu et al. 1997; Bahr et al. 1997).

De maniére-analdgue, la protéine Env des virus CXCR4-tropiques régule de fagon
positive I’expression du récepteur TNF sur les LTC et celle de TNFa sur les macrophages.
Ainsi, le contact direct entre ces deux types de cellule induit alors 1’apoptose des LTC

(Herbein et al. 1998).

1.8.2.5. Défaut de maturation des LTC

I existe un certain nombre d’évidences qui indiquent que les LTC VIH-spécifiques
fraichement isolées des personnes infectées .par le VIH sont fonctionnellément anormales.
D’abord, ces cellules n’expriment pas les marqueurs. de différenciation CD45R et CCR7
(Champagne et al. 2001). Ensuite, comparées aux LTC anti-CMV, les LTC VIH-
'spécifiques ont une faible expression de la perforine (Anderson 1999; Appay et al. 2000).
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Des études supplémentaires seront requises afin de déterminer si ce défaut de maturation

résulte de la perte des cellules auxiliaires T CD4" chez les personnes infectées au VIH-1.

- 1.8.2.6. Déplétion des cellules T auxiliaires CD4" anti-VIH

Les cellules T CD4" anti-VIH, nécessaires a la différentiation finale des LTC VIH-
spécifiques, sont rapidement pérdues apres I’infection comprometant ainsi la réponse LTC
(Rosenberg et al. 1997). Ce qui peut s’expliquer par la susceptibilité de ces cellules a
I’infection par le VIH (Douek et al. 2002). Par ailleurs, Plusieurs travaux viennent de
mettre en évidence I’implication de PD (pour programmed death)-1 et son ligand (PD-L1)
dans l’incapacifé des"cellules T CD8+ VIH-spécifiques a produire des cytokines suite a la
stimulation (aussi appelée 1’«exhaustion» des cellules T), et la progression de la maladie
(Trautmann et al. 2006; Petrovas et al. 2006; Day et al. 2006). En effet, il en ressort que : a)
PD-1 est un régulateur de la survie des cellules T CD8" VIH-spéciﬁques; b) que le blocage
de sa liaison avec son ligand PD-L1 augmente la survie et la prolifération de ces cellules, ce

qui se traduit par une restauration de la fonction cytotoxique.

-1.8.3. Role dans le controle de la réplication virale

Le principal mécanisme de défense qui restreint la réplication du VIH-1 et interfére
avec la progression de I’infection au VIH-1 est la réponse LTC VIH-spécifiques. De
nombreuses évidences démontrent I’implication de ces cellules dans le contrdle de la
charge virale et la progression de la maladie chez les patients infectés: a) pendant la phase
aigué de I’infection, ’apparition des LTC VIH-spécifiques est fortement associée a la
baisse de la virémie (Koup et al. 1994; Greenough et al. 1997; Ogg et al. 1998). Une
relation terhporelle entre les mutants échappant a 1’activité LTC, la diminution de la
fréquence des LTC VIH-spécifiques et la perte du controle de la réplication virale a
également été établie chez ’homme (Oxenius et al. 2004); b) comparés aux progresseurs, -

les personnes asymptomatiques a long terme ont des niveaux d’activité LTC VIH-
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spécifique tres élevés (Pantaleo et al. 1995; Klein et al. 1995; Dyer et al. 1999); c).la
diminution graduelle du nombre de ces cellules provoque une rapide progression vers le
stade SIDA (Klein et al. 1995; Kvale et al. 1999); d) les cellules CD8" VIH-spécifiques
exercent une pression de sélection qui conduit a I’apparition de variants viraux capables
d’échapper a la réponse immunitaire (Borrow et al. 1997; Price et al. 1997; Soudeyns et al.
1999); e) Les macaques rhésus déplétés en cellules T CD8+ et infectés par 1’isolat SIVacos:
du virus de I’'immunodéficience simien (VIS), ont une virémie élevée de fagon persistante
et progressent rapidement vers la maladie (Schmitz et al. 1999). A cela il faut rajouter la
détection des réponses LTC chez les partenaires sexuels des personnes infectées par le
VIH-1 (Mazzoli et al. 1997; Goh et al. 1999), I’association des types rares de molécules
d’HLA aux faibles virémies (Altfeld et al. 2003), et I’association entre I’hétérozygotie pour
les molécules d’HLA et un meilleure état clinique (Carrington et al. 1999). Les réponses
LTC ciblant les protéines Gag et Nef du VIH-1 ont été associées a un meilleur contrdle de
la charée virale (Haas et al. 1996; Masemola et al. 2004) et 4 une protection contre

I’infection par le VIH et le VIS (Gallimore et al. 1995; Patke et al. 2002), respectivement.

Par ailleufs, il a été rapporté que 1’induction des réponses LTC VIS-spécifiques, par
la vaccination, contribuait au controle de la réplication du SIV et des pathogenéses
' assoéiées dans plusieurs études indépendantes (Amara et al. 2001; Barouch et al. 2001;
Horton et al. 2002; Shiver et al. 2002). Enfin, I’efficacit¢ du contréle des LTC a été
renforcée par la découverte que les mutants SIV, ayant des altérations dans des épitopes
LTC immunodominants pouvaient échapper a la reconnaissance par les LTC, et que cela se
traduisait par une augmentation de la réplication virale et une progression rapide de la

maladie (Allen et al. 2000; Barouch et al. 2002; Nacsa et al. 2003).
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1.8.4. Implication dans la transmission mére-enfant du VIH-1

1.8.4.1. Réponse LTC durant la grossesse -

De nombreuses études ont été consacrées aux modifications du nombre total et du
pourcentage de différentes populations de cellules leucocytaires dans le sang prériphérique
pendant la grossesse. Des données contradictoires en ressortent. Par exemple, certaines
études associent la grossesse a une diminution (Matthiesen et al. 1995) ou une
augrﬁentation (Kuhnert et al. 1998) du nombre de cellules T cytotoxiques CD8”, alors que
d’autres ne trouvent aucune association (Fiddes et al. 1986). Des disparités existen‘g aussi
concernant les cellules T auxiliaires CD4": une diminution (Watanabe et al. 1997) ou
absence de changement (Sabahi et al. 1995; Kuhnert et al. 1998) ont été rapportées durant

la grossesse.

Toutefois, la majorité des études portant sur la fonction des lymphocytes T chez la
femme enceinte ont démontré un défaut de proliféraﬁon et de sécrétio.n de I’interferon- y
~ (IFN-y) et de Pinterleukine-2 (Il-2), aprés stimulation in vitro par la concanavaline A
(ConA), la phytohemoagglutinine (PHA) ou des antigénes (Lederman 1984; Sabahi et al.
1995; Matthiesen et al. 1996). Une suppression de 1’activité des LTC contre les infections
virales (Gehrz et al. 1981; Kumar et al. 1984) et‘_certains pathogénes intracellﬁlaires, dont |
Plasmodium falciparum (Riley et al. 1989), a été également observée durant la grossesse.
Par ailleurs, une autre éyidenée renfor¢ant la suppression de I’immunité a médiation
cellulaire durant la grossesse, est la rémission de 1’arthrite rhumatoide et les scléroses en
plaques, deux maladies autoimmunes médiées par les cellules T, chez la majorité des-
femmes enceintes atteintes de ces affections (Al-Shammri et al. 2004). Inversement, la

fonction des lymphocytes B et la production des anticorps sont maintenues et méme

augmentées durant la grossesse (Watanabe et al. 1997; Narita et al. 2000).
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Un certain nombre de facteurs ont été proposés pour expliquer
I’immunomodulation de I’activité des cellules T durant la grossesse. Il ne fait aucun doute
que le succes d’une grossesse dépend de la capacité qu’a le systéme immunitaire de la mére
de tolérer le feetus qui, immunologiquement parlant, est un allogreffon du fait de
’expression des antigénes feoto-paternels (Zuckermann and Head 1987). De nombreuses
études rapportent 1I’expression préférentielle durant la grossesse des cytokines de type 2
(IL-4, IL-5 et IL-10) qui renforcent I’immunité humorale et sont communement associées
au phénomene de tolérance. Alors que, la synthése des cytokines de type 1, qui activent les
réponses cytotoxiques et sont associées au phénoméne de rejet, comme I’INF-y, le TNF-a
et 'IL-2 est réprimée (Wegmanh et al. 1993; Marzi et al. 1996; Shimaoka et al. 2000;
Raghupathy 2001). Par ailleurs, la production d’IL-2, qui active 1’activité cytotoxique des
LTC,. au cours de la grossesse a été associée a I’interruption de la grossesse (Raghupathy
1997; Reinhard et al. 1998). Ainsi, la polarisation de la production des cytokines vers le

type 2 pourrait favoriser le maintien de la grossesse.

D’autres part, la plupart des travaux ménés sur les lymphocytes T durant la
grossesse y ont rapporté une diminution de 1’activité LTC (Santoli et al. 1976; Watanabe et
al. 1997). Cela pourrait expliquer, du moins en partie, I’augmentation de la susceptibilité
des femmes enceintes aux infections virales et aux pathogenes intracellulaires (Reinhardt

1979; Unanue 1997).

Certaines horniones dont la production est élevée durant la grossesse semblent étre
impliquées dans la modulaﬁon de-la réponse immnitaire chez la femme enceinte. En effet,
les corticostéroides et la progesterone ont la capacité de favoriser la production des
cytokines de type 2 (Piccinni et al. 1995). Par ailleurs, ’implication de ces hormones est
soutenue par la rémission de la sclérose en plaques des femmes non gestantes traitées avec
de l’estriol, une hormone sécrétée durant la grossesse (Sicotte et al. 2002).

4
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1.8.4.2. Réponse LTC et Transmission verticale du VIH

Plusieurs études soutiennent I’implication des LTC dané la modulation deK la
transmission mére enfant du VIH : a).il a ét¢ montré que les femmes qui ne transmettent
pas le VIH-1 a leur enfant avaient de fortes réponses LTC VIH-spécifiques, contrairement a
celles qui transmettent (Jin et al. 1998; Plaeger et al. 1999); b) les femmes qui ne
transmettent pas le VIH ont des fréquences élevées des précurseurs de LTC dirigés contre
les prot€ines Nef et Pol du VIH-1 durant la grossesse (Jin et al. 1998); ¢) les LTC VIH-
spécifiques sont plus souvent détectés chez les enfants non infectés nés de meres infectées
(Da Silva and Spector 1992; Cheynier et al. 1992; Rowland-Jones et al. 1993; De Maria et
al. 1994); et d) les variants viraux échappant a la réponse LTC, sont sélectivement transmis
de la mére a I’enfant (Wilson et al. 1999; Pillay et al. 2005). Malgré cela, on ne connait que
- peu de choses de l’hisfoiré naturelle et de la dynamique de la réponse LTC VIH-spécifique
durant la grossesse et encore moins sur I’effet de I’introduction de la HAART sur cette

réponse.

1.8.5. Effet de la thérapie antirétrovirale

1.8.5.1. Réduction de Poligoclonalité des LTC VIH-spécifiques

Avec I’avénement de la thérapié antirétrovirale, 1’une des questions majeures est de
savoir comment améliorer ’ensemble _du systéfne immunitaire chez les personnes infectées
au VIH-i recevant la thérapie antirétrovirale combinée (HAART). 11 a été ont montré que la
HAART induit le déclin de I’immunité cellulaire VIH spécifique chez les patients (Ogg et |
al. 1999; Pitcher et al. 1999; Soudeyns et al. 2000). En effet, les études menées sur 1’effet
de la HAART sur la diversité du récepteur des lymphocy‘ies T (RcT) montrent que le
controle de la virémie entraine une réductionAde I’oligoclonalité des LTC VIH-spécifiques

(Gray et al. 1998; Soudeyns et al. 2000; Romiti et al. 2001). Il semble aussi que la HAART
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favorise la sélection et 1’expansion de nouveaux clones de LTC VIH-spécifiques dont

‘certains ne sont pas immunodominants (Soudeyns et al. 2000).

1.8.5.2. Réduction de I’activité cytolytique des LTC

7 Par ailleurs, Trabattoni et al. ont rapporté récemment la réduction de 1’activité
cytolytique des LTC VIH-spécifiques, se traduisant par une expression, faible de la
perforine et de granzyme, chez les personnes infectées traitées. Ils ont suggéré une
interférence directe des agents antirétroviraux avec la synthésé de ces deux protéines, ce qui
selon eux, contribuerait en partie a la détérioratioh de la réponse LTC observée chez les
patients sous HAART(Trabattoni et al. 2004).

1.9. Objectifs

1.9.1. Article 1

L’étude de la prévalence des sous types du VIH-1 chez les femmes enceintes peut |
constituer une source importante d’informations sur les différentes clades du VIH-1 qui
circulent dans la population. Comme décrit précédemment, de nombreux cas d’infections
par les sous types non-B du VIH-1ont été rapportés en Europe et en Amérique (Fransen et
al. 1996; Alaeus et al. 1997, Boni et al. 1999; Weidle et al. 2000; Couturier et al. 2000;
Esteves et al. 2002; Chaix et al. 2003). Cependant, peu de données existent sur
I’introduction des variants non-B au Canada. De maniére & évaluer la proportion des
différents sous types viraux a Montréal, nous avons entrepris de déterminer la diversité
génétique du VIH-1 dans une cohorte multiethnique de femmes enceintes infectées par le

VIH. La dissémination des infections par les variants non-B dans le monde est directement
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liée aux mouvements de population a partir de régions a forte prévalence de souches non-
B, principalement I’ Afrique Sub-Saharienne et Asie du Sud-Est. Nous avons donc cherché
‘a établir une association entre les clades qui prédominent dans les pays d’origine des

patientes et les variants identifiés dans notre cohorte.

1.9.2. Article 2

Il n’y a aucun doute quant au réle majeur jouer pér les LTC VIH-spécifiques dans le
contréle de la charge virale et le ralentissement de la progression de la maladie chez les
patients infectés. De plus, de nombréuses données citées ci-dessus (voir section 1.8.3)
supportent I’implication des LTC dans la modulation de la transmission mére enfant du
VIH bien que la plus part des études menés sur les lymphocytes T durant la grossesse ont
‘rapporté une diminution de ’activité LTC (Santoli et al. 1976; Watanabe et al. 1997). Afin
de palier a l’absencé de données sur I’activité cytotoxique des LTC chez la femme enceinte,
nous avons pris en charge de caractériser pour la premiére fois les réponses LTC VIH-
spécifiques durant la grossesse et I’intervalle intergénésique (i.e. la période de temps entre

la fin d’une grossesse et le début d’une autre) chez la femme infectée.

La thérapie antirétrovirale administrée aux femmes infectées par le VIH durant la
grossesse vise a diminuer la charge virale du VIH, ce qui contribue, non seulement a
améliorer leur qualité de vie mais aussi a réduire le risque de transmission du VIH au
nourfisson. Or, ce traitement affecte I’'immunité cellulaire VIH-spe’ciﬁque en réduisant
entre autre 1’oligoclonalité et I’activité cytolytique des LTC VIH-spécifiques chez les
patients. C’est pourquoi nous avons également évalué¢ D’influence de la thérapie

antirétrovirale sur les réponses LTC VIH-spécifiques durant la grossesse.

Finalement, nous avons pris avantage de la diversité génétique des souches
infectieuses représentées au sein de notre cohorte afin d’estimer I’importance des réponses

LTC VIH-spécifiques cross-réactives durant la grossesse.
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1.9.3. Article 3

L’implication des sous types viraux maternels dans la transmission verticale du VIH
peut se comprendre par la progression rapide de la maladie chez les femmes infectées par
certaines clades du VIH-1 (Kanki et al. 1999; Kaleebu et al. 2002). Par ailleurs, certains
variants viraux ont une capacité accrue a developper de la résistance a certaines classes
d’agents antirétroviraux (voir section 1.5.6.2). Plus intéréssant encore, le type de vériants
maternels trans.mis semble dépendre du moment de la contamiantion, les variants majeurs
étant préférentiellement transmis in utero, alors que les variants mineurs sont
préférentiellement transmis intrapatum (Dickover et al. 2001; Verhofstede et al. 2003).
Comme peu d’études ont €été consacrées a 1’évolution génétique du VIH-1 pendant la

_grossesse, nous nous sommes intéréssé non seulement a la diversité et a 1’évolution
génétique du géne env du VIH-1 durant la grossesse et I’intervalle intergénésique, mais
aussi a I’effet de la thérapie antirétrovirale sur cette évolution. L’évolution génétique étant

un marqueur indirect de la dynamique de la réponse immunitaire anti-VIH.

1.10. Contribution personnelle aux différents articles

1.10.1. Article 1

Pour cet article, qui porte sur la diversité .génétique du VIH-1 dans une cohorte
anténatale: j’ai coordonné la mise au point des différents protocoles de RT-PCR (du design
- des amorces aux différents ajustements des paramétres) par différents stagiaires qui
travaillaient sous ma supervision (Kathy Deroy, Natacha Merindol). Je me suis occupé a la
fois du recrutement des patientes du groupe d’étude, de la collecte et de la compilation des
données cliniques, du génotypage des isolats viraux, des extractions d’ARN a partir
d’échantillons de sérum, et du suivi du bon déroulement des travaux de recherche. Enfin,

j’ai réalisé I’ensemble des analyses phylogénétiquesl et écrit article.
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1.10.2. Article 2

I’ai été la principale investigatrice de ce travail consacré a 1’activité VIH-spécifique
des LTC durant la grossesse. Ma participation concernait a la fois le recrutement des
femmes enceintes infectées par le VIH-1, I'amplification des virus vaccinia exprimant les
différentes protéines du VIH-1, la mise au point des protocoles de clonage des lymphocytes
T & partir des PBMC de patiente, la génération des lignées des lymphocytes B transformés
par le virus EBV, et le test de relargage de *'Cr. Par la suite, j’ai effectué la compilation et
l’analyse des données cliniques et moléculaires ainsi que tous les tests statistiques avant

d’écrire le manuscrit.

1.10.3. Article 3

I’ai été a ’origine de ce projet, qui traite de la diversité et de ’évolution du gene
env durant la grossesse, dont j’ai écrit les grandes lignes. Aprés avoir selectionné les
participantes a cette étude, j’ai €ét€ en charge des extractions d’ARN a partir d’échantillons
de sérum, j’ai mis au point les différents protocoles de nested RT-PCR et j’ai supervisé les
travaux d’une stagiaire (Natacha Merindol) avec laquelle j’ai travaillé en étroite
collaboration dans la génération des résultats. Je me suis ensuite chargée de 1’ensemble des

analyses bioinformatiques et statistiques ainsi que de I’écriture du manuscrit. -
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HIV-1 Genetic Diversity in
Antenatal Cohort, Canada

Bertine S. Akouamba,*t Janique Viel,* Hugues Charest,t Natacha Merindol,*} Johanne Samson,*
Normand Lapointe,*t+ Bluma G. Brenner,§ Richard Lalonde,j] P. Richard Harrigan,# Marc Boucher,*t
and Hugo Soudeyns*t

We studied HIV genetic diversity in a cohort of 127
pregnant, HIV-infected women who received prenatal care
at Sainte-Justine Hospital in Montreal, Canada, between
1999 and 2003. Clade assignments were derived by phylo-
genetic analysis of amplified pof sequences. Genotyping
was successful in 103 of 127 women, 59 (57.3%) of whom
were infected with clade B HIV-1, and 44 (42.7%}) with non-
clade B viruses, including subtypes A, C, D, F, G, and H.
Four sequences remained unassigned. Forty-three of 44
women infected with non-clade B viruses were newcomers
from sub-Saharan Africa, and subtype identity was consis-
tent with those circulating in their countries of origin. These
results highlight the epidemiologic importance of non-B
HIV-1 in antenatal populations in a large North American
urban center, underscore the influence of population move-
ments on clade intermixing, and identify a group of patients
who could be targeted for surveillance and drug therapy fol-
lowup. :

I'V-1 exhibits considerable genetic diversity resulting

from the high mutation rate of reverse transcriptase,
high viral turnover, viral genomic recombination, and
immune and therapeutic selection pressures (1-3). This
diversity is a challenge for viral load determination, -drug
resistance testing, and A1DS vaccine development (1,4-6).
Three phylogenetic groups of HIV-1, main (M), outlier
(0), non-M, non-O (N), are recognized (2,7). Most HIV-1
infections are caused by group M viruses that comprise 9
clades (A-D, F-H, J, and K} and >13 intersubtype recom-
binants known as circulating recombinant forms (CRFs)

*Hépital Sainte-Justing, Montreal, Quebec, Canada; tUniversité

de Montréal, Montreal, Quebec, Canada; fInstitut National de
Santé Publique du Québec, Sainte-Anne-de-Bellevue, Quebec,
Canada; §Lady Davis Institute for Medical Research, Montreal,
Quebec, Canada; McGill University Health Center, Montreal,
Quebec, Canada; and #British Columbia Centre for Excellence in
HIV/AIDS, Vancouver, British Columbia, Canada
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(8). Clade B is most common in North America, Europe,
and Australia. However, in the last decade, prevalence of
infection with nonclade B viruses has increased in France,
Belgium, Spain, and Switzerland (9-12), in large part after
migration from or international travel into HIV-endemic
areas (13). Nonclade B viruses also circulate in Cuba (14)
and the United States (15,16). We measured HIV-1 subtype
diversity in a multiethnic cohort of pregnant, HI V-infected
women to determine whether nonclade B HIV-1 is emerg-
ing in Canada after population movement, and whether
antenatal cohorts are suitable sentinel sites to monitor the
introduction of nonclade B viruses into Canada.

Patients and Methods
Patients

One hundred twenty-seven HIV-infected women
receiving prenatal care at Centre Maternel et Infantile sur

_le SIDA, Sainte-Justine Hospital, Montreal, from October

1999 to September 2003 were included in the study.
Inclusion criteria were 1) age 218 years, 2) a request for
prenatal care, 3) positive HIV-1 serologic results, and 4)
informed consent, Standardized clinical followup, includ-
ing antiretroviral (ARV) prophylaxis and treatment, was
provided to all women and their children. This cohort
study was conducted according to the guidelines of the
Ethics Review Board of Sainte-Justine Hospital.

Clinical Parameters

"HIV-1 serologic status was determined by using the
AxSYM HIV 1/2 g0 method (Abbott Diagnostics,
Wiesbaden, Germany) and confirmed by Western blot.
HIV-1 viral Joad was measured by using the Versant HIV-
1 RNA 3.0 assay (bDNA, Bayer, Pittsburgh, PA, USA).
CD4+ T-cell counts were measured by flow cytometry.
Standardized data collection assessed sociodemographic

Emerging Infectious Diseases + www.cdc.gov/eid » Vol. 11, No. 8, August 2005
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variables and previous and current ARV treatment.
Numeric variables were compared by using the Kruskal-
Wallis test. Categoric variables were examined by using
the Fisher exact test (SPSS version 11.0, SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA).

HIV-1 Genotyping

In cases in which viral load was >1,000 RNA
copies/mL plasma, HIV-1 genotyping was performed by
using a protocol (Virco BVBA, Mechelen, Belgium) based
on sequencing of a 1,497-bp fragment of the HIV-1 po!/
gene (position 2253-3749). In cases in which viral load
was <],000 copies/mL, viral RNA was extracted from
plasma, and a 524-bp pol segment (position 2597-3120)
was amplified by using primers 3069R (5-GGA TGG
CCC AAA GGT TAA ACA-3" and 359IF (5"-ATC CTA
CAT ACA AAT CAT CCA T-3') and the QlAamp I-step
reverse transcription—polymerase chain reaction (RT-PCR)
method (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada). PCR
conditions were 40 cycles consisting of 94°C for 30 s,
53°C for 1 min, and 72°C for 1 min, followed by extension
at 72°C for 10 min. Amplicons were cloned into pPCR-
Script (Stratagene, La Jolla, CA, USA) and sequenced by
using dye terminator chemistry (Beckiman-Coulter, Palo
Alto, CA, USA).

Sequences were aligned with references (2001) repre-
senting different HIV-1 subtypes (http://hiv-web.lanl.gov)
(8) by using Clustal X version 1.8! (17). Kimura 2-param-
eter distance matrices were assembled (transition/transver-
sion ratio of 2) (18,19). Phylogenetic reconstructions were
built according to the neighbor-joining method, and 1,000
bootstrap resamplings were performed to assess tree topol-
ogy (MEGA version 2.1) (20). Clade assessment was
based on reliable grouping (>80% bootstrap) with refer-
ence sequences (8). RIP version 1.9 (www.hiv.lanl.gov/
content/hiv-db/RIPPER/rip_test.html) (21) was used to
examine potential intersubtype recombinants, with gap
stripping on, a window size of 200 characters, and a signif-
icance threshold of 90%.

Results

One hundred twenty-seven women 18.3-42.6 years of
age (median 30.9, interquartile range [[QR] 7.2) were
included in the study: 40 (31.5%) from North and Central
America, 35 (27.6%) from the Caribbean, 1 (0.8%) from
Asia, and 51 (40.2%) from sub-Saharan Africa. Median
HIV-1 viral load at the timne of inclusion in the study was
3.24 log RNA copies/mL of plasma (IQR 1.97) and medi-
an CD4+ cell count was 403 cells/ul. (IQR 248). Of the
127 patients, 66 (52.0%) had not received ARV therapy
before study inclusion, 8 (6.3%) had interrupted therapy,
and 53 (41.7%) were treated with a regimen consisting of
1(n=2),2(n=9),3(n=39)or4 (n=3) ARV drugs.

Emerging Infectious Diseases * www.cdc.gow/eid * Vol. 11, No. 8, August 2005
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The HIV-1 pol gene was successfully amplified and
sequenced in 103 (81.1%) of 127 patients, a rate compara-
ble with findings of other studies (22). Seventy-three
results were obtained with the Virco procedure, and 30
were obtained with an alternative RT-PCR method.
Unsuccessful amplification was associated with low viral
load: patients with a viremia level of <500 copies/mL
accounted for 23 (95.8%) of 24 in whom gene amplifica-
tion was unsuccessful, in comparison with 27 (26.2%) of
103 in the rest of the study group (p<0.0004, Fisher exact
test). This is consistent with the finding that a larger pro-
portion of patients with unsuccessful gene amplification
were treated with ARV therapy at the time of inclusion in
the study (75.0% versus 34.0%, p<0.0004, Fisher exact
test). Despite this limitation, sequence information was
obtained in more than half of patients with a viremia level
of <500 copies/mL (27/50), and in one third of patients
with a viremia level of <50 copies/mL (8/24).

Phylogenetic analysis based on a 524-bp po/ fragment
(position 2597-3120) was used to identify the HIV-1
clade. In all cases, grouping based on the 524-bp fragment
was consistent with that obtained when all available 1,497-
bp sequences were analyzed separately (data not shown).
In aggregate analysis, sequences derived from 59 (57.3%)
of 103 patients forined a well-defined cluster with clade B
reference sequences (Figure, left panel and data not
shown). Of these 59 patients, 27 (45.8%) were of Canadian
origin, 27 (45.8%) were from Haiti, 2 (3.4%) from
Mexico, 1 (1.7%) from Jamaica, | (1.7%) from the
Dominican Republic, and 1 (1.7%) from the United States.
Phylogenetic overlap between these sequences was con-
siderable, and bootstrap support for clustering based on
country of origin was <50% (Figure, left panel).

In addition, 44 (42.7%) of 103 patients were infected
with nonclade B viruses, Nine (20.5%) of the amplified
sequences were similar to reference sequences from clade
A, including CRF01-AE. Within this cluster, independent
grouping of sequences derived from patients TV641,
TV731, and TV783 was only supported by low bootstrap
values (Figure, right panel). Sequences from 12 patients
(27.3%) clustered alongside clade C references (93% boot-
strap), with TV833 the distal taxon. Five (11.4%) grouped
with clade D. Two (4.55%) grouped with clades F1 and F2,
with TV633 closest to the CRF05-DF reference. One
sequence (2.27%) grouped with clade H (99% bootstrap),
and 11 (25.0%) with clade G. Among these, 8 sequences
formed a well-supported CRF02-AG subcluster (97%
bootstrap), while TV909 grouped closest to clade G refer-
ence (96% bootstrap). TV737 and TV695 formed a distinct
G clade subcluster (100% bootstrap) (Figure, right panel).
The 938-nucleotide (nt) fragments of the envelope (em)
gene V1-V3 region were amplified, sequenced, and ana-
lyzed in samples from patients TV737 and TV695. These

1231



69

RESEARCH

Figure. Phylogenetic analysis of pol
sequences derived from pregnant women
infected with HIV-1. Trees were construct-
ed by using the neighbor-joining method
c as described in Patients and Methods. A
transition/transversion ratio of 2 was used
and 1,000 bootstrap resamplings were
performed. Left panel: Subgrouping with
clade B HIV-1. Right panel: Grouping with
A non-B HIV. Reference sequences (REF)

were obtained from the Los Alamos
— National Laboratory database (2001) (8).
_ H The scale bar represents 0.02 nucleotide
substitutions per site. Letter codes indicate
country of origin. All nucleotide sequence
information was submitted to GenBank
_ (accession no. DQ059647-DQ059749).
G CRF, circulating recombinant form.

segments clustered closely with one another (96% boot-
strap) but loosely with clade G references (41% bootstrap),
which confirmed that these 2 isolates fall outside of the
subtype G crown group (data not shown). Finally, TV721
and TV749 clustered loosely with the J reference (61%
bootstrap), while TV725 and TV919 grouped outside
major clades, aithough all belonged to the M group (100%
bootstrap) as determined by phylogenetic analysis using
group N, O, U, and SIVcpz alignments (8) (not shown).
In patients in whom the 1,497-nt sequences were avail-
able, the potential intersubtype mosaic nature of viruses
with uncertain clade assignment was examined using RIP
(21). This analysis indicated that TV731 and TV783 had
significant homology with the A1 + A2 consensus, TV833
was homologous to the clade C reference, and TV737 and
TV909 closely resembled the clade G consensus (>90%
confidence), which confirmed initial assessments. The
recombinant nature of TV633 was also supported, with
significant homology to clades D and F (putative crossover
at position 2795-2796), while TV695 showed highest
resemblance to clade G in its 5’-terminal portion and clade
C at the 3’ end (>90% confidence), with a potential break-
point at position 3169-3170. 1n addition, TV721, TV725,
TV749, and TV919 did not show significant homology
with any of the sequences in the reference alignment,
which prevented assessment of their putative intersubtype
nature and their assignment to existing M group clades
(Figure, right panel and data not shown). TV721 and
TV 749 were compared with HIV sequences in GenBank
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using BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/ BLAST/).
The closest homology to TV721 was isolate A2-225.692
from Uganda (23), with 92% identity over a 522-nt seg-
ment. The closest homology to TV749 was isolate
97CM.MP806 from Cameroon (24), with 89% identity
over an 884-nt segment. When the 938-nt segments of the
env gene V1-V3 region were amplified and sequenced,
TV721 and TV749 clustered closely with one another
(100% bootstrap) and with clade G and J references (92%
bootstrap) (data not shown). This finding suggests that
TV721 and TV749 represent either complex mosaic
recombinants or a new subtype of the HIV-1 M group.

In all but | patient (43 [97.7%] of 44), those infected
with nonclade B viruses were newcomers from Africa,
including 34 (77.3%) asylum seekers. Nine patients origi-
nated from West Africa: Céte d’[voire (n = 4), Burkina Faso
(n=1), Guinea (n = 2), Ghana (n = 1), and Nigeria (n = 1).
Twenty-five originated from central Africa: Congo (n = 7),
Democratic Republic of Congo (n = 3), Rwanda (n = 7),
Burundi (n = 4), Cameroon (n = 3), and Chad (n = 1). Four
originated from East Africa: Ethiopia (n = 3) and Eritrea
(n = 1). Four originated from southern Africa: Zimbabwe
(n = 3) and Madagascar (n = 1). One patient declined to
specify her country of origin. Geographic clustering was
observed on the cladogram, with West African sequences
grouping among clade G, and East and southern African
sequences grouping with clade C. The highest HIV-1 genet-
ic diversity was observed in patients from central Africa
(Figure, right panel), as previously reported (25).
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Median viral load and CD4+ cell count at the time of
inclusion in the study were not significantly different in
patients infected with clade B virus versus those infected
with nonclade B virus, although more patients infected
with clade B virus received ARV therapy. In patients not
treated, median CD4+ cell count was 91 cells/uL lower in
those infected with nonclade B virus, which suggests more
advanced disease (Table). Comparison of duration of
infection between subgroups was not possible.

Discussion

HIV-1 clade diversity was characterized among a
cohort of HIV-infected women receiving prenatal care in a
tertiary care hospital serving a cosmopolitan population.
Results indicate that 59 (5§7.3%) of 103 patients in whom
genotyping was successful were infected with clade B
HIV-1. This finding is compatible with the wide circula-
tion of clade B in North and Central America and the
Caribbean, from which 40 (31.5%) and 35 (27.6%),
respectively, of the 127 patients in our cohort originated,
and the relatively high prevalence of HIV-1 infection
among patients from Haiti in the Montreal area (1,26).
Additionally, 42.7% of patients in whom genotyping was
successful were infected with nonclade B viruses, a pro-
portion much greater than the rate reported in 312 HIV-
infected US blood donors (2%) (16) and in a recent
Canadian public health surveillance report (8.9%) (27). To
our knowledge, this is the highest prevalence of non-B
HIV infection reported in any North American study
group, including US military personnel (16,28,29).
Sequences were identified that belonged to every clade of
the HIV-1 M group except I and K. This level of genetic
diversity was not previously reported in a North American
study group, with the exception of the Centers for Disease
Control and Prevention surveillance registry (22), and is as
extensive as that observed in Cuba (14). Four of the pol
segments obtained clustered ambiguously among refer-
ence sequences, which suggests that they represent either
novel HIV-1 M group clades or complex recombinants.

HIV-1 Genetic Diversity in Pregnant Women

However, additional characterization, including full-
genome sequencing, would be required to settle this issue.
Based on our results, infection with multiple HIV-1 sub-
types cannot be reliably assessed.

A total of 97.7% of non-clade B viruses were found in
African women and, in all cases, clade identity was consis-
tent with variants circulating in the patient’s area of origin
(1). No significant difference was found between the pro-
portions of African women in patients with unsuccessful
amplification (8 [33.3%] of 24) versus those in whom
amplification was successful (43 [41.7%] of 103, p =
0.496, Fisher exact test), which is indicative of no selec-
tion bias. Recent armed conflicts in the African subconti-
nent have led to an influx into Canada of newcomers from
HIV-endemic areas (30,31). Among our study group, dates
of arrival into Canada of patients infected with nonclade B
HIV-1 correspond with the migration of refugees after the
Rwandan genocide and the civil war in the former
Republic of Zaire and neighboring Congo (data not shown)
(30,31). Nonclade B viruses have spread in Europe and
Cuba as a consequence of international travel and immi-
gration from Africa (9-14). Our study demonstrates that
multiple HIV-1 clades are being introduced under similar
circumstances in a large, North American urban center.
From a public health standpoint, antenatal cohorts could
represent an important sentinel site to monitor the influx of
novel HIV-1 variants in industrialized countries.
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Table. Viral and immune parameters in study participants*

Overall Treatment naive
Median (IQR)
Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR) CD4+ cell count in
viral load % viral load % viralload CD4+count % receiving ARV viral load treatment-naive
(log copies/mL)t <2.7 (n)t <1.7 (n)t (cells/ul)t therapy (n)t (log copies/mL)t patients (cells/uL)t
HIv-1 3.61(1.71) 28.8(17) 11.9(7) 360 (285) 44 1 (26) 3.95(1.38) 418 (278)
B clade .
HIV-1 non- 3.52(1.39) 22.7 (10) 227 (1) 351 (220) 20.5(9) 3.53 (0.94) 327 (208)
B clade
p value 0.927 0.508 0.316 0.476 0.0102§ 0.143 0.107

*HIV-1 viral load and CD4+ cell counls were measured as described in Patients and Melhods. Significance of differences between groups was lesled by
Kruskal-Wallis lesl or Fisher exacl lesl. Analysis was carried out on lhe whole sludy group (N = 103) or reslricled to those who did not receive Ireatment

(n =61). IQR, interquartile range; ARV, antiretroviral.
tKruskal-Wallis lest.

IFisher exact test.

§Statistically significant (p<0.05) by directional test.
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ABSTRACT

Objective: Development of immunization and immunotherapy as additional rheans to
prevent mother-to-child transmission (MTCT) of HIV-1 would require a better
understanding of maternal HIV-specific immunity and ifs possible interaction with
antiretroviral therapy (ART).

Design: A longitudinal assessment of HIV-specific cytotoxic T lymphocyte (CTL)
responses was performed in a.'group of 11 pregnant women infected with HIV-1,
including 7 who were followed during consecutive pregnancies.

Methods: Antigenic specificity and precursor frequc":ncieAs of HIV-specific CTL were
characterized throughout pregnancy using autologous targets expressing selected HIV-1
gene products, *'Cr release assay, and limiting dilution analysis.

Results: CTLp frequency was negatively correlated with CD4™ and CD8" T cell counts
(p = 0.0154 and p = 0.0475, respectively). HIV-specjﬁc CTLp frequency was reduced in
the iJresence of treatment (p = 0.0435, Mann-Whitney U test). HIV-1 viral load was
higher in pregnancies‘where Gag was the HIV-1 antigen most frequently recognized by
CT_L (p = 0.0508, Mann—Whitney U test). Finally, differences in the hierarchy of HIV—I
antigenic recogﬁition i)y CTL were positively correlated with the duration of the inter
pregnancy interval (IPI) (2 = 0.601; p = 0.0240).

Conclusions: Pregnant HIV-infected women generate robust HIV-specific CTL
responses that are inconsistent with a dysfunction of cell-mediated immunity during
pregnancy. ART is associated with a deciine in the magnitude of HIV-specific CTL

responses during pregnancy. Finally, evolution of CTL responses during the IPI is
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characterized by changes in the hierarchy of antigenic recognition by CTL, but not by

variations in the breadth and/or magnitude of these responses.

KEY WORDS

Cellular immunity; pathogenesis; prevention of perinatal transmission; vertical

transmission; women.
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INTRODUCTION

Pregnancy is associated with quantitative and qualitative modulation of maternal
immunity [1-4]. As a general rule, immunoglobulin synthesis ie increased in pregnancy
[5,6] whereas cell-mediated immune responses are inhibited [7], as shown by decreased
resistance to intracellular pathogens such as Plasmodiurn [8]. Further evidence supporting
pregnancy-associated immunomodulation is the remission of rheumatoid arthritis and
multiple sclerosis, two T cell-mediated autoimmune disorders, in the majority of pregnant

sufferers [9,10].

Factors associated with an increased risk of mother-to-child transmission (MTCT)
of HIV-1 include low CD4" T lymphocyte counts [11], -high viral load [12,13],
chorioamnionitis [14], mother-child class I HLA concordance [15,16], cervico-vaginal
infections, mode of delivery, duration of membrane rupture, and premature delivery
[17,18]. Increased risk of MTCT was also associated with levels of HIV-1-infected celis
in breast milk [19] and with duration of breastfeeding [20]. Current approaches to prevent
MTCT rely on elective caesarean section before labor and membrane rupture [21],
avoidance of breastfeeding [22], and, most irnportantly, the use of antiretroviral therapy
(ART) during pregnancy, labor and the early neonatal period [12,23]. However, the short
half-life of antiretroviral drugs, their toxicity, and the emergence of drug-resistant HIV-1
variants may limit the long-term efficacy of ART in preventing MTCT [24].
Transmission to the infant in the presence of ART was also reported [25]. Most

importantly, there is only limited access to ART in resource-poor settings [26,27].



77

CDS8" cytotoxic T lymphocytes (CTL) play a pivotal role in controlling disease
progression in both simian immunodeficiency virus (SIV) [28] and HIV-1 iriféctions [29].
Indeed, expansion of antigen-specific T lymphocytes is temporally associated with
reduction in plasma viremia t30,3 1], and CD8" T cell depletion results in high-level viral
replication [28,32]. Emergence of CTL escape variants. and the temporal relationship
between CTL escape, decreased HIV-specific CTL activity, and loss of control of HIV-1
replication are consistent with significant levels of selective pressure exerted on viral
populations by CTL responses [33-35]. In the context of MTCT, stronger HIV-specific
CD8" T cell responses were evidenced in non-transmitting mothers [36,37] and HIV-
specific CTL were frequently detected in uninfected children born to HIV-infected

mothers [38,39]. Selective MTCT of CTL escape mutants was also reported [40,41].

HIV-specific CTL frequency declines in HIV-infected adults and children
following initiation of ART [42-44]. However, there is only limited knowlédgé rega{diﬁg
the antigenic specificity and magnitude of HIV-specific CTL responses in pregnancy, the
effecfs initiation of ART has on these responses and the evolution of HIV-specific celi-
mediated immunity during the inter-pregnancy interval (IPI). To investigate these issues,
a longitudinal characterization of HIV-specific CTL effector responses was performed in

11 HIV-infected women, 7 of whom were followed through consecutive pregnancies.
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MATERIALS AND METHODS

Study subjects:

Eleven pregnant HIV-infected women were selected among participant to the Centre
mate;'nel et infantile sur le SIDA (CMIS) mother-child cohort (CHU Séinte-Justine,
 Montreal, Canada). Six of those patients were followed during 2 consecutive p_regnancies
and 1 duﬁng 3 consecutive pregnancies. HIV-1 serologic status was determined using thé
AXSYM HIV 1/2 gO method (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany) and confirmed
by western blot. HIV-1 viral load was measured using the Versant HIV-1 RNA 2.0 or 3.0
assays (hbDNA, Bayer, Pittsburgh, PA, USA) (detection thresholds of 2.70 and 1.70 log10
RNA copies/ml, respectively). T cell counts were measured by flow cytometry. HIV
genotyping was performed by sequencing a 1,497 nucleotide fragment ampliﬁed from the
HIV-1 pol gene (positions 2253-3749) (Virco BVBA, Mechelen, Belgium) or a 524
nucleotide pol fragment (positions 2597-3120) and a 705 nucleotide env fragment
(positions 6430-7135) [45]. First, second, and third trimesters of pregnancy were deﬁned
| as 1-12, 13-28, and 29-41 weeks of gestation, respectively. Gestational age, estimated
date of fertilization, and expected date of confinement were calculated based on the self-
reported date of the first day of the last normal menstrual period (LMP) when available (n
= 11), or from fetal biometry obtained througfl ultrasound examination performed before
20 weeks of gestation (n = 8). IPI was computed as the time from delivery to the first day
_of the LMP of the subsequent pregnancy [46]. This research protocol was conducted
according to the guidelines of the Ethics Review Board of CHU Sainte-Justine, Montreal,
Canada, where the study was conducted. Standardized clinical follow-up, including ART,

was provided to all women and their children.
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Cell isolation and preparation

Venous blood was collected in tubes containing EDTA (Becton Dickinson, Franklin -
Lakes, NJ, USA). Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated on Ficoll-
Hypaque density gradients (Amersham Biéscienceé, Mississauga, Canada). Aliquots of 5
x 106 PBMC were cryopreserved in 90% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen,
Burlington, Canada) supplemented with 10% (v/v) dimethyl sulfoxide and were thawed

before use.

T lymphocyte culture

For T cell cloning, a microculture technique was used that allows the majority of human
T lymphocytes to undergo clonal expansion [47]. Briefly, sc;rial dilutions of PBMC (5-
400 cells per well) were seeded in round-bottom 96-well plétc;s (Corning, New York, NY,
USA) containing 50,060 irradiated (3,000 cGy) allogeneic feeder cells and were cultured
for 21 days in RPMI 1640 supplemented with 10% FBS (Invitrogen), 2 pg/ml
phytohemagglutinin (PHA) (Sigma, St-Louis, MO, USA), and 20% (v/v) recombinant IL-
2 (rIL-2) (Hoffman-La Roche, Nutley, NJ, USA; obtained through the National Institutes.
of Health AIDS Research and Reference Reagents Program). Fresh me’dium and rIL-2

were replenished bi-weekly.

Cytotoxicity testing

Epstein-Barr virus (EBV)-transformed B lymphoblastoid cell lines (BLCL) were
generated from each patient to serve as autologous targefs in CTL assays. Briefly, 5 x 106

PBMC were infected with 500 pl supernatant from the B95-8 cell line and were cultured
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in the presence of cyclosporin A (2 pg/ml) as previously described [48]. BLCL were
infected at a rﬁultiplicity of infection of 10 plaque forming units/cell with recombinant
vaccinia viruses expressing HIV-1 clade B proteins, including: VVTG 1144 (Gag),
VVTG 3167 (Pol), VVTG 1132 (gp120), VVTG 9-1 (Env), VVTG 4113 (Rev), VVTG
3196 (Tat), VVTG 1147 (Nef), and VVTG 186P (Escherichia‘ coli p-galactosidase
control) (Transgene, Strasbourg, France). Targets were then loaded with *'Cr-Sodium
chromate (Amersham Biosciences) and CTL éctivity was measured in a stahdard 5h'Cr
release assay. Specific lysis was computed as 100 x (E-S)/(T-S), where E is the
experimental S1Cr release, S is the spontaneous release, and T is the maximum release
when targets are lAysed with 10% (v/v) Triton X-100. Results were considered positive
when % specific lysis was > 10% above control. Minimal estimates of the frequency of
CTL precursors (CTLp) were derived by limiting dilution analysis (LDA) and were
computed from the Poisson distribution relationship between the responding cell number
and the logarithm of percentage of non-responding (negative) microcultures using the
minimal Chi square method [49], as implemented in ELIDA 12¢ (Ellitron Computing,

Ladera Ranch, CA, USA).

Statistical analysis

Normality of the distribution of sample data was tested using the Kolmogorov-Smirnov
test. Student’s ¢ tests (normally-distributed data), Mann-Whitney U tests (non-Gaussian
distribution), and Kruskal-Wallis tests with Dunn’s post tests (multiple comparisons)
were used to assess differences between groups. Spearman’s correlation was used to test

the strength of association between variables and to process rank data. Categorical
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variables were examined using Fisher’s exact test. Statistical analyses were performed

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

RESULTS

Clinical characteristics of study subjects

The study group comprised 11 pregnant, HIV-infected women. Six subjects were
followed during 2 consecutive pregnancies and 1 during 3 consecutive pregnancies, for a
total of 19 individual pregnancies examined. Biological samples were obtained and
clinical parameters were measured at 3 separate time points in 17 of 19 pregnancies and
at 2 time points in the 2 remaining cases (TV437a and TV501a), for a total of 55 time
points analyzed. At study entry, median age was 30.6 years (range = 24.7-43.4 years),
median CD4" T cell counts were 510 cells/mm3 (interquartile range (IQR) = 192-594
cells/mm3), and median CD8" T cell counts were 627 cells/smms (IQR = 387-882
cells/mms). Median HIV-1 viral load at study entry was 3.34 logio RNA copies/ml plasma

(IQR =2.70-4.19 logio RNA copies/ml plasma). Six of 11 subjects (54.5%) were infected
with clade B HIV-1, while 5 were infected with non-clade B variants, including subtypés
A(n=2), C (n =2), and one unclassified recombinant (TV555; Table 1) [45]. ART was
used for maternal health and to prevent MTCT in 17 of 19 pregnancies studied (89.5%).

In 4 of 17 treated subjects (23.5%), ART consisted of double combination ther’apyi with
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI), while triple combination pro'tease

inhibitor (PI)-based regimens were used in 13 of 17 cases (76.5%) (Table 1).’ Overall,

there was a strong positive correlation between CD4" and CD8" T cell counts measured at
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_corresponding time points (r* = 0.494; p < 0.0001) (Figure 1A), but no such correlation
* was evidenced between circulating HIV-1 viral load and either CD4" or CD8" T cell
counts (r* = 0.0121, p = 0.453; and r* = 0.0215, p = 0.315, respectively) (Figures 1B and
1C). Predictably, median viral load measured at time points where patients were not
under antiretroviral treatment (3.42 logio RNA copies/ml plasma) was significantly higher
than that measur;ad at times when patients were treated with ART (1.97 logio RNA.

copies/ml plasma; p = 0.0005, Mann-Whitney U test) (Figure 1D).

HIV-specific CTL responses

To characterize CTL responses, CD8" T cell microcultures were derived from PBMC
samples obtained at each time point by in vitro expansion on irradiated allogeneic feeder
cells supplemented with PHA and IL-2. Cytotoxic activity of expanded microcultures
was then tested against'target cells expressing either one of 7 clade B HIV-1 proteins
(Gag, Pol, gp120, Env, Rev, Tat, and Nef) using a standard SICr release assay. CTLp
frequenciés were computed by LDA. This method was preferred over ELISpot and
intracellulﬁ cytokine staining because of limitations on the size of blood samples that can
be obtaineci from patients during pregnancy. HIV-specific CTLp (any ta;:get) were
detected in all study subjects, with the exception of TV437 and TV479, in whom no
proliferation‘of T cell microcultﬁres was observed in both first and second pregnancy,
even at high input. cell number (400 cells per well; data not shown). HIV-specific CTLp
. frequencies observed in study subjects ranged between 0 (TV853, 24 pregnancy) and
1.569 x 102 (1:64, TV733). Overall, CTLp fréquency was negatively correlated with

CD4+ T cell counts (r* = 0.134; p = 0.0154) and CDS8" T cell counts (r* = 0.0822; p =
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0.0475) (Figure 2A and 2B). CTLp frequency was afso positively correlated with HIV-1
viral load in study participants, but this trend did not reach statistical significance (1 =
0.0590; p = 0.0654) (Figure 2C). CTLp freqﬁencies were éompared in samples from the
first (n = 7), second (n = 12), and third trimesters (n = 16) and were found to be stable
throughout pregnancy (p = 0.718, Kruskal-Wallis .test) (data not shown)_. Likewise,
median CTLp frequencies were not significantly different between the first and
subs.equent pregnancies (p = 0.980, Mann-Whitney U test), and were similar in subjects
infected with clade B (n = 6) and non-clade B (n = 5) HIV-1 variants (p = 0.251, Mann-
Whitney U test) (data not shown). Finally, to characterize the impact of ART on HIV-
specific CTL responses, subjects and time points were stratified as treated (n = 26) or
untreated (n = 15) (Table 1). Median HIV-specific CTLp frequency was higher in
. absence of treatment (1.747 x 103, IQR = 1.469 x 10-3-6.263 x 10-3) than in the presence
of ART (1.332 x 103, IQR = 7.869 x 104-2.582 x 103), a statistically-significant

difference (p = 0.0435, Mann-Whitney U test) (Figure 2D).

Specificity and hierarchy of antigenic recognition

To provide a global assessment of antigenic specificity and hierarchy of HIV-1 antigen
recognition by CTL, microculture cytotoxicity data obtained in first, second, and third
trimester samples were pooled for each individual pregnancy. CTL responses directed
against all 7 antigens tested detected in the majority (13 of 15; 86.6%) of pregnancies
where T cell microculture proliferation was observgd (i.e. all except TV437 and TV479).
Gag was the antigen most frequently recognized by CTL, accounting for a median

21.01% of HIV-specific microcultures derived from study subjects on a per patient basis
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(IQR = 17.43%-27.65%). In terms of CTL recognition, Gag was closely followed by Pol
(median = 16.42%, IQR = 10.08%-24.65%), gp120 (median = 13.85%, IQR = 10.56%- -
16.20%), Env (median = 12.31%, IQR = 9.75%-17.23%), Tat (median = 11.96%, IQR =
8.37%-14.55%), Nef (median = 11.76%, IQR = 7‘.04%-16.36%), and Rev (median =
7.46%, IQR = 5.54%-10.88%). Statistical analysis of this hierarchy revealed that there
wefe significant differences in the median frequenéies of .recognition of the 7 CTL targets
witlﬁn our study group (p = 0.0136, Kruskal-Wallis test), and that these disparities were
largely accounted for by the difference in levels of recognitioh of Qag énd Rev (p<0.01,
Dunn’s Multiple Comparison test) (Figure 3A). Similar results were obtained when data
were analyzed on a per bregnancy basis instead of on a per patient basis (Figure 3B).
Interestingly, median HiV-l viral load was higher in bregnancies where Gag was the
HIV-1 antigen most frequently recognized by T cell microcultures (3.21 logio RNA
copies per ml plasma, IQR = 2.74-3.67 logio RNA copies/ml plasma), as compared with
pregnancies in which another gene product topped the hierarchy (1.97 lolglo RNA copies
per ml plasma, IQR = 1.70-3.68 logio RNA copies/ml plasma; p = 0.0508, Mann-Whitney
U test). In addition, the proportion of time points with HIV-1 viral load below 2.70 logio
RNA copies/ml plasma was significantly lower in pregnancies where Gag was the most
frequently rgcognized antigen (4 pregnancies, 3 of 12 time points), as compared with
pregnancies in which another HIV-1 antigen was preferentially targeted (11 pregnancies,

22 of 32 time points; p = 0.0115, Fisher’s exact test).

Hierarchy of CTL target recognition was also examined using rank statistics. In
subjects with multiple pregnancies, the hierarchy of HIV-1 antigen recognition was not

significantly correlated between consecutive pregnancies (r* = 8.262 x 10.5-0.0882;
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p>0.498) (Figure 3C). Variation in hierarchy was tested by computing the sum of squared
differences betwéen ranks for each CTL target (Zd2) and using this score to compare
individual pregnancies in a pairwise manner. This analysis revealed that differences in
hierarchy of antigen recognition were comparatively larger between consecutive
pregnancies (median Xd2 = 57.00) than wﬁen subjects with one pregnancy were compared
with one another in a pairwise fashion (median £d2 = 38.50; p = 0.0219, Student’s ¢ test)
(Figure 4A). T_his suggests the existence of robust selective forces shaping the profile of
'HIV-l.antigen recognition by CTL between consecutive pregnancies. In addition, the
magnitude of differences in hierarchy was positively correlated with duration of the IPI in
subjects with multiple pregnancies ( = 0.601; p = 0.0240), indicating that longer
intervals were associated with comparatively larger differences in antigeni; recognition

profiles.

DISCUSSION

This study was initiated in order to shed light on a number of issues regarding
HIV-specific cell-mediated immunity in brégnancy, namely: a) the antigenic speciﬁcity,‘
magnitude, and hierarchy of HIV-specific CTL responses; b) the effects the introduction
of ART has on these -responses; and ¢) fhe evolution of HIV-specific cell-mediated
immunity during the IPI. To investigate these issues, a longitudinal characterization of
HIV-speciﬁc CTL responses was performed in 11 HIV-infected women, 7 of whom were

followed throughout consecutive pregnancies and most of whom were treated with ART.
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Our results showed that, all CTL targeté confounded, HIV-specific CTLp
frequency was negatively correlated with CD4" and CD8" T cell counts in study. subjects.
As CD4" and CD8" T cell counts are strongly correlated with one another in our study
group, this indicates that HIV-specific CTL responses become progressively more
prevalent as HIV disease progresses. As well, HIV-specific CTLp frequency was not
significantly correlated with HIV-1 viral load in this stu(iy group, though a positive trend
was observed. These results are consistent with previous reports that show little or no
association between T cell-mediated immune responses, CD4" T cell counts and viral
load in presence of treatment [50,51]. In addition, HIV-specific CTLp frequehcy was
significantly higher‘_at time points where no treatment was administered (ie iﬂ absence
of treatment or prior to initiation of treatment). This finding is in line with previous
reports that showed a decline in CTL responses fpllowing initiatidn of ART in HIV-
infected‘chiidren [44] and adults [42,43,52,53] and reflects the need for antigen exposure
to maintain elevated levels of CTL in circulation. The fz;ct that treatment is associated
with lower CTLp ﬁequenc{es also reinforces the notion that the negative correlation
between CTLp and CD4" and CD8" T cell counts was not confounded by subjects with
low CD4 being tfeated with more potént ART regimens. In the present study, CTL
activity was measured using *'Cr release assay follbwing in vitro T cell expﬁnsion, and
CTLp frequencies were computgd by LDA. This method was preferred over ELISpot and
intracellular cytokine staining, which require substantiallylla.rger numbers of input cells
to provide equivalen; antigenic coverage, numbers that could not ethically be obtained
from pregnant women. By definition, CTLp have an intrinsic capacity to proliferate in

vitro. As such, these cells should correspond more closely to central memory (Towm;
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CD45RO'CCRT7") or effector memory (Tem; CD45ROCCR7) CD8" T cells, which
possess significantly greater proliferative capacity than fully-differentiated CTL effectors

[54].

Overall, median CTLp frequency was not significantly different in subjects
infected with clade B versus non-clade B HIV-1 variants. As the targets ‘used‘in Sier
release assays only expressed clade B gene products, this éuggests that a significant
proportion of CTL responses observed in non-B patients result from cross,—;lade
recognition of HIV-1 antigens, a phenomenon that has been extensively documented [55-
57]. Finally, no significant cross-sectional variations in median HIV-specific CTLp
frequehcies were observed between first, second, and third trimesters, or 'between
consecutive pregnancies in our study group. As CTLp frequencies represent glbbal
responses to all HIV antigens tested, these results should not be interpreted as evidence of
a lack of qualitative differencés in CTL (see below). CTL responses were then examined
based on the identity of HIV antigens recognized in individual study subjects. This
analysis revealed all 7 HIV antigens tested were recognized in every pregnancy, with the
exception of TV481b (5 antigens) ;and TV853a (6 antigens) (Figure 3C). Consequently,
our data aoes not support the existence of signiﬁcantv cross-sectional '(intér-host) and
longitudinal (intra-host) differences in terms of breadth of HIV-1 gntigen recognition by
CAITL.A Gag was the antigen most frequently recognized (ie. immunodominant) by T cell
microcultures derived from study subjects, followed by Pol and Env, while Tat, Rev, and
Nef were recognized least frequently. These results are in agreement with a recent study
which reported that Nef-specific CTLs dominated the total response in subjeéts with

primary HIV-1 infection, while Gag-, Env- and Pol-specific CTLs topped the hierarchy
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following transition to chronic HIV-1 infection [58]. However, our results»are unlike
those of Jin et al, who reported higher frequencies of Nef-specific CTLp in non-
transmitting mothers [36]. Similarly, an association | between Gag-dominant CTL
~responses and higher viral load was evidenced in our study group, in contrast to the
preferential targeting of Gag by CTL that was éssociated with control of viral replication
in primary and chronic HIV-1 infection [59,60]. These differences might stem from

pregnancy-related factors or from differences in sample size and study populations.

Finally, using rank statistics, we‘shpwed that changes in the hierarchy of HIV-1
antigen récognition were greater and more narrbwly distributed between consecutive
pregnancies (intra-host) than what was observed in pairwise comparisons of hierarchies
from different study subjects (inter-host). Even though only a limited number of subjects
were examined, this finding suggests the presence of intra-host selective forces that drive
evolution of hierarchical antigenic recognition betweeﬁ pregnancies and results in.
macroscopic changes in immunodominance. Furthermore, the extent of variation in the
hierarchy of antigenic recognition observed between consecutive pregnanciés was.
correlated with the duration of the IPI, which suggests that infra—host hierarchical
diversiﬁcatiori comprises a time-dependent component. To our knowledge, this is the first
time that such time-dependent evolutioﬁ of the hierarchy of antigen recognition by CTL
is described in the context of a chronic .viral infection. Possible explanations for this
phenomenon couid include sequential waves of expansion and contraction of CTL clones
of varied antigenic speciﬁcify [61] and/or cyclic escape frpm CTL responées [62];

something which we could not document in the present study. Finally, as all participants
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were pregnant, we cannot exclude that some aspects of hierarchical diversification were

related to pregnancy-associated immune modulation.

In summary, data presented herein indicate that: a) pregnant HIV-infected women
generate robust HIV-specific CTL responses that are inconéistent with a dysfuﬁction of
cell-mediated immunity dﬁring pregnancy; b) ART is associated with a decline in the
magnitude of HIV-speciﬁé CTL responses during pregnancy; c) cross-clade CTL .
responses can be detected in pregnant women infected with HIV-1; and d) evolution of
CTL responses during the IPI is characterized by changes in the hierarchy of antigenic
recognition by CTL, not by variations in breadth .and/or magnitude of that response.
These results add to the body of evidence [63] supporting the development of

immunization strategieé to prevent MTCT of HIV-1.
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Figure 1. Clinical parameters in study participants. Absolute CD4" and CD8" T
lymphocyte counts and HIV-1 viral load were determined as described under Materials and
Methods. A. Correlation between CD4+ and CD8" T cell counts. B. Correlation between
CD4+ T cell counts and HIV-1 viral load. C. Conelation between CD8" T cell counts and
HIV-1 viral load. D. HIV-1 viral loéd in subjects/time points stratified according to the

presence or absence of antiretroviral treatment.
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Figure 2. HIV-specific. CTL precursor frequencies in study participants. Absolute
CD4" and CD8" T lymphocyte counts, HIV-1 \;iral load, and HIV-specific cytotoxic T
lymphocyte precursor (CTLp) frequencies (all HIV anfigens confounded) were determined
as described under Materials and Methods. A. Correlation between CD4" T cell counts and
HIV-specific CTLp frequencies. B. Correlation between CD8" T cell counts and HIV-
| specific CTLp frequencies. C. Correlation between HIV-1 viral load and HIV-speciﬁc
CTLp frequencies. D. HIV-specific CTLp frequencies in subjects/time points stratified

according to the presence or absence of antiretroviral treatment.
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F.igure 3. HIV antigenic speciﬁcity of T cell microcultures derived from study
participants. HIV-specific T cell microcultures were derived and *'Cr release assays wereﬂ
performed as described under Materials and Methods. A. Proportion of HIV-Speciﬁc T cell
microcultures that recognized targets expressing different HIV-1 antigens oh a per patient
~ basis. B. Proportion of HIV-specific T cell microcultures that recognized targets expressing
different HIV-1 antigens on a per pregnancy basis. C. Proportions of T cell micfocultures
that recognized different HIV-1 antigens' in subjects followed during consecutive

pregnancies. IPI: inter pregnancy interval.



107

>
w

“ P<0.0 8 P<0.0
3 ' 3 '
3, [ 1 ] 1
- e 30+ - g 60—
2 2 2 35 504
E = L]
§ § 20+ §§ 40+
® o E o5 30+
2 E 10 2 'E 20
= =
R L ® 107
0 i ] i i L ¥ 1 c ] 1 1 1 I L] L
Pol! Rev Tat Nef gp120Gag Env Pol Rev Tat Nef gp120Gag Env
Subject
Pregnancy Tvas1 TVEM TVSS5
1
Tv481b PI=1765 TV501b Fi=722 TV555b [Pt=311 TV565b [PI=507 TVBS3b [IPI=341
2
TV501c [IPI=655
B VTG M37 (Palj
[ VVTG 4113 {Rev]
B WTE2186 (Tat)
3 B WTO 1147 {Nef)

W VVTG 1132 (gp129)
W VTG 1144 (Bag)
© WTG6-1{Emv)




108

Figure 4. Hierarchy of HIV-1 antigen recognitipn by T cell microcultures derived
from study participants. HIV-speciﬁc T cell microc;i]tures were derived as described
under Materials and Methods, and the sum of squared differences between ranks (Xd2) was
computed as described in the text. A. Pairwise comparisons of HIV-1 antigen hierarchy
between consecutive pregnancies (intra-patient) or between subjécts with one pregnancy
(inter-patient). B. Correlation between Zd2 and the inter-pregnancy interval (IPL) in subj ecté

with consecutive pregnancies.
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ABSTRACT

Objective: Maternal immune responses, viral factors, and antiretroviral treatment (ART)
influence the incidence of mother to child transmission (MTCT) of HiV-l, and the identity
of maternal HIV-1 variants that are transmitted to the infant varies depending on the timing
of transmission. To 'better understand the‘ diversity and eyolution of HIV-1 envelope during
pregnancy and across the intergestational period, a longitudinal study of env gene
sequences was initiated in 14 pregnant women infected with HIV-1, including 10 who were
followed during consecutive pregnancies. |

Methods: Nested RT-PCR and nﬁcleotide sequence analysis of env V1-V3 region
(positions 6426-7135) was performed in serum samples obtained in the l‘St, 29, and 3¢
trimesters of gestation.

Results: env V1-V3 region was successfully amplified in 12 of 14 patients. Longitudinal
di\versiﬁcation and discrete clustering of env sequéﬁces as a function of trimester were
observed in all cases where HIV-1 viral load was maintained below 3 log RNA copies/ml
plasma for the entire duration of pregnancy (n=4). Highest intrapatient genetic distance was
observed within V1, while V3 was less diversified (p=0.048). Conversely, a significant
excess of nonsynonymous substitutions was only found only in V2 (p¥0.019). Overall,
lowest levels of sequence diversity were observed in the 3¢ trimester. Finally, significant

diversification and temporal clustering of env sequences were observed in 50% of
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consecutive pregnancies and evidence suggestive of dual infection was found in 4 patients
(33.3%).
Conclusion: These data illustrate the dynamics of HIV-1 env gene evolution and highlight

differential selective pressure exerted by host immune responses during pregnancy.
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INTRODUCTION

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) infection is characterized by a high degree
of viral genetic diversity in infected individuals (1-l3). Biological properties of the virus,
including differences in virulence, subtype, immunogenicity, replication capacity, and
quasispecies structure of the infecting inoculum, contribute to shape this diversity, as do
host characteristics such és chemokine receptor polymorphisms and HLA types (4-9).
Accumulating evidence suggests that these attributes influence HIV disease progression
. and are partly responsible for differences in control of viremia between different HIV- -

infected individuals (10,11,2,7).

HIV-1 envelope (Env) protein comprises conserved (C) and variable (V) regions (12). V1
and V2 are multifunctional Env domains that undergo conformational changes upon CD4
binding (13,14), modulate exposure of the coreceptor binding site (15), contribute to cell
tropism and cytopathology (16), and contains epitopes recogni;éd by neutralizing
antibodies (17). The V3 loop encloses major determinants 'that specify differential usage of
HIV-1 coreceptors (18,19), and contains epitopes that elicit both helper and cytotoxic T
lymphocyte responses (20-23). V3 also serves as a major target for neutralizing antibodies

(24,25).
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Mother-to-child transmission (MTCT) of HIV-1 has been associated Vwith several risk
factors, including low levels or absence of maternal antibodies against Env (26), low CD4"
T ‘lymphocyte coﬁnts (27,28), high HIV-1 viral load (29-31), and maternal HIV disease
progression (32). The level of HIV-1 env gene diversity in vivo has been inversely
correlated with the rate of disease progression in infected adults and children, and providés
an indication of the presence of selective pressures exerted by host immune responses
(33,3). Moreover, a higher risk of MTCT was associated with higher levels of antibodies
binding to several envelope epitopes (34-36), and low rates of HIV-1 proviral DNA and
viral env gene divérsity v;/ere associated with in utero transmission of HIV-1 (37,38). This
is consistent with the notion that pressure exerted by maternal autologous neutralizing
antibodies (39) and cell-mediated. immunity (40,41) results in the selective transmission of
HIV-1 escape variants to the infant. Alternatively, MTCT of random variants could be
taking plac¢ in absence of strong maternal neutralizing antibody responses (42).
Interestingly, single or multiple major maternal variants are transmitted in utero, whereas
minor variants are transmitted intrapartum (38,43). Taken together, these data would seem
to indicate that selective pressures exerted on the HIV-1 variant spectrum by maternal
immune responses vary according to the stage of pregnancy. In order to test this hypothesis,
we -characterized the diversity and evolution of the env gene throughout pregnancy and
across the intergestational period in 14 women infected with HIV-1, 10 of whom were

followed throughout consecutive pregnancies.
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MATERIALS AND METHODS

Study subjects

Fourteen pregnant HIV-infected women were selected among participant to. the Centre
maternel et infantile sur le SIDA (CMIS) mother child cohort (CHU Sainte-Justine,
Montreal, Canada). Eight of those patients were followed during 2 consecutive pregnancies
and 2 during 3 consecutive pregnancies. HIV-1 serologic status was determined by using
the AxSYM HIV %2 gO method (Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany) and confirmed
by western blot. HIV-1 virallload was measured using the Versant HIV-1 RNA 3.0 assay
(bDNA, Bayer, Pittsburgh, PA, USA) (detection threshold of 50 HIV-1 RNA copies per ml
_ plasma). T cell counts were measured by flow cytometry. HIV genotyping was performed
using a protocol based on sequencing of 1,497 nucleotide fragment amplified from the
HIV-1 pol gene (positions 2253-3749) (Virco BVBA, Mechelen, Belgium) or a 524
ﬁucleotide pol fragment (positions 2597-3120) and a 705 nucleotide env fragment
(positions 6430-7135), as previously described (44). First, 2"%, and 3% trimesters of
pregnancy were defined as 1-12, 13-28, and 29-41 weeks of gestation, respectively.
Gestational age, estimated date of fertilization (EDF), and expected date of confinement
(EDC) were calculated based on the self-reported date of the first day of the last normal
menstrual period (LMP), when available (n=17), or from fetal biometry obtained through
ultrasound examination performed before 20 weeks of gestational age (n=9). .Inter—
pregnancy interval (IPI) was calculated as the time from delivery to the first day of the

LMP of the subsequent pregnancy (54). Full informed consent was obtained from all study
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participants. Standardized clinical follow-up, including ART, was provided to all women
and their children. This research protocol was conducted according to the guidelines of the
- Ethics Review Board of CHU Sainte-Justine, Montreal, Canada, where all patients were

enrolled and the study was completed.

Viral RNA amplification

HIV-1 viral RNA was extracted. from frozen patient plasma samples using the QlAamp
viral extraction mini kit (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) and e; 900 base pair DNA
fragment spanning the Env V1-V3 region (positions 6426-7135) was amplified as
previously ' described (45). Briefly, initial reverse transcription-PCR (RT-PCR)
amplification was performed using_primers EbO (5’-TAG AAA GAG CAG AAG ACA
GTG GCA ATGA-3’) and ES8B (5’-CAC TTC TCC AAT TGT CCC TCA-3%) and
QIAamp 1-step RT-PCR reagents (Qiagen). PCR conditions were 40 cycles qonsisting of
94°C for 30 s, 60°C for 1 min, and 72°C for 1 min, followed by a 10. min extension at 72°C.
Aliquots of the RT-PCR product were then subjected to nested PCR using primers E20 (5°-
GGG CCA CAC ATG CCT GTG TAC CCA CAG-3’) and E115 (5°-AGA AAA ATT
CCC CTC CAC AAT TA-3?) and Taq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
| - Nested PCR conditions were 40 cyéles consisting of 94°C for 30 s, 60°C for 45 s, and 72°C

for 1 min, followed by extension at 72°C for 10 min.
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HIV-1 Env V1-V3 region cloning aﬁd sequence analysis

The V1-V3 nested PCR products were cloned using the Topo-TA Cloning kit (Invitrogen)
and five independent recombinants were sequenced per time point using a Genetic
Analyzer 3100 automated DNA sequencer and dye terminator cheniistry (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequences were aligned using Clustal X version 1.81
(44), genetic distances were estimated by the nucleotide p distance method (MEGA 2.1)
(36), and genetic diversification during the IPI were calculated as followed: p distance from
the 1" trimester of the second pregnancy - the p distance of the 3¢ trimester of the first
- pregnancy. Phylogenetic reconstruétions were performed according to the neighbor-joining

method, and 1,000 bootstrap resamplings were performed to assess tree topology (44).

Statistical analysis

The Mann-Whitney U test was used to assess differences between groups. The strength of
association between variables was tested using linear regression analysis. All statistical
analyses were pérformed using GraphPad Prism version 4 (GraphPad Software, San Diego,

CA, USA).
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RESULTS

‘Subject clinical characteristics

The 14 HIV infected pregnant women included 8 followed during 2 consecutive
pregnancies énd 2 followed during 3 pregnancies thus. Thus, a total of 26 pregnancies were
iﬁvestigated. Of these pregnancies, 24 were treated with ART, with 12 on protease inhibitor
(PI)-based regimens. 12 women initiated ART during pregnancy.'Among them, 8 received
Pl-based regimens and 4 received nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NRTI)-based
regimens. Two patients did not receive treatment. Mean age was 32.09 + 5.49 years (range
23.6 — 44.5) and mean CD4 and CD8 cell counts were 484.5 + 187.3 (range 147.0 — 844.5)
and 611.0 + 196.9 (range 306.0 — 1054.0) respectively. 7 patients (50%) were infected with
non- clade B viruses, including subtypes A, C, D, CRFO5_DF and an unclassified
recombiﬁant (44). Furthermore, there was e‘Vidence of dual infection in 4 patients (T_V7§5
TV1057 TV721 and TV1079). Results obtained with TV795-and TV1057 were coﬁsistent
with dual intraclade infection with 2 distinct subtype B lineages. The profile observed in
subject TV721 was consistent with dual interclade infection with subtypes A and J, while
that observed in subject TV1079 was consistenf with the involvement of subtyp'es A and -
CRF02_AG. Patients TV721 and TV1079 arboring dual interclade infection were excluc_léd

from the genetic distances analysis.
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Genetic evolution of env V1-V3 region throughout the pregnancy and during inter

gestational period

Env V1-V3 was successfully sequenced in 12 of the 14 pregnant women, thus a total of 19
pregnancies were stuciied. 1 of 2 successive preénmcies also failed in 2 patients. This
failure can be related to the undetectable plasma viral load found in these patients. The .
phylogenetic analysis showed a clear clustering of sequences per trimester in 21% (4/19) of
preénancies. (TV463, TV507, TV545 and TV981), with sequences from gach trimester
forming a monophylefic group (figure 1A). Mean plasma viral load was 2.71 + 0.49 (range
from 2.03 to 3.1) in these 4 patients. This clustering was also observed in 57.9% (11/19) of |
studied pregﬁancies but early viral strains persisted throughout pregnancy in 8 of them
(TV457, TV795, TV555, TV721, TV733, TV1091, TV1079 and TV755) (figure 1B). Virus
isolated from the last vi.sivt formed a disﬁnct cluster in 3 pregnancies (TV479, TV1079 and
TV501) while sequences from 26.3% (4/19) of pregnancies (TV481, TV689, TV1057 and
TV1069) didn’t form distinct clusters and did not éhow a pattern of viral evolution
throughout pregnancy (figure 1C). Interestingly, mean viral load in these patients was 3.65
+ 0.70 (range from 2.6 to 4.04). These results suggested a longitudinal evolution of viral
population in women who controlled viral rephcatlon Finally, among the patients for
whom Env V1-V3 was sequenced, 6 were followed during successive pregnancies. We
were thus able to explore viral evolution between pregnancies (figure 1D). There was a
well defined clustering of env sequences per pregnancy in 66% (4/6) of studied subjects

(TV481-TV1057, TV479-TV689, TV925-TV1079 and TVS555-TV721). Sequences from
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the last trimester of the first pregnancy were detected at the beginning of the second one in
TV555-TV721. 16.6% (1/6) of subjects with consecutive pregnancies showed a distinct
~ clustering of sequences from the first pregnancy compared to those from the second and the
third pregnancy (TV501-TV795-TV1069). In contrast, 16% (1/6) of studied subjects didn’t
manifest this kind of clustering (TV981-TV1‘091). This data indicated viral evolution
during the TPI suggestive of an ongoing immune selective pressure changes betweel‘m

'

consecutive pregnancies.

Genetic diversification of env V1-V3 region and effect of ART

Inter-sample genetic diversity was greater within the V1 loop (range from 1.3% to 94%;
mean, 19.7%) than V2 (range: 172% to 24.3%; mean: 9;1%) and V3 (rangé: 0% to 27.2%;
mean: 5.3%). Overall genetic diversity was significantly higher in V1 than V3 (p=0.0485,
Mann Whitney U test) (Figure 2A). There was a trend towards a negative correlation
between plasma viral load and either Env V2 and V3 regions diversity (Figure 2B'),
indicating that low env diversity was not due to low input of HIV RNA in the samplev that
we retested. Positive correlation between CD4 T ceil counts and the genetic diversification
of V2, and negative correlation with V1 we observed were not signiﬁcapt. Taken together,
this data suggests that the genetic diversity observed in V2 could result from immune
selective ,pressure, in contrast with that observed in V1. In addition, nucleotide sequence
diversity within V3 between consecﬁtive pregnancies positively correlated with the

duration of IPI in subjects with multiple pregnancies (=0.79; p=0.0423), indicating that
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longer intervals were associated with more nucleotide diversification in V3. This kind of

association was not found in V1 or V2 regions.

To explore whether antiretroviral treatment had an impact on the diversity of viral
populat\ions, we compared geﬂetic diversity between treated and untreated time points. The
entire V1-V3 region is less affected by this genetic diversity (Figure 2C). This can be
related to the presence of more conserved regions like C2 between V2 and V3 loops. As
described in Figure 1, greatest Env diversity was observed within V1 (Figure 2C). ART

treatment seemed to increase this diversity in all Env regions studied.

Viral genetic diversig throﬁghout pregnancy

To evaluate the progression of viral diversity during the course of pregnancy and to
estimate the impact of ART on this progression, we studied the genetic variation of env V1,
V2 and V3 before pregnancy and in the first, second and third trimesters of pregnahcy. A
best estimate of the natural course of viral evolution was obténéined in absence of ART
(Figure 3A). Virél diversity seemed to decrease strongly in the third trimester of pregnancy
(p=0.028, Mann Whitney U test) for all region studied and in the second trimester for V3
loop. Highest diversity was observed before pregnancy but also at the second tﬁmestef in
the case of V1. Furthermore, ART increased viral diversity in all stages of pregnancy but
most importantly in the third trimester (figure 3B). In spite of the limited number of

subjects examined, these data indicate that viral populations are more homogeneous in the
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third trimester and that ART might increase virus population complexity throughout

pregnancy, particulary in the third trimester.

Potential effect of maternal immune selective pressure effect on env V1-V3 region

diversification

To underscore the irﬁpact of adaptative evolution on viral genetic diversity (mat_emal
immune pésitive selection), the ratio of the rate of nonsynonymous (aminQ acid changing,
- dN) to the rate of synonyin’ous (silent, dS) substitution between protein-coding DNA
sequences was compared. A dN/dS valué less tﬁan 1 suggests mutations that occur
randomly without selection or conservation and a ratio greater than 1 indicate adaptative
selection. Lowest dN/dS values were observed in V1 (méan=0.47) and V3 (mean=0.38),
while greatest values were found in V2 (mean=0.82; p= 0.0196) (figure 4A). Overall, only
1/12 value was > 1 in V1, whereas 4/14 values were > 1 in V2. The V2 dN/dS ratio
negatively correlated with CD4" T cell counts (r2_=0.269; p=0.0393) (figure 4B). These data
indicate that the greater genomic diversity observed within V1 was caused by syﬁoﬁymous

subsfitutions while V2 is less conserved.
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DISCUSSION

Mgtemal plasma viral load has been unambiguously associated with MTCT of HIV-1.
However, cumulative evidence suggests that high maternal viral load is insufficient to fully
explain all cases of MTCT (46). Because the level of HIV-1 env gene diversity has been
associated wifh in utero transmission, a longitudinal analysis of HIV env gene throughout

the pregnancy and across the IPI was performed.

This phylogenetic analysis revealed showed a longitudinal evolution of Env VI1-V3
sequences in 15 of 19 pregnancies and the persistence of the earliest detected variants in 7
of these cases. Sequences from 4 of 15 pregnancies, in which maternal viral load was below
3 Log, formed monophyletic groups in each trimester. This daté. contrasted with those
described by Briant et al. (47) who reported the. presence of heterogeneous sequence
populations in several maternal samples collected during pregnancy. This difference can be
| attributed to the limited number bf pregnancies examined in that particular study (n=4)
instead of 19 in our study. In the present Study,. heterogeneous sequences were also
observed in 4 of 19 pregnancies. A clear groupihg of Env V1-V3 sequences per pregnancy
in some women with multiple pregnancies highlights ongoing viral .evolution between
pregnancies. Taken together, this finding indicates the presence of intra-host selective
pressures that drive evolution of viral population throughout the pregnancy and between

pregnancies.
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The V3 domain of Env was the focus of other studies on HIV-1 envelope gene diversity
and MTCT (36-38, 47, 48). Because V1 and V2 hypervariable regions vary independer;tly
inbvivo and can display more genetic variability than the V3 loop (49-51), Vi and V2 were
included in the present study. Overall, the greatest genetic diversity was found in the V1
domain and threre is no evidence to suggest that this diversification is related to immune
selective pressure based on dN/dS ratio data. Interestingly, even if the lowest genetic
distances were observed in V3 region, the lar_gest magnitude of nucleotidé diversity
between consecutive pregnancies was associated with longer IPI in this domain. These
results are in agreement with those described by Lamers et al., (49) who found higher
genetic dis'tances within V1 compared with V2 domain. The lowest nucleotide variation
found in V3 is in agreement with changes in coreceptor usage in some pregnant women
from Cameroon (55). Furthermore, this is so far, the first report of viral genetic evolution
during IPI and this can be related to V3 diversification. However, further investigations will
be needed to determine the impact of this dynamic on coreceptor usage. ART resulted iﬁ a
~ trend towards increasing viral diversity in all Env regions. These data reinforce the
Beneﬁcial effect of ART in preventing MTCT of HIV, considering the association between
low env diversity and MTCT of HIV (37, 38). Negative correlation between dN/dS ratio
and CD4 T cell counts suggests the effect of immune selective pressure in V2 domain. We
can not exclude the possibility ‘of virall‘genémic drift bésed on dN/dS ratio data. Anyway

future work based on HIV env genetic diversity should include analyéis of the V2 region.
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Finally, genetic diversity and number of maternal HIV variants transmitted hane béen
reported to differ depending of the timing of transmission. We assessed env genetic
diversity throughout pregnancy and found lowest diversity in the third 'Frimester in absence
of ART for all Env domains studied. This can explain the previously reported intrapartum
transmission of minor maternal variants (38, 43). ART increased viral diversity in all stage
of pregnancy and more importantly‘during the third trimester. Thus by increasing viral
diversity during the third trimeste_,r, as which time HIV-1 MTCT mainly occurs (52, 53),

ART further contribute to the prevention of MTCT.

In summafy, this study evidences. the dynamic of HIV viral popﬁlation in the course of
pregnancy and the IPI. These data also emphasize the importance to include the env V2
domain in any analysis of HIV-1 genetic diversity and underline for the first time another
possible way by which ART may prevent MTCT of HIV-1. We hypothesize that by
restoring immune competence ART increases viral diversity during pregnancy and then
reduces the incidence of MTCT. Further studies regarding maternal anti HIV-Env humoral
aﬁd cellular immunity throughout pregnancy will need to be condul,cted to confirm this

hypothesis.
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Figure 1. Phylogenetic analysis of env sequences during pregnancy and the inter-
pregnancy intervals in study participants.. A 705 nucleotide fragment spanning HIV-1
env V1-V3 regions were amplified from the first (I), 2" (11), and 3¢ (III) trimesters of
pregnancy, subcloned, and their nucleic acid sequence was determined as described under
materials and methods. A. Pregnancies with clustering of env V1-V3 sequences per
trimester. B. Pregnancies with persistent earlier sequences. C. Pregnancies with no
clustering of env sequences: D. Sequences from consecutive pregnancies in subjects with
multiple pregnancies. Each pregnancy is assigned By TV plus a number X (TVX) and
consecutive pregnancies are named TVX-TVY for 2 or TVX-TVY-TVZ for 3 pregnancies

(the lower number X representing the first pregnancy , Y the second and Z the third one).
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Figure 2. Analysis of HIV-1 variants diversity in study participants. A. Mean genetic
(p) distance within V1, V2 and V3 env hyper variable regions. B. Correlation between
mean genetic (p) distance per time point and either viral load, CD4" T cell counts or inter-
pregnancy intervals (IPI). C. Impact of ART in genetic diversity of env domains, time
points are stratified by untreated (open bars) and treated (vertical hatch). Error bars
represents standard error of the mean. Asterisk indicates significant differences at p<0.005

level.
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Figure 3. Analysis of HIV-1 viruses diversity throughout the pregnancy in study
participants. Mean genetic (p) distance during the course of pregnancy in the entire study
group. A. Untreated time point (open bars). B. Treated time points (yertical hatch). The
number of time points available per trimester is represeﬁted by (n). Error bars represents

standard error of the mean.
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Figure 4. Analysis of dN/dS ratio in HIV-1 Env variants in study partlclpants A
dN/dS ratio per time point in V1, V2 and V3 env domams B. Correlatlon between dN/dS

ratio and CD4" T cell counts. Asterisk indicates significant differences at p<0.005 level.
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Article 1

Notre étude se rapportant a la diversité génétique du VIH-1 a démontré, par le
séquengage du gene pol du VIH-1 chez 103 femmes enceintes recevant des soins prénataux
au CHU Sainte Justine (81.1%), que 57.3% d’entre elles étaient infectées par les virus de
clade B. Cette prévalence de variants B est compatible avec la prédominance de cette clade
en Amérique et dans les caraibes, d’ou provenaient 57.3% des patientés. Nous avons
observé que les séquences‘ pol des femmes originaires des caraibes (incluant Haiti,
Jamaique et République Dominicaine) formaient des regroupements distincts de ceux
constitués des séquences des patientes provenant d’Amérique du Nord et central (Canada et
Mexique) (Figure supplémentaire 1). Cela, suggére fortement 1’existence d’une subdivision
des virus VIH-1 de sous type B par régions géographiques. Fait intéressant, avant notre
étude, Kalish er al, avaient démontré la circulation de 2 types de variants B dans une
population d’utilisateurs de drogues injectables en Thailande (Kalish et al. 1994). Tres
récemment, Gilbert et al. ont décrit une diversité des variants B du VIH plus grande chez
les personnes originaires d’Haiti comparativement aux sous types B circulant dans d’autres
régions. Par ailleurs, cette méme étude a observé que les séquences env originaires d’Haiti
formaient des regroupements distincts de ceux constitués de séquences provenant
d’Amérique du Nord (Gilbert et al. 2007). Une telle subdivision pourrait avoir un intérét
non seulement pour le dévéloppement de vaccins, mais aussi pour une meilleure

compréhension dela pathogenése associée aux variants de clade B du VIH-1.

42,7% des patientes étaient infectées par des virus de sous types non-B du VIH-1.
Cela représente une prévalence significativement supérieure a celle publiée en 2003 par
I’ Agence de Santé Publique du Canada, qui rapportait 8,9% cas d’infections par les variants
non-B sur 805 échantillons séquencés (Agence de Santé Publique du Canada, 2003). Cette
énorme différence peut étre imputable a la période couverte par cette derniére étude, soit de

1996 a 2000. En effet, selon les données d’Immigration Canada, le nombre de nouveaux
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arrivants, stable entre 1996 et 1999, a augmenté a partir de 1999 pour atteindre un pic de
croissance en 2001 (Citoyenneté et Immigfation Canada,' 2002). Notre étude, réalisée sur
une cohorte de femmes recrutées entre 1999 et 2003, concerne de fait une période de forte
immigration. Une autre explication serait le fait que les données de Santé Canada ont été
obtenues sur des populations provenant des provinces moins affectées par 1’immigration
(Colombie-Britannique, Saskatchewan, Manitoba, Terre Neuve et Alberta), alors que notre
étude concernait Montréal, 1’'une des villes accueillant plus d’immigrants au Canada

(Citoyenneté et Immigration Canada, 2002).

Il est aussi important de souligner que la prévalence de variants non-B dans notre
étude (42,7%), était la plus forte rapportée a 1’époque en Amérique du Nord, méme en
considérant les groupes d’études constitués de militaires américains (Brodine et al. 1999,
2003; Delwart et al. 2003). En 2006, Lin et al. ont trouvé une proportion de 43.4% de
personnes infectées par des virus de sous types non-B dans une population d’immigrants

vivant 8 New York (Lin et al. 2006).

Par ailleurs, le degré de diversité génétique observée dans notre étude est le plus fort
jamais rapporté en Amérique du Nord. Plus intéressant encore, 4 dé nos séquences pol
n’ont démontré aucune homologie avec les séquences de références disponibles, ce qui
. suggére qu’elles pourraient représenter de nouveaux sous-types du VIH-1 ou des formes
complexes recombinantes (URFs, CRFs). Depuis la publication de cet article, le
' séquengage du génome complet de certains de ces virus, indique de fait qu’il s’agit d’URFs
dans 2 des 4 cas (Kouzhaya et al, données non publi€es). De plus, le fait que ces patientes
soient originaires de la méme région d’Afrique Centrale (République Démocratique du
Congo, Rwanda, et République du Congo) appilie cette indication. En effet, une importante
diversité et complexité des variants VIH (incluant les souches inconnues) a été décrite en

République Démocratique du Congo (Vidal et al. 2000).

Enfin, nous avons trouvé un total de 97.7% de virus non-B chez les femmes

d’origine africaine. Dans tous les cas, I'identité des sous types correspondait aux clades
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circulant dans les pays d’origine de ces patientes. Ce Qui, indique que ces femmes étaient
probablement infectées avant leur arrivée a{u Canada. L’un des points forts de cette étude a
été de démontrer que la date d’introduction des clades non-B dans notre cohorte coincidait
avec l’arrivée des femmes en provenance de I’Afrique Centrale (Figure supplémentaire 2).
Nous avons aussi noté 2 pics d’arrivée au Canada, un en 1997 et un autre en 2001. En
tenant compte du fait que 34 (77.3%) de ces femmes étaient des réfugiées, nous avons
établi que I’introduction des variants non-B €tait associée au génocide du Rwanda et aux
conflits armés en République Démogratique du Congo (United Nations High Commisioner
for Refugees, 2000; Direction de la population et de la recherche, 2003). Une prévalence
croissante d’infections par des sous types non-B a été rapportée en Europe et en Amérique
(Fransen et al. 1996; Alaeus et al. 1997; Boni et al. 1999; Weidle et al. 2000; Couturier et
al. 2000; Esteves et al. 2002; Chaix et al. -2003). La contribution des voyages
internationaux et de I’immigration des populations africaines 4 la dissémination rapide de
ces variants dans le monde est de mieux en mieux établie. Ainsi, notre étude a pu
démontrer, sans aucun doute, que de multiples clades du VIH-1 sont en train d’étre
introduits dans un grand centre urbain d’Amérique du Nord suite a I’influx de nouveaux
arrivants d’origine africaine. |

L’une des particularités de cette étude est qu’elle a été réalisée sur une population
de femmes enceintes ce qui, loin d’étre un inconvénient, représente un bon outil pour le
suivi de la dispersion et de 1’évolution des sous types du VIH-1 dans la population
hétérosexuelle en général. De plus, le fait qu’au Canada les femmes enceintes bénéficient
- de suivis prénataux gratuits, univefsels et figoureux (impliquant le dépistage du VIH)
facilite 1’accessibilité des chercheurs ou des organismes compétents a cet outil de
recherche. Pour ces raisons, les cohortes prénatales peuvent constituer d’importants sites
sentinelles pour‘le suivi de I’introduction et de I’évolution des nouveaux variants viraux

dans les pays industrialisés.
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Figure supplémentaire 1. Analyse phylogénétique des Séquences pol/ dérivées des
patientes infectées par les virus VIH-1 de sous type B. A. Séquences pol des patientes
d’Amérique du Nord (Canada et Mexique) et centrale. B. Séquences pol des patientes

originaires des caraibes (Haiti, Jamaique et République Dominicaine).
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Article 2

Notre étude sur I’activité des lymphocytes T cytotoxiques VIH-spécifiques.au cours
dé la grossesse est intéressante a plusieuis égards : I’analyse longitudinale a permis de
caractériser les fluctuations de I’immunité VIH-spécifique & médiation cellulaire lors du
premier, second et troisiéme trimestre de la grossesse. De plus, I’introduction de la
prophylaxie antirétrovirale chez certaines' patientes durant la grossesse nous a permis
d’évaluer la modulation de cette immunité par la thérapie chez la femme enceinte. Une des
particularités de cette étude réside dans le suivi de grossesses consécutives, ce qui nous a
permis de mettre en lumicre 1’évolution des réponses LTC VIH-spécifiques durant la

période intergénésique.

Les données cliniques se rapportant a notre cohorte de femmes enceintes montrent
une forte corrélation positive entre le nombre de cellules T CD4" et CD8". Par ailleurs,
comme 1’avaient décrit Kuhnert et Sabahi, nous n’avons observé aucun changement dans
les décomptes CD4 et CD8 au cours de la grossesse (Sabahi et al. 1995; Kuhnert et al.
1998). La thérapie admnistrée aux femmes durant la grossesse, pour améliorer leur qualité
de vie et prévenir la transmission du VIH a I’enfant, a un effet suppresseur sur la charge
virale. Ceci explique 1’absence de TME chez le groupe de patientes, une charge virale
maternelle élevée étant un facteur déterminant de la transmission du VIH a I’enfant

(Sperling et al. 1996; Mayaux et al. 1997; Garcia et al. 1999).

La majorité des études sur la fonction des cellules T durant la grossesse ont rapporté
une diminution cie Iactivité des LTC CD8" (Santoli et al. 1976; Gehrz et ai. 1981; Kumar
et al. 1984; Riley et al. 1989; Watanabe et al. 1997). Notre étude quant a elle établit une
corrélation négative entre la fréquence des précurseurs LTC (LTCp) VIH-spécifiques et le
nombre de cellules T CD4" et CD8". Compte tenu de la corrélation positive entre le nombre.
de cellules T CD4" et CD8" dans notre groupe d’étude, nos résultats indiquent une

association entre 1’augmentation progressive de la prévalence des réponses LTC VIH-
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spécifiques et la progression de la maladie. Nous avons choisi d’utiliser le test de relargage
de *'Cr aprés une expansion des cellules T in vitro la fréquence des LTCp a été déterminde
par LDA. Cette méthode a été privilégiée dans cette étude parce que les techniques
alternatives (dosage ElISpot et marquage intracellulaire) requiérent un grand nombre de
cellules pour obtenir une couverture antigénique équivalente. Notre groupe d’études étant
constitué de femmes enceintes, il nous était difficile éthiquement parlant d’obtenir le
nombre de cellules nécessaires. Les LTCp sont des cellules ayant une capacité intrinséque
de proliférer comme les cellules T CD8" mémoires centrales (CD45RO'CCR7") ou les
cellules mémoires effectrices (C_D45RO+CCR7') (Sallusto et al. 2004). 1l serait donc
nécessaire d’entreprendre des études de phenotypage de ces LTCp VIH-spécifiques par

FACS afin de mettre en évidence I’expression des marqueurs CCR7.

Nous avons -observé que la fréquence des LTCp VIH-spéciﬁques des patientes
infectées par les virus de clade B était similaire a celle des femmes infectées par les virus
de sous-types non-B. Nos données suggérent qu’une proportion des réponses LTC
observées chez les patie/ntes non-B étaient a réactivité croisée conformément a ce qui a été
reporté dans d’autres groupes d’études (Cao et al. 1997a; Frahm et al. 2004; Barugahare et
al. 2005). Cela, montre clairement que les femmes enceintes sont capables de développer
une réponse immunitaire cross-clade a médiation cellulaire. Enfin, nous n’avons noté
aucune différence significative entre les moyennes des fréquences de LTCp du premier,
second et troisiéme trimestre de grossesse ou entre les grossesses consécutives dans notre

groupe d’étude.

Différentes études ont montré que la thérapie antirétrovirale combinée (HAART)
induisait le déclin de I’immunité cellulaire VIH-spécifique chez les patients traités (Gray et
al. 1998; Ogg et al. 1999; Pitcher et al. 1999; Soudeyns et al. 2000; Romiti et al. 2001;
Trabattoni et al. 2004): Nos résultats démontrent que .ce traitement affecte aussi I’immunité

cellulaire VIH-spécifique chez les femmes enceintes, ce qui nous permet de conclure que

@
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les LTC circulants ont besoin d’une stimulation antigénique pour se maintenir durant la

- grossesse.
(

L’une des particularités de cette étude est d’avoir suivi 1’évolution du spectre de
reconnaissance antigénique des LTC VIH-spécifiques durant la grossesse. Nous avons
trouvé que les plus fortes fréquences de LTC VIH-spécifiques ciblaient préférentiellement
les protéines virales Gag, Env, Pol et gp120. A notre grande surprise, les réponses anti-Nef
précédemment associées aux méres qui ne transmettent pas le VIH a leurs enfants (Jin et al.
1998), sont moins fréquentes dans notre groupe d’étude. Cette différence peut étre
attribuable au fait que les femmes de notre groupe d’étude sont en phase chronique
d’infection au VIH car 'immunodominance de Nef a été associée au stade primaire de
I’infection, alors que Gag, Env et Pol sont plus souvent reconnus dans la phase chronique
de I’infection (Lichterfeld et al. 2004). Fait intéressant, les réponses LTC dirigées contre
Gag ont été associées & un meilleur controle de la charge virale (Patke et al. 2002;
Masemola et al. 2004), ce qui suggere que dans le cadre de la TME du VIH, Gag peut
constituer un candidat pour le développement de stratégies vaccinales. Nous avons été en
mesure de détecter des réponses dirigées contre les protéines accessoires Rev et Tat, ce qui
indique que malgré leur petite taille, ces protéines peuvent étre ciblées par les LTC durant
la grossesse. Enfin, nous avons pu établir une association entre les réponses LTC anti-Gag
et de fortes charges virales chez nos patientes. Ceci contraste avec 1’association qui a été
mise en évidence entre la reconnaissance préférentielle de Gég par les LTC et le contrdle de
la réplication virale lors d’infections primaires et chroniques au VIH (Patke et al. 2002;
Masemola et al. 2004). L ensemble de ces données démontre que les femmes enceintes sont
capables de développer des réponses LTC VIH anti-VIH multispécifiques. Nous pensons
que la divergence entre nos données et les travaux précédents peuveﬁt étre le fait de
I’environnement hormonal particulier a la grossesse (Wilder 1998; Glinoer 1999). Une
hypothése est que certaines hormones secrétées durant la grossesse  seraient
immunomodulatrices. Des expériences supplémentaires, incluant 1’exploration des réponses

LTC VIH-spécifiques avant et apres la grossesse, pourraient étayer cette hypothése.
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Une autre particularité de cette étude est d’avoir caractérisé la reconnaissance
antigénique des LTC VIH-spécifiques chez des patientes suivies pendant des grossesses
consécutives. C’est a notre connaissance la premiére analyse du genre effectuée chez les
femmes infectées par le VIH. Nos résultats montrent des changéments plus importants dans
la hiérarchie de la reconnaissance d’antigénes VIH entre les grossesses consécutives. Le
point fort de cette analyse a été d’établir une corrélation entre I’ampleur de la variation la
hiérarchie de la reconnaissance antigénique entre les grossesses consécutives et la durée de
I’intervalle intergénésique. Malgré le nombre limité de patientes, ces résultats suggérent la
présence des forces sélectives qui induisent 1’évolution de la reconnaissance antigénique
(i.e. immunodominance) entre les grossesses. A notre connaissance, il s’agit de la premiére
étude qui décrit une évolution directionnelle de la reconnaissance antigénique des LTC en
fonction _dﬁ temps dans le contexte d’une infection chronique. Cette évolution peut étre
percue a la fois comme étant la manifestation d’un renouvellement de la population des
cellules T VIH-spécifiques de spécificités variées (Soudeyns et al. 2000), mais également
de I’évolution cyclique des populations virales durant I’intervalle intergénésique, cette

derniére faisant I’objet de ’article 3.

En conclusion, les résultats de cette étude apportent des éléments d’évidence
supplémentaires en faveur d’une absence de dysfonctionnement sévére dé I’immunité a
médiation cellulaire durant la grossesse. Conclusion renforcée par les travaux de Constantin
et al., (Constantin et al. 2007). Notre caractérisation longitudinale de la réponse effectrice
LTC VIH-spécifique fournit des arguments additionnels en faveur du développement d’une
prophylaxie active et/ou de stratégies d’immunisation préventives permettant de renforcer

le contréle de la TME du VIH.
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Article 3

Bien que le degré de diversité génétique du géne env du VIH ait été associé a la
transmission verticale du VIH (Dickover et al. 2001; Arroyo et al. 2002), cette étude est la
premiére & faire une analyse longitudinale de la séquence de env au cours de la grossesse et
entre les grossesses consécutives. Nos analyses phylogénétiques ont conduit a des constats
intéressants. D’abord, une évolution génétique de la région V1-V3 de Env a été mise en
évidence durant la.grossesse. Malgré la persistance des variants viraux initiaux dans
certaines grossesses, nous avons pu mettre en évidence un regroupement net de certaines
séquences par trimestre de gestation. Cette stratification a été associée aux grossesses
durant lesquelles la charge virale était faible. Il est important de noter le contraste entre nos
_ résultats et ceux publiés en 1995 qui rapportaient la présence d’une population virale
hétérogéne dans plusieurs échantillons maternels prélevés au cours de la grossesse (Briant
et al. 1995). Cette différence peut s’expliquer par le faible nombre de grossesses étudiées
dans cette étude (4 au lieu de 19 dans notre cas). Le deuxiéme constat découle de nos
résultats se rapportant aux grossesses consécutives. En effet, nous avons observé un clair
regroupement des séquences env en fonction de la grossesse chez la majorité de nos
patientes. Autrement dit, les populations virales isolées durant la premiére grossesse étaient
différentes de celles qui circulaient lors de la deuxiéme grossesse. Ceci indique une
évolution génétique du virus durant I’intervalle intergénésique. L’ensemble de ces données
démontre I’existence d’une dynamique au niveau de la quasiespéce du VIH durant la
grossesse et l’intervalle intergénésique, qui pourrait refléter en partie la pression sélective
exercée sur le virus par le systéme immunitaire. Cette hypothése pourrait étre vérifier dans
une étude explorant 1’évolution de la réponse immunitaire & médiation cellulaire dirigée

contre Env durant la grossesse et lors de grossesse consécutives, étude qui sera poursuivie

dans notre laboratoire (Jolette et al., 2007).




157

Jusqu’alors, la plupart des études consacrées a la diversité génétique du géne env du
VIH-1 chez la femme enceinte ont uniquement ciblé la boucle V3 (Briant et al. 1995;
Dickover et al. 2001; Arroyo et al. 2002; Barin et e_il. 2006). Une des particularités de notre
étude est d’avoir porté aussi un intérét a la diversité génétique des régions V1 et V2. Nous
.avons observé une plus grande diversité génctique dans la région V1, alors que la boucle
V3 était la moins diversifiée. Toutefois, nous avons pu établir une corrélation entre le degré
de diversification de la région V3 et la durée de la période intergénésique. Ces résultats
renforcent ceux publiés par Lamers et al, qui ont rapporté¢ de plus fortes distances
génétiques dans la boucle V1 (Lamers et al. 1993), et indiquent que I’évolution génétique
~de la population virale entre les grossesse consécutive est liée a la diversification du
domaine V3. Des études supplémentaires seront requises afin de déterminer 1’impact de
cette évolution sur le tropisme celluiaire de ces virus. Par ailleurs, la thérapie antirétrovirale
semble augmenter la complexité génétique de toutes les régions de Env que nous avons
examinéeé. Nous pensons que c’est en restaurant ou maintenant les compétences
immunitaires qui exercent une pression sélective sur le virus que la thérapie induit ou

favorise cette diversification.

Nos données concernant 1’évolution de la diversification des populations virales
durant la grossesse montrent une régression de la complexité génétique au troisiéme
trimestre dans toutes les régions investiguées. La thérapie antirétrovirale semble augmenter
le degré de diversité durant toute la grossesse, un effet qui est plus notable au troisieme
trimestre. En plus de la reconstitution du systéme immunitaire et de la dimunition de la
charge virale, cela pourrait étre un autre moyen par lequel la thérapié prévient la
transmission mére-enfant du VIH. En effet, une faible diversité génétique de env a été
associée a un risque élevé de transmission mére-enfant du VIH-1 (Dickovér et al. 2001,
Arroyo et al. 2002). Nous postulons qu’en augmentant cette diversité au troisiéme
trimestre, la prophylaxie antirétrovirale diminue le risque de transmission du VIH durant le

travail ou I’accouchement. Il faut rappeler que la transmission intra partum est a 1’origine
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de pres de 50% des cas d’infection chez les enfants (Bryson et al. 1992). 1l serait intéressant
de réaliser une étude sur un nombre plus élevé de patientes pour confirmer ce postulat. I
est important de souligner I’hétérogénéité du nombre d’¢échantillons analysés lors de chaque
trimestre de grossesse dans 1’étude de 1’impact de 1a thérapie antirétrovirale. Fort est de
constater que ce nombre augmente considérablement au troisiéme trimestre. Cela est d 4 la
variabilit¢ du moment de Iinitiation de la thérapie durant la grossesse. La thérapie n’étant
souvent introduite qu’a partir du deuxiéme trimestre, il est normal que nous ayons obtenu

plus d’échantillons au troisiéme trimestre.

L’étude des ratios dN/dS est intéressante a bien des égards, d’abord parce qu’elles
nous montrent que la région V1 semble ne pas étre soumise a une pression.sélective, ce qui
indique que des mutations spontanées sont a I’origine de I’'importante diversité génétique
observée dans cette région. Ensuite, parce qu’elle indique que la boucle V2 pourrait étre
plus ciblée par le systéme immunitaire que V3. La contribution de I’'immunité a la
diversification de V2 est renforcée par la forte corrélation négative que 1’on observe entre le
décompte CD4 et le ratio dN/dS dans cette région. Ceci souligne I’importance d’inclure la
boucle V2 dans les études portant sur la diversité génétique du VIH et I’impact de

I’immunité sur cette diversité.

Enfin, cette étude a permis de mettre en évidence I’évolution génétique de la
population virale durant la grossesse et entre les grossesses consécutives. Elle souligne
I’'importance d’inclure 1’analyse de la région V2 de Env dans toutes le études consacrées a
la diversité génétique du géne env du VIH-1. Enfin, elle propose pour la premiére fois un
autre moyen par lequel la prophylaxie antirétrovirale diminue 1’incidence de la TME du
VIH. Nous émettons I’hypothése qu’en restaurant les compétences immunitaires, la
thérapie augmente la diversité génétique durant la grossesse ce qui, contribue en partie a la

réduction du risque de transmission.



159

Conclusion générale

Ce travail de thése a montré un caractére exceptionnel a bien des égards. L’objectif
principal de cette étude a été de caractériser 4 la fois I’immunité cellulaire anti-VIH et les
populations virales VIH chez la femme enceinte. Ce qui, constitue une avancée importante

“dans la recherche sur la transmission mére-enfant du VIH.

Nous avons montré que de multiples clades du VIH-1 sont entrain d’étre introduits
dans un grand centre urbain d’Amérique du Nord suite a I’influx de nouveaux arrivants
d’origine africaine. Ceci, nous permet de conclure que les cohortes prénatales peuvent
constituer d’importants sites sentinelles pour le suivi de I’introduction et de 1’évolution des

nouveaux variants viraux dans les pays industrialisés.

Nous avons démontré que les femmes enceintes sont capables de monter une
immunité & médiation cellulaire robuste, vigoureuse, multispécifique et a réactivité croisée
contre le VIH. Une découverte qui soutient la théorie d’une absence de dysfonctionnement

sévere de I’immunité cellulaire durant la grossesse.

Nous avons également mis en évidence 1’existence d’une dynamique au niveau des -
quasiespeces VIH durant la grossesse et I’intervalle intergénésique. Les populations virales,
qui varient au cours de la grossesse et entre les grossesses consécutives, sont plus
homogenes en fin de grossesse. La thérapie antirétrovirale augmente la diversité virale, ce
qui nous nous a 'permis de proposer un mécanisme supplémentaire par lequel la prophylaxie

antirétrovirale réduit I’incidence de la transmission mére-enfant du VIH.

Cette étude apporte des éléments scientifiques importants pour le développement de
nouvelles stratégies qui permettront de renforcer le contrdle de la transmission mére-enfant

du VIH.
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