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Sommaire



Les cellules dendritiques (DCs) jouent un rdle primordial au niveau de la
dissémination et de la propagation du virus de l'immunodéficience humaine de
type 1 (VIH-1) lors d’une primo-infection. Suite & une exposition mucosale, le
virus exploite les fonctions immunitaires de la cellule dendritique afin d’étre
transporté aux ganglions lymphatiques pour infecter ses cellules cibles, les cellules
lymphocytes T CD4". Deux modes d’infection de la DC sont connus, en cis et en
trans. Pareillement a ’entrée du VIH dans les lymphocytes T CD4", I’infection en
cis des DCs s’établit grace a la liaison de la protéine d’enveloppe virale gp120
avec le récepteur CD4 et les corécepteurs CCRS et/ou CXCR4 en surface de la
cellule dendritique. Ces liaisons provoquent un changement conformationnel de
gp120, et ultérieurement de gp41 menant a la fusion des membranes et a I’entrée
du VIH dans la cellule dendritique. Le virus peut alors poursuivre son cycle de
réplication et produire des virions infectieux. Lors de I’infection en frans, le virus
exploite les récepteurs d’antigénes a la surface des cellules dendritiques. Plusieurs
récepteurs possédant cette fonction sont exprimés en surface des cellules
dendritiques. Le mieux caractérisé jusqu’a maintenant est DC-SIGN, une lectine
de type-C qui reconnait certains hydrates de carbone. Lié a cette lectine par sa
gp120, le VIH est rapidement internalisé au niveau d’endosomes, protégé contre la
dégradation et les anticorps neutralisants et recyclé a la membrane cellulaire une
fois rendu aux sites riches en lymphocytes T CD4". Bien que les mécanismes
d’échappement du virus a la voie endocytique de la cellule dendritique et du

transfert des virions aux cellules T CD4" par DC-SIGN soient encore inconnus, il



n’en demeure pas moins que I’infection en frans entraine une production virale

fulgurante des lymphocytes T CD4".

Il a été démontré que des molécules inhibitrices de I’entrée du VIH au niveau des
lymphocytes T CD4" empéchaient D’infection de celles-ci, et ce, de facon
synergique. Dans cette étude, nous avons évalué ’effet de ces inhibiteurs, un
inhibiteur de liaison au corécepteur (SCH-C) et un inhibiteur de fusion (T-20) ainsi
que des anticorps dirigés contre DC-SIGN sur I’infection des cellules dendritiques
et par conséquent, la transmission du VIH aux cellules T CD4". Pour ce faire, nous
avons infect¢ des cellules dendritiques avec le virus BAL en présence et en
absence des inhibiteurs. Au jour 3 post infection des cellules T ont été ajouté aux
DCs pour évaluer l'infection en #rans. L'infection a été détectée par la recherche de
l'antigéne p24. Les résultats de cette étude démontrent que les molécules utilisées
parviennent a bloquer P’infection de la cellule dendritique, et que cet effet se

répercute sur I’infection en frans des lymphocytes T CD4".

Mots clés

VIH-1, cellules dendritiques, DC-SIGN, infection en cis, infection en frans,

inhibiteurs d’entrée du VIH-1, SCH-D, T20.
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vii

Dendritic cells play an important role in the dissemination and propagation of
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) during acute infection. Following
mucosal exposition, the virus exploits the immune functions of the DCs in order to
be transported to the lymph nods where it will infect its target cells, the CD4* T
lymphocytes. So far, two pathways of HIV-1 penetration into DCs have been
described resulting in cis- and frans-infection. Similarly to HIV entry in CD4" T
cells, cis-infection of DCs occurs when the gpl120 viral envelope interacts first
with the CD4 coreceptor and then with the CCR5 and/or CXCR4 coreceptor at the
surface of the DC. These binding events trigger conformational changes in gp120
and subsequently to gp41 leading to membrane fusion and to HIV entry in the DC.
The HIV-1 then continues its replication cycle resulting in the production of
infectious virions. During the franms-infection, the virus exploits the antigen
internalization receptors at the surface of DCs. Several receptors harboring this
function are expressed at the surface of DCs. One of the best caracterized is DC-
SIGN, a C-type lectin that recognizes some carbohydrates. Linked to this lectin by
the gp120, HIV is rapidly internalized into endosomes, protected against
degradation and neutralizing antibodies, and recycled at the cellular membrane
once it has reached a CD4" T lymphocytes rich area. Although the mechanisms of
viral release trough the DCs endocytic pathway and of transfer to the CD4" T cells
by DC-SIGN are still unknown, frans-infection of CD4" T lymphocytes results in

an important burst of viral production.



viii

It has been shown that some inhibitors of the HIV entry can block infection of
CD4" T lymphocytes in a synergistic manner. In this study, we have evaluated the
inhibitory effects of a coreceptor inhibitor (SCH-D), a fusion inhibitor (T-20) as
well as antibodies direct against DC-SIGN, on DCs infection, and subquently on
the transmission of HIV-1 to CD4" T cells. Dendritic cells have been infected by
the laboratory virus BAL with or without these drugs. To evaluate frans-infection,
T cells have been added to DCs at day 3 post infection. Infection have been
detected by the search of p24 antigen. The results of our study demonstrate that the
drugs used have been able to efficiently block DCs infection, and that this effect

has a repercussion on the frans-infection of the T CD4" lymphocytes.

Key words

HIV-1, dendritic cells, DC-SIGN, cis-infection, trans-infection, entry inhibitor,

SCH-C, T20.
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1. Introduction



1.1 Introduction générale

Tableau I : Mise a jour de I’épidémiologie du VIH (55)

. Aduats & children Adut Adult &
l&”mﬁm newly infected provalence | child desths
" with HV rate[%]* due to AIDS
| SubSaharan A B0-B2milion | 30-34miion | 15-85 | 22-24milion

North Africa & Middie East

470000 - 730 000

43000 - 67000

0.2-04

3000- 50 000

South and South-East Asia

4.6 - 8.2 million

810 000 - 1.1 mitfion

04-08

330000-530 000

| East Asia & Pacific

100 800 - 1.3 million

150 000 - 270 000

0.1-01

2 000- 58 000

Latin America

1.3 - 1.9 million

120 000 - 180 000

05-0.7

£9000-70000

Caribbean

350 000 - 530 000

45 000- 80 000

19-31

30 000- 50 000

Eastern Ewrope & Central Asia

12 -1.8 million

180 600 - 280 000

0.5-0.9

23000- 37000

Westem Europe

520 000 - 680 000

0.3-0.3

2600- 3400

North America

190 000 - 1.2 million

36 000- 54 000

05-07

1200018 600

Austrafia & Now Zeatand 12 000 - 18 000 700-1000 0.1-01 <100
TOTAL 40 million 5 million 11% Imilfion
[¥4-46 milfon] |  [42-58 milion) 0843 | [5-35milion)

VI SN
LN MC-WORS UM

@3 * The proportion of adufb {16 to 49 years of age] g witt HV/AIDS in 2003, using 2003 popuation numbers

stimin ;he ranges n::nd the eshmates i ihis labie dggg: Il;e boundanes wim';nd which th:nguar m;ombers Ie, based, membest availabb'
information ranges are more precse than fose of previois years, and work is under way b narease even e PrEviSin o
UNAIDS the estmates that willbe published mid-2004

World Heaith
Organization

Tableau I : Statistiques et prévisions régionales du VIH/SIDA 2 la fin de I’année 2003. 1°™ colonne rapporte le nombre
de personnes, adultes et enfants, vivant avec le VIH/SIDA. La 2° colonne présente le nombre de personnes, adultes et
enfants, nouvellement infectées par le VIH. La 3° colonne donne le ratio de prévalence d’infection chez les adultes et la 4°

colonne révéle le nombre de décés chez les adultes et les enfants di) au SIDA.

* La proportion d'adultes (15 a 49 ans) vivant avec le VIH/SIDA établie & partir de la population de 'année 2003.

L'écart entourant les estimations présentes dans ce tableau définit les limites dans lesquelles le nombre actuel se situe,
basée sur les meilleures informations disponibles. Ces écarts sont plus précis que ceux des années précédentes, et
l'organisation mondiale de la santé travaille actuellement dans le but d ‘augmenter la précision des estimés qui seront

publiés mi-2004.




Mondialement, en fin d’année 2003, 40 millions de personnes sont atteintes du
VIH et 3.2 millions de ces cas concernent des enfants (tableau I) (55). En une
seule année, 5 millions de cas de primo-infection ont été répertoriés globalement et
environ 45000 de ces nouvelles infections touchent I’ Amérique du Nord. A la fin
de 1’an 2003, le nombre de personnes décédées des suites du SIDA a été estimé a 3
millions de personnes. Malgré les connaissances cliniques, biologiques et
moléculaires actuelles sur ce virus, nous ne possédons toujours pas le reméde

miracle menant a son éradication. (10,12,55)

Depuis I'utilisation de stratégies de thérapies antirétrovirales combinées, une
diminution du taux de morbidité et mortalité a été observée chez les personnes
atteintes du HIV-1 ces derniéres années (10,12,13). Cependant, ces thérapies ne
sont pas accessibles a tous et ne parviennent pas a éradiquer le virus (10,13). Dans
plusieurs cas, I’effet d’une thérapie permet d’obtenir une réduction du taux d’ARN
viral dans le plasma. Chez certains patients, il est possible de réduire le nombre
sous le seuil de détection (50 copies/ml). Cependant, malgré les effets
suppresseurs de ces thérapies combinées, celles-ci ne parviennent pas a éliminer la
présence du virus de 1’organisme, le principal obstacle: les réservoirs du VIH-1
(10,13,46). Effectivement, le VIH utilise des cellules, en particulier les
lymphocytes T CD4" mémoires latentes afin de s’y cacher et d’induire sa
persistance. Ces cellules sont inactives, silencieuses face au systéme immunitaire
car elles n’expriment aucune protéine virale a leur surface et ont une demi-vie trés
longue, ce qui assure la persistance du virus. D’autres types de cellules peuvent

également servir de réservoir au VIH et contribuer a une réplication virale a bas



bruit en dépit d’une thérapie antirétrovirale efficace. Parmi celles-ci se retrouvent
les cellules dendritiques. Le VIH les utiliserait d’une part pour permettre sa
dissémination dans I’organisme et son transfert a ses cellules cibles et d’autre part,
comme réservoirs latents afin de maintenir sa persistance (46). Puisqu’il n’existe
actuellement aucun moyen efficace pour prévenir I’infection et que les thérapies
antirétrovirales actuelles ne parviennent pas a éradiquer le virus, il s’avére
important de développer des stratégies thérapeutiques qui limiteraient la

propagation du virus et empécheraient la réplétion de réservoirs viraux (12,46).

Etant donné que les cellules dendritiques sont parmi les premiéres cellules ciblées
par le VIH et en partie responsables de la propagation et de la persistance du virus,
nous considérons qu’elles représentent une cible intéressante pour limiter
I’infection (41,53,54). Plusieurs des agents antirétroviraux utilisés jusqu’a présent,
comme les inhibiteurs de la transcriptase inverse et les inhibiteurs de protéase,
pénétrent mal les cellules dendritiques. L’arrivée d’une nouvelle classe
d’antirétroviraux qui inhibent ’entrée du virus dans la cellule pourrait permettre
d’avoir plus d’impact sur I’infection des cellules dendritiques et également de

mieux comprendre I’entrée du virus au niveau des cellules dendritiques (37).

Plusieurs inhibiteurs, derniérement développés, ciblent chaque étape du processus
d’attachement et de fusion du virus a la cellule (10,11,13,39,41). Nous avons donc
émis I’hypothése que bloquer simultanément toutes les voies de pénétration du
VIH-1 dans la cellule dendritique aurait des conséquences notables sur la

dissémination virale et la propagation du virus ainsi que la régénération de



réservoirs viraux. L’objectif principal de notre étude consiste a caractériser
I’interaction d’agents inhibiteurs du VIH-1, utilisés en agents uniques ou en
combinaisons, sur ’infection en cis et en trans des cellules dendritiques dans un
modéle in vitro. Le présent mémoire est structuré de fagon a vous présenter
d'abord une revue de littérature compléte de la théorie ayant servie & formuler
notre hypothése, suivie par l'article précisant la méthodologie utilisée et les

résultats obtenus au cours de cette étude.

1.2 Virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

1.2.1 Généralités

Figure 1: Virion du VIH-1 (28)

transcriptase
inverse

enveloppe

Figure 1: Virion du VIH-1. Le dessin représente le virus de l'immunodéficience humaine de type 1. La transcriptase
inverse, I'intégrase et la protéase qui sont les enzymes du virus, sont enfermées dans le virion et sont schématisées dans la
capside virale. En réalité le virion contient plusieurs exemplaires de ces enzymes. Le VIH est un virus enveloppé, et gp120
et gp41 sont 2 sous unité de sa protéine d'enveloppe. Certaines protéines de structure du virus ne sont pas représentées.




Le VIH est un virus qui a été découvert en 1983 par Montagnier et Gallo, a partir
de patients présentant des lymphadénopathies. Puisqu’il posséde une transcriptase
inverse, il a été associé a la famille des rétroviridae. C’est seulement en 1986 qu’il
a re¢u le nom du virus de I’immunodéficience humaine et qu’il a été classifié dans
la sous-famille des lentiviridae. C’est un virus enveloppé comportant un génome a
ARN simple brin, de polarité +, d’environ 9.8kb et qui est encapsidé. Le génome
code pour des protéines structurales (gag, pol, env), auxiliaires (tat, rev) et
accessoires (nef, vif, vpr, vpu), dont tat, nef et rev sont des protéines précoces.

(Figure 1) (28,33)

La transmission des particules virales s’effectue majoritairement lors des relations
sexuelles (liquide génitaux), mais elles peuvent également étre transmisses via le
sang et/ou de la mere a ’enfant (grossesse, accouchement, allaitement). Le virus
est véhiculé par des cellules lymphocytaires T CD4" infectées ou est a 1’état libre
dans les liquides organiques (sang, sperme, fluide vaginal et le lait). Deux types de
VIH sont actuellement connus, le VIH-1 et VIH-2, dont 40% de leur génome est
commun. Le VIH-1 est la souche la plus répandue dans le monde, et par
conséquent, responsable de la majorité des cas de SIDA. Le VIH-1 est la
principale souche de I’Amérique du Nord, contrairement au VIH-2 qui est

endémique en Afrique de 1’Ouest. (15,28,55)

Cliniquement, ce virus cause le syndrome de I’immunodéficience acquise (SIDA).
La maladie s’étend sur une longue période de temps et est divisée en trois stades.

L’infection aigué& provoque un état grippal ressemblant & la mononucléose et est



caractérisée par une grande quantité de virus dans le sang, une chute du nombre de
cellules T CD4" et une augmentation des T CD8". Ce stade est suivi par la
séroconversion, causant une réduction de la virémie et une augmentation des
cellules T CD4", menant a la phase de pseudo latence. Cette seconde phase est
asymptomatique. Elle peut durer de 3 a 15 ans et plus. Pendant ces années, il y a
un déclin progressif de la fonction et du nombre de cellules T CD4". La phase de
latence clinique se termine lorsque le patient ne posséde pratiquement plus de
cellules T CD4", moins de 200 cellules/ml. Le patient entre alors dans le stade
terminal de la maladie, la phase SIDA, ou apparaissent les infections opportunistes
(pneumonies, cancers, etc.) menant a la mort du patient en 1’absence de traitement.

(28,33)

1.2.2 Cycle d’infection du VIH-1

Pour établir son infection et produire des particules virales, le virus doit
absolument pénétrer et s’intégrer dans le génome de cellules permissives. Les
lymphocytes T CD4" sont les cellules cibles du VIH car elles expriment & leur

surface les récepteurs requis pour 1’attachement et I’entrée du virus. (15,28,33)



Figure 2 : Attachement et pénétration du VIH-1 (1)
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Figure 2: Attachement et pénétration du VIH-1. 1= Le virus s'attache & la membrane cellulaire de sa cellule cible par la
liaison de la sous-unité gp120 de sa protéine d'enveloppe au récepteur CD4 en surface de la membrane cellulaire de la
cellule T. 2= Cette liaison provoque un changement de conformation dans gp120 qui promouvoit sa liaison au corécepteur
de chémokines CCR5 ou CXCR4. 3= Cette seconde liaison change la conformation de gp41 qui expose le peptide de
fusion, lequel s'insert dans la membrane de la cellule T. 4<% La membrane virale et cellulaire se fusionne permettant au virus
de pénétrer dans le cytoplasme de la cellule.

La liaison de la protéine virale env gpl20 au récepteur CD4 en surface des
lymphocytes T assure 1’attachement du virus a la cellule (42) (figure 2). Cette
liaison induit un changement conformationnel au niveau de gp120 créant un site
de liaison de haute affinité avec les récepteurs de chémokines (CCRS et/ou
CXCR4) (42). Le récepteur de chémokine utilisé par le VIH détermine son
tropisme (33). Il y a donc les souches R5, X4 et a double tropisme (15,28). Cette
seconde liaison est cruciale car elle provoque un changement conformationnel au

niveau de gp41 qui expose le peptide de fusion. Le peptide peut alors pénétrer la



membrane cellulaire et catalyser la fusion des deux membranes, menant a I’entrée
du génome viral dans le cytoplasme (42) (figure 2). S’en suit une cascade
d’événements menant a la transcription de ’ARN génomique viral en ADN
génomique par la transcriptase inverse (RT) et I’intégration de I’ADN génomique
viral dans I’ADN cellulaire par I’intégrase (IN). L’ ADN est par la suite transcrit en
ARN viral. Le génome et les protéines virales sont ensuite associés a la membrane

plasmique et les virions sortent de la cellule par bourgeonnement (15,28,33).

1.3 Les cellules dendritigues

1.3.1 Généralités

Les cellules dendritiques ont été découvertes par I’équipe de Ralph Steinman dans
les années 70s (53). Elles représentent une population hétérogéne et se distinguent
les unes des autres par 1’origine de leurs précurseurs, soit lymphoide ou myéloide
(51,53). Ce faisant, elles présentent des différences autant au niveau de leur
phénotype, leur localisation que de leurs fonctions. Les cellules dendritiques
originaires de la moelle osseuse représentent 1 a 2% de la population cellulaire
totale (25). De fagon générale elles résident dans les tissus périphériques qui sont
en contact avec ’environnement, soit la peau et les muqueuses (3,26,27,51). Les
cellules de Langerhans (LC) sont les cellules dendritiques qui colonisent
I’épiderme et les cellules dermiques, les muqueuses pluristratifiées tel le vagin, le

col de 'utérus, le rectum et la lamina propria (26,61). Il n’y a pas de marqueurs
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cellulaires qui sont spécifiques a la cellule dendritique, cependant on distingue les
Langerhans par ’expression de E-cadherin, de Langerin (CD207) et par la

présence de granules de Birbeck (29,60).

1.3.2 Fonctions

Pendant plusieurs années, les immunologistes ont cru que les réponses
immunitaires étaient induites lors de la rencontre entre un antigéne et un
lymphocyte. Cependant, comme cette rencontre ne menait pas toujours a
I’'immunité, les chercheurs de 1’époque ont soupgonné qu’une cellule accessoire
devait étre impliquée, a titre d’initiateur et modulateur de la réponse immunitaire.
Bien que les cellules de Langerhans aient été identifiées dans la peau en 1868,
c’est seulement lors de la caractérisation des cellules dendritiques en 1975 que
cette fonction leur fiit attribuée, 4 partir de quoi elles se sont fait assigner le titre de

cellules présentatrices d’antigénes (CPAs). (3)
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Figure 3 : Fonctions immunologiques des cellules dendritiques (18)

= pathogen

precursor DC L o= ~
/jg/%" (& 2 "%iimmature DC

>

blood vessel %@\
®e
lymph
8 A 8 ©®e%
O]

\ effector T cells
< - Ol /

lymph node

Figure 3: Fonctions immunologiques des cellules dendritiques dans le syst¢éme immunitaire. Les précurseurs des DCs
migrent du sang aux organes périphériques afin de surveiller les tissus contre l'invasion de pathogénes. Suivant leur entrée,
les pathogénes sont captés par la DC résultant en sa maturation et sa migration vers les ganglions lymphatiques via la
lymphe. Ainsi, la DC mature présente les antigénes dérivés des pathogénes aux cellules T naives, et les cellules T
spécifiques 4 I'antigéne sont activées via leurs TCRs. Ces cellules T proliférent et migrent jusqu'aux tissus infectés afin
d'effectuer leurs fonctions effectrices.

En absence d’agression, les cellules dendritiques agissent comme sentinelles au
niveau du sang, de la lymphe, des tissus périphériques et des organes lymphoides
secondaires, a la recherche d’antigenes (25,26,60). Suite au contact avec
I’antigéne, une cascade de signaux intracellulaires enclenche I’activation de la
cellule dendritique. La cellule dendritique débute alors sa maturation et sa
migration vers les organes lymphoides secondaires. Rendue dans les régions riches

en cellules T, la cellule dendritique expose un antigéne dégradé en peptides
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antigéniques via son CMH et interagit avec le TCR de la cellule T spécifique a

’antigéne, enclenchant ainsi une réponse immunitaire (3). (Figure 3)

Les cellules dendritiques sont les meilleures cellules présentatrices d’antigénes
(3,25). Par leur capacité a capter I’antigéne, a le dégrader en peptides antigéniques
et a migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques, les cellules dendritiques sont 1’une
des rares CPAs capables d’activer les cellules T naives. De plus, le potentiel
stimulateur des cellules dendritiques est énorme comparativement aux autres
CPAs. L’expression des molécules de CMH est 10 a 100 fois supérieure sur les
cellules dendritiques, expliquant la faible quantité de cellule dendritique (1DC
pour 100 a 3000 cellules T) et d’antigéne (pico/nanomolaire) requis pour induire
une réponse efficace en cellules T (3). Finalement, I’augmentation de 1’adhésion
entre les deux types cellulaires grice a ’expression de molécules accessoires
(CD58, CD54, CD86, etc.) en surface des cellules dendritiques, leur permet
d’interagir plus étroitement avec les cellules T et ainsi obtenir une meilleure

signalisation (3,25,51,53).

1.3.3 Immatures versus matures

Les cellules dendritiques assument ces différentes tdches dépendamment de leur
état de différenciation, leur phénotype (61). Dans la majorité des tissus, elles sont
présentes sous un phénotype immature. Elles expriment & leur surface un HLA-
DRinemédiaire Tyg3- Cpggfaitle Cpgots faible cpgqies fiible CCR5* CXCR4%E

et une forte concentration de compartiments intracellulaires riches en CMH de
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classe II (MIICs) (3,8,29). Les cellules dendritiques immatures se spécialisent dans
la capture et Dinternalisation de 1’antigéne (53,61). Elles peuvent agir par
phagocytose, macropinocytose et par endocytose (grice a leurs récepteurs lectin de
type-C) (3,36,65). Une fois I’antigéne capteé, celui-ci entre dans la voie endocytose
de la cellule. Il est ensuite dirigé vers les MIICs, structures endosomales tardives
contenant les produits HLA-DM/H-2M qui augmente la liaison du peptide au

CMH, pour former les complexes peptide-CMH (3).

Le signal de maturation enclenché, la cellule dendritique perd aussit6t sa capacité
a capturer I’antigéne et se met a assembler des complexes peptide antigénique-
CMH (3,53). Pendant son processus de maturation, la cellule dendritique migre du
site inflammatoire vers les tissus lymphoides (foie, ganglions lymphatiques), les
MIICs se convertissent en vésicules non-lysosomales et déchargent leurs
complexes peptide-CMH a la surface cellulaire (3). Rendue a destination, la
cellule dendritique atteint la maturation compléte, c'est-a-dire; expression des
molécules d’adhésion, de costimulation, des corécepteurs (HLA-DRY*¢, CD83",
CD86"*, CD80*, CD4p™emediaire  cCR5%b of CXCR4") et relachement de
cytokines, ce qui lui permet d’attirer et d’interagir avec les cellules T (3,8,25,29).
Le clone T CD4" dont le TCR est spécifique a I’antigéne exposé par la cellule
dendritique, s’active, enclenchant ainsi une réponse immunitaire spécifique:
activation des cellules B pour la formation d’anticorps, des macrophages pour le
reldchement de cytokines et interactions avec les cellules cibles infectées pour les

détruire (3).
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1.3.4 Implication dans la pathogénése de certains micro-organismes

Plusieurs pathogenes ont développé des moyens leur permettant d’utiliser les
cellules dendritiques comme porte d’entrée sécuritaire pour leur infection
(2,25,26). Parmi ces pathogeénes s’y retrouvent Candida albicans, le virus de
I’hépatite C (HCV), Mycobacterium tuberculosis, le virus de dengue et le virus de

I’'immunodéfience humaine (VIH) (7,22,40,43,54,59,63).

Bien malgré elle, la cellule dendritique est fortement susceptible d’étre utilisée par
certains pathogeénes (65). Ses caractéristiques en font une cible de choix. Tout
d’abord, la cellule dendritique est localisée dans les tissus qui sont a P’interface
avec I’environnement, elles sont donc 1’une des premiéres cellules rencontrées par
le micro-organisme qui pénétre dans le corps humain (64). Ensuite, étant une CPA,
la cellule dendritique posséde plusieurs récepteurs d’internalisation d’antigéne a sa
surface. A la moindre réaction inflammatoire, quelle soit la réponse a un antigéne
local ou a des stimuli quelconques, la cellule dendritique capte 1’antigéne, s’active
rapidement et migre aussitot des vaisseaux lymphatiques afférents aux sites riches

en lymphocytes afin d’y induire une réponse immunitaire spécifique (36,53).

Pour les pathogenes, les cellules dendritiques représentent une menace éminente a
leur survie. Plusieurs recherches démontrent que certains pathogénes auraient
acquis la capacité d’utiliser les cellules dendritiques a leur fin, suite a leur capture
par les lectines de type-C (CLR) 4 la surface des DCs (11,34,22,64). A la base, ces

lectines procurent une arme clé au systéme immunitaire inné. En reconnaissant des
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hydrates de carbone (D-mannose, L-Fucose et N-acetyl-glucosamine) qui ne sont
pas exprimés sur les protéines extracellulaires des mammiféres, elles sont
capables, sur la base de leur surface en saccharides, de lier les pathogénes tels les
bactéries Gram positives ou négatives, les levures et certains virus (2,22,61,62,64).
Théoriquement, une fois li€ 4 une CLR, le pathogéne entre dans la voie
endocytique de la cellule dendritique afin d’étre dégradé en peptide antigénique
(61). Etonnamment, divers pathogénes, par un mécanisme d’action encore
inconnu, parviennent & échapper a la dégradation et ainsi déjouer le systéme
immunitaire (64). L’intérét de cibler les cellules dendritiques différe selon le type
de pathogéne. Le virus de dengue cible une CLR a la surface des DC immatures
afin d’échapper a la voie endocytique et infecter la DC (40). Mycobacterium
tuberculosis utilise la cellule dendritique afin d’assurer sa survie et d’établir sa
persistance. En modulant les fonctions de la cellule dendritique, Mycobacterium
tuberculosis empéche sa maturation et par conséquent la sécrétion de cytokines
anti-inflammatoires (63). Pour d’autres, majoritairement de type viral, ’utilisation
des cellules dendritiques assure leur transport jusqu’a leurs cellules cibles (54,63).
Par exemple, la capture du VHC par une CLR contribue a 1’établissement de son
infection et de sa persistance par la délivrance des virus au foie et la modulation
des fonctions de la DC (45). Et finalement, la liaison du VIH-1 par une CLR en
surface des cellules dendritiques représente l’initiation et la propagation de

I’infection (60,63).
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1.4 Les cellules dendritiques et le VIH-1

1.4.1 Infection en cis versus frans

Depuis les derniéres années, plusieurs équipes de recherches travaillent sur
I’implication des cellules dendritiques dans la propagation de I’infection a VIH -1.
Comme la majorité des primo-infections a VIH se transmettent via les muqueuses,
les cellules dendritiques sont fortement soupgonnées d’étre parmi les premiéres
cellules ciblées par celui-ci. Actuellement, deux modes d’infection sont connus; en

cis et en trans (19,21) (Figure 4).

Figure 4 : Infection en cis et en trans des cellules dendritiques par le VIH-1 (52)
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Figure 4: Infection en cis et en trans des cellules dendritiques par le VIH-1. L'infection en trans, c'est la voie dépendante
de DC-SIGN qui ne distingue pas les souches virales a tropisme R5 des X4. Par exemple, les DCs présentent dans les
muqueuses peuvent capter des virions via DC-SIGN, les transporter jusqu'aux ganglions lymphatiques et les transmettre aux
cellules T CD4*. L'infection en cis, c'est la production virale par la DC, suite a l'entrée du virus via le récepteur CD4 et les
corécepteurs CCR5/CXCR4.
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L’infection en cis est l’infection de la cellule dendritique par le VIH-1.
Pareillement a I’entrée du VIH-1 dans les lymphocytes T CD4", elle survient suite
a la liaison de la protéine virale gp120 avec le récepteur cellulaire CD4 et les
corécepteurs CCRS5 présents sur la cellule dendritique (24,47). Cette liaison induit
des changements de conformation permettant alors une fusion des membranes et
I’entrée du virus dans la cellule (4). Les cellules dendritiques immatures sont
infectées par des souches de VIH-1 de type R5 (29,61). Ceci s’explique
probablement par le fait qu’elles n’expriment pas ou trés faiblement, le récepteur
de chémokines CXCR4 (6,23,66). La notion de réplication virale du VIH-1 dans
les cellules dendritiques est un point trés controversé. Bien que certains chercheurs
dont Pope, Granelli-Piperno, Blauvelt, Reece et Rubbert aient démontré une
infection productive des cellules dendritiques, il ne faut pas oublier que I’infection
des cellules dendritiques demeure relativement faible comparativement aux

cellules T CD4™ activées (6,8,23,24,26,61).

L’infection en frans est définie comme étant la transmission du VIH-1 aux
lymphocytes T CD4" par les cellules dendritiques, suite 4 1’attachement du virus
aux cellules dendritiques et a son transport jusqu’aux ganglions lymphatiques
(19,50,60). La notion d’un 2° «pathway», c’est a dire un mécanisme de liaison de
la gp120 indépendant & CD4 est apparu dans les années 90s suite aux travaux des
équipes de Schmitt et Dezulter-Dambuyant réalisées sur les cellules de Langerhans
(9,61). En 1997, Blauvelt et ses collégues ainsi que Weissman et Fauci ont révisé
le concept d’un 2° mécanisme de liaison de la gp120 sur les cellules dendritiques

dérivées des monocytes (MDDCs) et ont spéculé qu’une lectine de type C, le
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récepteur de mannose des macrophages (MMR), devait probablement étre
impliqué dans la capture et le transfert du virus aux lymphocytes T CD4*
(6,65,66). Leur hypothese était appuyée par I’étude de Larkin en 1989 réalisée sur
les macrophages et surtout par celle de Curtis en 1992 qui avait découvert une
CLR, & partir d’une librairie d’ADNc du placenta, capable de lier la gpl120
indépendamment de CD4, qu’ils avaient nommé CCL-11 pour «Curtis C-type

lectin clone 11» (11,34).

Plusieurs études ont ensuite été réalisées dans le but de clarifier ce 2° mécanisme.
Bien qu’encore aujourd’hui il soit trés peu connu, I’identification de DC-SIGN par
I’équipe de Geijtenbeek a €lucidé une partie du phénoméne (20). Selon leurs
travaux, DC-SIGN, précédemment nommé CCL-11, serait responsable de la
liaison du VIH-1 par les cellules dendritiques et de son transfert aux lymphocytes
T CD4" (19). Depuis, plusieurs autres CLRs ont été identifiées en surface des
cellules dendritiques et certaines, autres que des MMRs, peuvent également lier le

VIH-1 (5,18,60,62).
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1.4.2 DC-SIGN

1.4.2.1 Généralités

Figure 5 : Schématisation de la molécule DC-SIGN (44)
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Figure 5: Schématisation de la molécule DC-SIGN. La structurc des domaines telle qu'identifiée par I'analyse des
séquences. La molécule DC-SIGN est organisée par domaines; le N-Terminal (N-Ter) précédé par la portion
transmembranaire et cytoplasmique de la molécule, la région répétée et le domaine lectine. Le domaine lectine est la région
qui reconnait les hydrates de carbone (CRD).

DC-SIGN & été découvert sur les cellules dendritiques dérivées des monocytes
(MDDCs) par I’équipe de Geijtenbeek en 1’an 2000 (20). Celui-ci avait observé
I’expression d’une grande quantité d’ICAM-3 en surface des cellules T.
Considérant ’interaction entre les lymphocytes T et les cellules dendritiques,
I’équipe de Geijtenbeek a vérifié si ICAM-3 était impliqué dans la liaison des deux
cellules. Par des essais d’adhésion a des billes recouvertes d’ICAM-3 fluorescent,

ils ont observé par cytométrie en flux que les cellules dendritiques liaient
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fortement cette molécule. Ensuite, ils ont observé que la liaison était inhibée par la
présence d’EDTA ainsi que des anticorps dirigés contre ICAM-3 et non par des
anticorps dirigés contre les PB2-intégrines, les sous unités B ou toutes autres
intégrines (20,50). Ils ont ainsi conclu que la liaison entre les cellules dendritiques
et les cellules T était spécifique a ICAM-3 et qu’elle reposait sur un mécanisme
indépendant des intégrines requérant la présence du Ca®". Bien qu’elle ait autrefois
été baptisée CCL-11 par Curtis et ses collegues, avec la découverte de ses
propriétés d’adhésion et de son expression sur les cellules dendritiques, elle a été
renommé DC-SIGN pour «dendritic cell specific ICAM-3 grabbing non-integrin»

(11,20).

DC-SIGN est une protéine transmembranaire de type II de 404 acides aminés
comportant trois domaines distincts (22). Un domaine cytoplasmique N-Terminal
de 40 acides aminés, une région répétée de 7 motifs complets de 23 acides aminés
et un motif incomplet ainsi qu’un domaine externe lectin de type C reconnaissant
les hydrates de carbone (CRD), principalement le mannose (4,19,20,43,52) (figure
5). DC-SIGN est fortement exprimé sur les cellules dendritiques immatures des
mugqueuses, diminuant en nombre lors de leur maturation et absent sur les cellules
de Langerhans (19,27,49,62,64). 1l posséde donc la capacité de lier un micro-
organisme, un antigéne et de le mener dans la voie endocytique de la celiule
dendritique (22,64). DC-SIGN possede, dans sa queue cytoplasmique, 2 motifs
d’internalisation (dileucine) qui lui permettent d’étre constitutivement internalisé
dans des endosomes précoces et recyclé ensuite a la membrane (14,18,60). Durant

le recyclage, le ligand (antigéne) est reldché dans 1’enveloppe acide de 1I’endosome
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pour sa dégradation et son interaction éventuelle avec les CMH de classe II

(14,18).

1.4.2.2 Fonctions immunologiques

Figure 6 : Interaction entre DC-SIGN et ICAM-2/3 (22)
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Figure 6A: Migration (ICAM-2). DC-SIGN contrdle plusieurs fonctions des DCs afin d’élaborer une réponse immunitaire.
Le transport des précurseurs des cellules dendritiques du sang aux tissus est partiellement induit par DC-SIGN. DC-SIGN
facilite 4 la fois le roulement des cellules DC-SIGN" le long des surfaces exprimant ICAM-2, l'adhésion des DCs a
I'endothélium et la migration trans-endothéliale, ou I'arrét est conclu par I'interaction d'intégrines.

Figure 6B: Interaction cellule dendritique et cellule T (ICAM-3). L'interaction initiale entre la DC et la cellule T est
maintenue par des interactions transitoires entre DC-SIGN et ICAM-3. Cette interaction facilite la formation de l'interaction
de faible avidité¢ LFA-1/ICAM-1 et le balayage du répertoire de peptides antigéniques présentés par le CMH.
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B : Interaction cellule dendritique et cellule T (ICAM-3)
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DC-SIGN contribue également aux fonctions immunitaires de la cellule
dendritique au niveau de sa migration et de son interaction avec les cellules T via
ICAM-2/3 (14,22). L’expression constitutive d’ICAM-2 sur I’endothélium des
vaisseaux sanguins et lymphatiques, permet d’une part le roulement des cellules
dendritiques le long des vaisseaux et d’autre part, sa migration transendothéliale
du sang vers les tissus périphériques et de la lymphe vers les tissus lymphoides
(figure 6A) (18,22). Lors d’une inflammation, I’interaction de DC-SIGN avec
ICAM-2 permet a la cellule de se rendre au site d’inflammation, et une fois
’antigéne capté, de migrer aux ganglions lymphatiques pour présenter le peptide
antigénique au TCR de la cellule T. ICAM-3, exprimé sur les cellules T permet
cette interaction (18,22). Des molécules d’adhésion et de costimulation sont

requisses pour permettre une jonction stable et efficace entre les deux cellules
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(25). La liaison entre DC-SIGN et ICAM-3 serait responsable du contact initial
entre les deux cellules (52). Elle permettrait une interaction transitoire (de faible
affinité) entre la cellule dendritique et de nombreuses cellules T jusqu’a ce qu’il y
ait engagement du TCR. Une fois le TCR engagé, il y a augmentation de 1’avidité
dans I’interaction des molécules d’adhésion et de costimulation permettant un

contact beaucoup plus stable, étanche (14,18,19). (Figure 6B)

1.4.3 DC-SIGN et VIH-1

Figure 7 : Infection en trans et en cis via DC-SIGN (18)
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Figure 7: Infection en trans et en cis via DC-SIGN. Le VIH-1 interfére avec la voie d'internalisation de DC-SIGN,
résultant en une augmentation de l'infection en trans des cellules T. DC-SIGN peut également agir comme récepteur
antigénique, cependant, le VIH-1 peut échapper a l'internalisation tardive et a la dégradation par les endosomes tardifs, et
poursuivre son cycle de réplication dans la DC,
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DC-SIGN est un facteur d’attachement universel pour les lentivirus de type
primate car il lie autant le VIH-1, le VIH-2 et le SIV de type R5, X4 ou a double
tropisme (19,43,64). Le mécanisme par lequel le VIH-1 déjoue le rdle fonctionnel
de DC-SIGN demeure encore inconnu (22,64). Actuellement, certaines hypothéses
sont émises sur I’implication de DC-SIGN dans I’infection en frans des cellules T
CD4" par le VIH-1. Dans un premier temps, il se pourrait, qu’une fois lié¢ au VIH-
1, DC-SIGN soit rapidement internalisé sous la membrane plasmique de la cellule
dendritique (16). Le complexe demeurerait internalisé tout au long de la migration
des cellules dendritiques et se recyclerait & la surface rendu aux ganglions
lymphatiques (figure 7) (18). Tout au long de la migration, DC-SIGN semble
protéger le virus contre la dégradation, I’inactivation et les anticorps neutralisants
(4,19,52,64). Comment? La premiére hypothése suppose que la liaison de DC-
SIGN a I’enveloppe gpl20 altére la conformation générale de 1’enveloppe
affectant ainsi la réaction des anticorps (4). La deuxiéme estime que DC-SIGN
prévient la liaison des anticorps neutralisants par encombrement stérique ou en
réduisant I’accessibilité a la gp120 en rapprochant le virus de la surface cellulaire
(4). Somme toute, comme 1I’a démontré 1’équipe de Geijtenbeek par micrographies
de sections de tissus, le virus attaché au DC-SIGN demeure sous une forme
infectieuse et transférable aux lymphocytes T CD4" pendant plusieurs jours (4,18).
Le mécanisme de transfert du virus aux lymphocytes T CD4" est également
incertain (21,44,67). Certains supposent que les DC-SIGN sont recyclés au méme

endroit, ce qui concentre les particules virales les rendant plus accessibles pour
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interagir avec les CD4 et les corécepteurs des cellules T lors des

jonctions/synapses immunologiques (figure 7) (18,38).

Figure 8 : Infection en cis via DC-SIGN (4)

DC-SIGN

Paroi de la cellule dendritiqgue

Figure 8: Infection en cis via DC-SIGN. Représentation schématique de l'interaction entre le VIH-1 et DC-SIGN. La
liaison du VIH-1 au DC-SIGN méne a I'infection en trans des cellules T CD4", corécepteur”, cependant, une infection en cis
est également soupgonnée. La liaison du virus au DC-SIGN pourrait accroitre I'entrée du virus dans la cellule dendritique.
ND, domaine N-terminal; RD, domaine répété; CDR, domaine reconnaissant les hydrates de carbone.

Il y a également une infection en cis qui est supposée a partir de la liaison du VIH-
1 au DC-SIGN (18,35). Par exemple, si le virus se libére du DC-SIGN et
s’échappe de I’endosome, il devient libre dans le cytoplasme de la cellule
dendritique et peut par la suite mener & une production virale (figure 7). D’un autre
coté, Geijtenbeek et ses collégues croient que la liaison de gp120 & DC-SIGN
pourrait induire un changement conformationnel dans gp120 qui la rendrait plus
efficace pour interagir avec CD4 et les corécepteurs en surface des cellules

dendritiques et ainsi promouvoir son infection en cis (figure 8) (18). D'ailleurs, ils
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considérent également que la probabilité d’infection en cis des cellules
dendritiques est augmentée par I’exposition concentrée des particules virales a sa

surface suite a leur liaison 8 DC-SIGN (22).

1.5 Inhibiteurs de P’infection 2 VIH

Figure 9 : Schéma des sites d’action des agents antirétroviraux actuels (13,39)

\7 CD4 Receptor
&4 HIV Proviral DNA

L Reverse
Transcriptase

Integrase

Figure 9: Schéma des sites d'action des agents antirétroviraux actuels. La majorité des agents antirétroviraux licenciés
au Canada ciblent des enzymes du cycle de réplication du VIH-1, soit la réverse transcriptase et la protéase.
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1.5.1 Généralités

Plusieurs progrés ont été réalisés dans le développement de thérapies
antirétrovirales (ART) (10,13). Jusqu’a présent, plus d’une quinzaine de drogues
antirétrovirales sont licenciées et utilisées chez les patients atteints du VIH (12).
Depuis, la qualité et la durée de vie des personnes atteintes ont fortement
augmenté dans les régions ou les drogues sont disponibles et abordables.
Toutefois, I’utilisation de la ART thérapie n’est pas sans conséquences.
L’inaccessibilit¢ de ces drogues aux habitants des pays sous-développés, les
problémes de tolérance et d’effets toxiques & long terme sur les individus, la
présence de réservoirs viraux latents et 1’apparition de résistance a ces drogues
justifient le besoin d’élaborer de nouveaux inhibiteurs (10,12,13,32). Par exemple,
des stratégies préventives tel I’inoculation de vaccins ou I’application de crémes
topiques microbicides lors des relations sexuelles pourraient contrecarrer les
problémes de toxicité et d’accessibilité aux drogues et par le fait méme, réduire
I’étendue de I’infection a VIH (39). Comme le démontre la figure 9, la majorité
des drogues existantes cibles directement le virus, c’est-a-dire, I’'une des étapes de
son cycle de réplication; soit la transcriptase inverse (RT), ’intégrase (IN) et la
protéase (P), dans le but de bloquer la production virale et I’infection de nouvelles
cellules (12,32,42). Conséquemment, certaines souches de VIH sont maintenant
résistantes & plusieurs de ces agents antirétroviraux. Afin de surmonter cet
obstacle, au cours des derniéres années est apparue une nouvelle approche
thérapeutique interférant avec I’entrée du VIH dans les cellules. Cette approche

offre I’avantage de cibler différents intermédiaires impliqués dans le processus
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d’attachement et d’entrée du virus, comprenant a la fois les récepteurs cellulaires
et leur ligand viral (10,13,39,41,42). L’intérét d’élaborer les recherches sur cette
nouvelle classe d’agents antirétroviraux est de parvenir a les combiner aux agents

existants afin de complémenter I’action dirigée contre la réplication virale. (12)

1.5.2 Nouvelle classe d’agent antirétroviraux

1.5.2.1 Généralités

Tel que mentionné dans le paragraphe 1.2.2, plusieurs étapes sont nécessaires a
I’entrée du virus dans une cellule permissive. Briévement, le virus s’attache a la
cellule par I’interaction entre sa protéine d’enveloppe gpl20 et le récepteur
cellulaire CD4 (10,13,39). La gp120 lie ensuite un corécepteur de chémokine en
surface de la cellule, soit CCRS et/ou CXCR4. Cette derniére liaison provoque un
changement conformationnel dans gp4l qui expose le peptide de fusion, lui
permettant de pénétrer la membrane cellulaire (10,13,39). Par la suite, le premier
domaine hélicoidale de gp41 se repliera sur le second, en forme d'épingle a
cheveux, ce qui meénera a la fusion des deux membranes et & 'entrée du virus dans
le cytoplasme cellulaire (12,32,42). La nouvelle classe d’agents antirétroviraux
cible donc I’une ou I’autre de ces étapes. Les agents, énumérés dans le tableau II,
sont divisés en 2 groupes; les inhibiteurs d’attachement qui interagissent soit avec
le récepteur cellulaire CD4, les corécepteurs CCRS et/ou CXCR4 ou le ligand viral
gp120, et les inhibiteurs de fusion qui bloquent la fusion des deux membranes

(10,13,39,41).
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Tableau II : Liste des agents antirétroviraux ciblant I’entrée du VIH (12,32,42)

peptidiques de type
D

Inhibiteurs Caractéristiques Phase d’étude | Route Commentaires
d’administration
Agents ciblant l'interaction CD4-gp120
CDd4s-IgG  (PRO | Récepteur cellulaire Clinique Injectable Y2 plus longue que ces
542) soluble prédécesseurs
PRO 2000 Polymére naphtaléne Clinique Topique Microbiocide:liaison non-
sulfonate spécifique au CD4
Cyanovirin-N Petite protéine issue des | Pré clinique Topique Microbiocide:lie
cyanobactéries spécifiquement la
gp120;propriétés
inflammatoires et
immunologiques inconnues
BMS-806 Petite Molécule Clinique Oral —
Agents ciblant le CCR5
AOP-RANTES Molécules dérivées de | Pré-clinique Injectables et Faible biodisponibilité Faible
NNY-RANTES la chémokine CCR5 Topiques signal inducteur
9-68 RANTES Pas spécifique 8 CCRS
3-68 RANTES
Met-RANTES
Schering C Petite molécule non- Pré-clinique Oral Grande biodisponibilité
peptidique Spécifique 8 CCRS
Schering D Petite molécule non- Pré-clinique Oral Grande biodisponibilité
peptidique Spécifique a CCR5
TAK-779 Petite molécule non- Pré-clinique Injectable Spécifique pour CCRS
TAK-220 peptidique
UK427-857 Petite molécule non- Clinique Oral Spécifique pour CCRS
peptidique
Agents ciblant le CXCR4
SDF-1 variant Molécule dérivée de la | Pré-clinique Injectable Faible biodisponibilité
chémokine CXCR4 Faible signal inducteur
T-22 Peptide de 18 acides Pré-clinique Injectable Faibles cinétiques
aminés pharmacologiques prédites
Faible biodisponibilité
Forte charge positive net
Actif contre les virus résistants
4 AMD-3100
T-134, T-140 Peptide de 14 acides — Injectable —
aminés
ALX40-4C Peptide de 9 acides Pré-clinique Injectable Cinétiques pharmacologiques
aminés de type D approuveées
Faible biodisponibilité
Forte charge positive net
Actif contre les virus résistants
a AMD-3100
AMD-3100 Petite molécule Phase 11 Injectable Faible biodisponibilité
bicyclam Forte charge positive net
Interactions non-spécifiques
possibles
Agents ciblant CCR5 et CXCR4
NSC 651016 Petite molécule Pré clinique Injectable Cible une large variété de
récepteurs de chémokines
Agents ciblant la gp41 virale
T1-20 Peptide de 36 acides Clinique, Injectable Faible biodisponibilité
aminés phase III Développement de virus
terminée résistants
IQN17 et Dérivés peptidiques Pré clinique Injectable Potentiel limité
inhibiteurs




30

1.5.2.2 Inhibiteurs d’attachement

Plusieurs molécules ciblent la liaison CD4-gp120. Certaines, tels les préparations
solubles de CD4 préviennent I’attachement du virus au récepteur CD4 en se liant a
la gp120 (10,13,39,41). Elles ont toutefois peu d'efficacité clinique. D'autres ont la
forme d'anticorps monoclonal tétramérique qui lie gpl120 et ont démontré une
certaine activité antivirale au cours d'essais cliniques de Phase II. Elles sont
toutefois injectables donc peu pratiques a utiliser. Une nouvelle petite molécule
biodisponible oralement qui inhiberait l'interaction CD4-gp120 par compétition

allostérique au niveau du CD4 en est cours d'évaluation présentement (12).

Ensuite, il y a les agents qui ciblent les corécepteurs, bloquant ainsi leurs
interactions avec la gpl120 (10,13,39,41). Les corécepteurs sont des protéines
transmembranaires intégrales dont sept hélices traversent la membrane cellulaire
(28,48). Bien qu'il existe plusieurs corécepteurs, CCR5 et CXCR4 sont
principalement ciblés par le VIH-1 lors d'une infection in vivo (17,48). Leurs
ligands naturels sont les chémokines, petits peptides synthétisés par plusieurs types
de cellules, dont les monocytes, macrophages, cellules T, kératinocytes,
neutrophiles, fibroblastes et cellules endothéliales (28). Elles sont libérées en
réponse a une infection afin de recruter les cellules vers les foyers d'infection
(17,28,39). Les chémokines appartiennent a deux grands groupes, les CC, qui
possede deux cystéines adjacentes, et les CXC, dont les deux résidus cystéines
sont séparés par un autre acide aminé (28). En 1995, Gallo et ses collégues ont

découvert que les chémokines RANTES, MIP-1a, MIP-1B (ligands de CCR5) et
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SDF-1 (ligand de CXCR4) possédaient une action inhibitrice contre l'entrée du
VIH-1 dans les cellules permissives (17). Naturellement, les chémokines inhibent
I'infection 4 VIH-1 par une combinaison de deux mécanismes; occlusion directe du
site de liaison au corécepteur et induction de linternalisation du corécepteur
(17,48). Depuis, plusieurs variants ont été synthétisés (39,48). Ceux-ci peuvent
étre des analogues des chémokines, les ligands naturels des co-récepteurs ou des
antagonistes des co-récepteurs CCRS/CXCR4 (12,17,48). Parmi les analogues des
chémokines, les dérivés de RANTES ont démontré le plus de puissance antivirale
in vitro (10,12). Di1 & leur profil toxicologique, leur faible biodisponibilité orale et
leur cinétique pharmacologique, il est probable que ces agents soient réservés au
développement d'agents topiques microbicides plutét qu'aux agents systémiques
(12). Les petites molécules antagonistes de CCRS5 sont les plus prometteuses
cliniquement. SCH-C, SCH-D et UK 427-857 sont biodisponibles oralement et ont
toutes démontré une activité antivirale intéressante en essai clinique de Phase II
(42,58). Le développement d'inhibiteur de CXCR4 risque d'étre plus difficile a
cause de probléme de toxicité. Le premier produit a étre évalué, la petite molécule

AMD-3100 a été retirée a cause de probléme d'efficacité et de toxicité (39,41,42).
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1.5.2.3 Inhibiteurs de fusion

Figure 10 : Mécanisme d’action de I’inhibiteur de fusion T20 (32)
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Figure 10: Mécanisme d'action de l'inhibiteur de fusion T20. A= Schéma de la glycoprotéine d'enveloppe du VIH-1.
Cette protéine est composée des sous-unités gpl20 (extracellulaire) et gp41 (transmembranaire). SU, gp120; TM, gp4l.
Lorsque la portion gp41(TM) est sous une forme native, c'est-a-dire dans une conformation non fusogénique, le peptide de
fusion est non exposé. B= Suite a la liaison de gp120 a la cellule cible CD4", gp41 change de conformation permettant
l'extension du peptide de fusion. Le peptide de fusion peut ainsi s'insérer dans la membrane cellulaire de la cellule cible et
former un intermédiaire en pré-épingle & cheveux. C=> gp41 prend alors la structure de fusion active en épingle a cheveux,
rapprochant la membrane virale et cellulaire, ce qui permet la fusion des deux membranes et I'entrée du virus dans la cellule.
D<= Lorsque T20 est présent, la drogue lie la structure hydrophobique fortement conservée de la portion répétée de gp41 qui
induit normalement le changement conformationnel d'intermédiaire en pré-épingle a cheveux a la structure de fusion active
en épingle & cheveux. Ceci prévient alors l'apposition des membranes, la fusion et I'entrée du virus.

5‘:.--;" NO FUSION/

Dans le groupe des inhibiteurs de fusion, il y a la molécule T-20 (Enfuvirtide)
(10,13,39,41,42). Derniérement approuvé par la FDA, ce peptide synthétique de 36
acides aminés a démontré un potentiel inhibiteur trés efficace lors d’études
cliniques de phase III (10). En interagissant avec la protéine virale gp41, T-20
empéche la fusion des membranes et par conséquent, I’insertion du matériel
génétique viral dans la cellule hote (figure 10) (12,42). Suite a la liaison de gp120

et du corécepteur, la gp41 prend une conformation fusogénique (10,13,39,41). Le
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peptide de fusion est exposé et pénétre la membrane cellulaire. Il se forme une
structure intermédiaire précédant la structure en forme d'épingle a cheveux qui
sera occasionnée par le repli des régions hélicoidales de gp41 sur elles-mémes
(10,13,32). T-20 est un peptide qui mime une région de la deuxiéme région
hélicoidale prés du C-terminus de gp41. Comme on le voit dans la figure 10, en se
liant aux régions hydrophobiques conservées de gp4l, T-20 inhibe le
rassemblement des régions hélicoidales de la gp41 nécessaires a la conversion de

la structure en pré épingle a cheveux a la structure de fusion active en épingle a

cheveux (12,32,42,57).

1.5.2.4 Caractérisation des inhibiteurs d’entrée dans un modéle de lymphocytes T

Plusieurs études ont évalué 1’effet inhibiteur de ces drogues, en tant qu’agents
uniques ou combinés, sur I’infection des lymphocytes T par le VIH-1. Tremblay et
al. ont conduit une premiére étude in vitro sur la combinaison de T-20 et AMD-
3100 contre un VIH-1 de type X4, afin d’évaluer I’interaction entre deux drogues
agissant a différentes étapes du processus d’entrée du VIH-1 (57). Pour ce faire, ils
ont ajouté simultanément les drogues, en agents uniques ou combinés a différentes
concentrations, et un isolat clinique du VIH-1 (14a Pre) 4 des PBMCs provenant
de donneurs séronégatifs pour le VIH-1. Au jour 4 post infection, ils ont recueilli
le surnageant et ont analysé I’effet inhibiteur des drogues par la recherche de la
production de I’antigéne viral p24 a I’aide d’un ELISA. L’effet inhibiteur des
drogues combinées a été analysé par la méthode de Chou et Talalay, basé sur le

principe de I’effet médian, la technique isobologram et I’index de combinaison
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(CI). Un index de combinaison inférieur & 0.9 indique une synergie, c’est-a-dire
meilleur que I’effet additif lors de la combinaison de deux drogues, un index de
combinaison compris entre les valeurs 0.9 et 1.1 indique un effet additif et un
index supérieur a 1.1 indique un effet antagoniste (57). Dans cette étude, ils ont
observé que I’isolat clinique 14a Pre était susceptible a T-20 et AMD-3100, avec
un ICso de 0.10 + 0.05pg/ml et 0.19 + 0.18ug/ml respectivement, sans aucune
toxicité sur les PBMCs. De plus, ’effet inhibiteur de ces deux drogues est
supérieur lors de leur combinaison, avec un index de combinaison inférieur a 0.9
pour chaques concentrations. IIs ont donc conclu I’évidence d’une forte synergie

antivirale lors de la combinaison de ces deux drogues. (57)

Dans une seconde étude, ils ont caractérisé I’interaction de SCH-C, un antagoniste
a CCRS, avec d’autres agents antirétroviraux sur VIH-1 dans un modéle de
lymphocytes T CD4" in vitro (56). Ils ont évalué I’effet inhibiteur de différentes
concentrations de SCH-C en monothérapie et en combinaison contre plusieurs
isolats cliniques de type R5. Les résultats obtenus démontrent que SCH-C posséde
une activité inhibitrice contre tous les isolats R5 testés, avec un ICsq variant de 1.0
a 30.9nM, sans aucune toxicité cellulaire. De plus, la combinaison de SCH-C avec
I’'une ou lautre des drogues représentant chaques classes antirétrovirales
approuvées par la FDA soit; zidovudine et lamivudine (inhibiteur nucléosidique de
la RT), efavirenz (inhibiteur non-nucléosidique de la RT) et indinavir (inhibiteur
de la P) démontre une activité antirétrovirale synergique. La combinaison de SCH-

C avec des inhibiteurs de I’attachement et ’entrée du VIH-1, soit T-20 (inhibiteur
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de fusion) et AOP-RANTES (CCR5 antagoniste), démontre également un effet

inhibiteur synergique (56).

1.5.2.5 Caractérisation des inhibiteurs d’entrée dans un modéle de DCs immatures

C’est en février 2003 que les premiers résultats portant sur ’étendue de ’activité
des inhibiteurs d’attachement et d’entrée du VIH-1 sur les cellules dendritiques ont
été publiés. Dans cette étude, Pope et al. ont évalué 1’effet in vitro de trois
inhibiteurs d’entrée du VIH-1, PRO 542, PRO 140 et T-20 sur I’infection en cis et
en frans de divers types de cellules primaires, dont les cellules dendritiques
(30,31). PRO 542, une immunoglobuline G de sous classe 2 (CD4-IgG2), est un
inhibiteur d’attachement qui a démontré des résultats prometteurs lors d’études de
phase I/Il. PRO 140 (PA14) est un anticorps monoclonal qui entre dans la phase
d’étude I et T-20 est un peptide dérivé de la gp41 du VIH-1 qui a démontré des
effets antiviraux et une sécurité prometteuse lors d’études de phase III (32). Ils ont
donc obtenu comme résultats que CD4-IgG2, PRO 140 et T-20 bloquent
activement I’entrée du VIH-1 dans les cellules dendritiques immatures. Ensuite, ils
ont évalué I’effet de ces inhibiteurs sur I’infection en trans des lymphocytes T
CD4" médiée par les DCs. Pour ce, ils ont infecté des DCs matures pendant 12
heures, ont lavé I’excédent de virus et ont incubé les DCs pendant 1 heure avec
CD4-1gG2 ou T20. IIs ont ensuite ajouté les cellules CD14", préalablement
stimulées et incubées avec PRO 140, aux DCs matures infectées et ont déterminé
la réplication virale par la recherche de I’antigéne p24 a ’aide d’un ELISA. Ils ont

conclu que les trois inhibiteurs ont efficacement bloqué I’infection en trans médié
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par les DCs. (31) Dans leur seconde étude, ces méme chercheurs ont obtenu des

résultats similaires pour I’inhibiteur SCH-C (30).



2. Article
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SUMMARY

Dendritic cells play an important role in the dissemination and propagation of
HIV-1 during acute infection. Following mucosal exposition, the virus exploits the
immune functions of the DCs in order to be transported to the lymph nodes where
it will infect its target cells, the CD4" T lymphocytes. Two pathways of HIV-1
penetration into dendritic cells have been postulated, resulting in cis- and trans-
infection. A new class of antiretrovirals, the entry inhibitors have been successful
in preventing viral entry in CD4" T lymphocytes and in suppressing viral
replication in vivo. We have evaluated the anti-HIV-1 activity of two entry
inhibitors, the CCRS5 inhibitor SCH-D, and a fusion inhibitor enfuvirtide on
dendritic cell infection by an R5 virus. We observed a dose-response inhibition of
both cis- and trans-infection of dendritic cells by SCH-D and by enfuvirtide. Anti-
HIV-1 synergy between SCH-D and T-20 was also observed on cis-infection of
dendritic cells. Our results suggest that these drugs may be useful to prevent the
spread of infection during acute HIV-1 infection and may also play a role in

limiting replenishment of viral reservoirs.
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INTRODUCTION

Combination antiretroviral therapy has led to a dramatic reduction in HIV-1
related morbidity and mortality in countries where it is available (3). However,
current therapies, even if they suppress viral load to undetectable levels (< 50
copies/ml) are unable to achieve viral eradication (16). One major obstacle is the
presence of viral reservoirs that harbour replication-competent viruses and are
difficult to reach with current drugs (5, 9, 19). Although the major HIV-1 reservoir
consists of memory CD4" T lymphocytes with a latent phenotype, other cell types
have been identified as an HIV reservoir and may contribute to low-level viral
replication even under suppressive antiretroviral therapy (5, 9, 16, 19). Among
them are dendritic cells (DC) (2, 16). HIV-1 uses DCs to disseminate during acute

infection and to maintain its persistence thereafter (2, 6, 12, 20).

Following mucosal exposition, the virus exploits the immune functions of the
dendritic cells in order to be transported to the lymph nodes where it will infect its
target cells, the CD4" T lymphocytes (12, 20, 23, 24). Two pathways of HIV-1
penetration into dendritic cells are now postulated, resulting in cis- and trans-
infection (1, 4, 6, 24). Similarly to HIV entry into CD4" T cells, cis-infection of
DCs occurs when the viral envelope glycoprotein gp120 interacts first with the
CD4 coreceptor and then with the coreceptor CCR5 or CXCR4 at the surface of
the DC (8, 13, 18). These binding events trigger conformational changes in gp120
allowing the exposure of the peptide fusion located at the N-terminus of gp41 (11,

13). Once the fusion peptide penetrate the cell membrane the first helical domain
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of gp4l will fold unto its second helical domain in a six-helix bundle
conformation, leading to the fusion of viral and cellular membrane and to HIV-1
entry in the DC (11, 13). HIV-1 then continues its replication cycle resulting in the
production of infectious virions. During the trans-infection, the virus exploits a
second pathway, through the antigen internalization receptors at the surface of
DCs (1, 4, 6, 24). One of the best characterized of these receptors is DC-SIGN, a
C-type lectin that recognizes various carbohydrates (7, 14, 20, 23). DC-SIGN
binds heavily glycosylated regions of gp120 (6, 23). HIV-1 is then rapidly
internalized into endosomes, protected against degradation and neutralizing
antibodies, and recycled at the cellular membrane once it has reached a CD4" T
lymphocytes rich area (4, 20, 24). Although the mechanisms of viral release and
transfer to CD4" T cells through the DCs endocytic pathway are still unknown,
trans-infection of CD4" T lymphocytes results in an important burst of viral

production (15, 17).

Therapeutic approaches that target DC-mediated spread of infection could be
extremely useful for the long-term control of HIV-1 infection (2). Furthermore,
considering that DCs are among the first cells targeted by HIV-1 during mucosal
infection, they also represent a good target to consider for the development of
prophylactic agents (12, 13). Many of antiretroviral agents currently used, such as
reverse transcriptase and protease inhibitors, poorly penetrate dendritic cells.
However, the new class of antiretroviral targeting viral entry into cells may offer

new opportunities to affect HIV-1 infection of DCs and impact on trans-infection
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of CD4" T lymphocytes (3, 10, 13). They also provide new tools to better

understand the mechanisms of HIV-1 entry into DCs.

In this study we have evaluated the inhibitory effects of a CCRS5 coreceptor
inhibitor (SCH-D) and a fusion inhibitor enfuvirtide (T-20) on HIV-1 infection of
DCs, and its subsequent transmission to CD4" T cells (11, 21, 22). The result of
our study demonstrates that entry inhibitors can efficiently block DCs infection,
and that this effect has a repercussion on the trams-infection of CD4" T

lymphocytes.
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MATERIALS AND METHODS

Generation of MDDCs: PBMCs from HIV-1 seronegative donors were obtained

by Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation of leukopheresis blood obtained
through a protocol approved by the institution. In order to enhance T lymphocyte
depletion, human CD3 Rosette Sep bispecific antibodies directed against surface
antigen CD3 and glycophorin A on red blood cells are added to the leukopheresis
before Ficoll (Stem Cell technologies inc., Vancouver, BC). Isolation of the
monocyte population is obtained by positive CD14 selection on the cell sorter
(autoMACS) using magnetic beads (MACS kit) (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). In
order to differentiate them into dendritic cells, monocytes are then cultured in
RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich Inc., Oakville, Ontario) supplemented with
1% human serum AB (Gemini Bio-Products, Woodland, CA), 2mM L-glutamine,
100U/ml penicillin, 100pg/ml streptomycin, 10mM HEPES buffer, 1X MEM non-
essential amino acid, (Gibco Invitrogen Corporation, Burlington, Ontario) plus
1000U/ml GM-CSF (Cangene, Winnipeg, Manitoba) and 300U/ml IL-4 (Sigma-
Aldrich Inc.) at a concentration of 1X10°cells/ml in 6-well FALCON tissue culture
plates (Becton Dickinson, Mississauga, Ontario). Culture is kept for 6 days with
medium and cytokines renewal every second day. On day 6, purity and phenotype
of immature dendritic cells is assessed by the level of expression of CD3, CD14,
CD19 as well as CD80, CD83, CD86, DC-SIGN, CCR5 and CXCR4 using flow
cytometry (FACScan cytometer, Becton Dickinson, Mississauga , Ontario). If the

purity of the dendritic cells recovered is less than 99%, further depletion of
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contaminating cells is achieved with dynabeads (Dynal Biotech ASA, Oslo,

Norway).

Evaluation of trans-infection: PBMCs obtained by Ficoll-Hypaque gradient

density centrifugation of leukopheresis blood from the same healthy donor are
cryopreserved for 6 days. PBMCs are then thawed and resuspended at a
concentration of 2 X 10°cells/ml in RPMI-1640 medium supplemented with 20%
heat-inactivated fetal bovine serum, 50U/ml penicillin, 50pg/ml streptomycin,
2mM L-glutamine, 10mM HEPES buffer (Gibco Invitrogen Corporation,
Burlington, Ontario), 100U/ml IL-2 (NIH AIDS Research and Reference Reagent
Program) and 0.25pg/ml PHA (Sigma-Aldrich Inc., Oakville, Ontario). After 3
days of stimulation, PBMCs are then added to dendritic cells for evaluation of
trans-infection. The level of expression of CD3, CD4, TCR, CCR5 and CXCR4 is

assessed by flow cytometry.

Flow cytometry: Cells are stained in PBS 1X (Gibco Invitrogen Corporation,

Burlington, Ontario) with the appropriate antibodies FITC- and PE-labelled
(matched-isotypic controls, anti-CD3 FITC, anti-CD14 PE, anti-CD19 FITC, anti-
CD80 FITC, anti-CD83 PE, anti-CD86 FITC, anti-DC-SIGN FITC, anti-CXCR4
PE, anti-CCRS5 PE and anti-HLA-DR FITC/PE) (Becton Dickinson, Mississauga,
Ontario) and incubated 30 minutes at 4°C. They are then centrifuged and washed
three times. Cells are resuspended in PBS 1X and fixed with 4%

paraformaldehyde (Sigma-Aldrich Inc., Oakville, Canada). Acquisition is carried
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out on a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, Mississauga, Ontario). The
analysis is done with a Cell Quest software (Becton Dickinson, Mississauga,

Ontario).

Viruses: Laboratory-adapted strains BAL and IIIb were used for these experiences.

Virus stocks have been grown in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and

titered.

Drugs: The drugs used in this study include the CCRS5 inhibitor SCH-D (Schering
Plough Research Institute, Kenilworth, N.J.) and the fusion inhibitor T-20

(Trimeris Inc., Durham, N.C).

Determination of ICsp: ICso in MDDCs was determined for each compound, with
an inoculum of 10,000 TCIDsy/ml of HIV-1 BAL, using serial concentrations of
drugs. Drugs are added to the cells simultaneously with the HIV-1 inoculum
(10,000 TCIDs¢/10° cells) and are incubated at 37°C in a humidified 5% CO,
atmosphere for two hours. Cells are then washed three times in PBS 1X (Gibco
Invitrogen Corporation, Burlington, Ontario), resuspended in medium and
incubated for 15 days. Cell-free supernatant fluid is harvested every third day for
determination of p24 antigen by ELISA (Vironostika HIV-1 antigen microelisa

system) (Biomérieux, St-Laurent, Québec).
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Drug interactions: Immature dendritic cells are resuspended at a concentration of

20X10°cells/ml in RPMI-1640 supplemented as described above, in 15ml tubes.
Single drugs or combination of drugs are added to each tube, using a fixed ratio
among drugs and serial dilutions. Drugs are added simultaneously with the HIV-1
BAL inoculum (10,000 TCIDs(/10° cells) and cells are incubated at 37°C in a
humidified 5% CO; atmosphere for 2 hours. Cells are then washed three times
with PBS 1X (Gibco Invitrogen Corporation, Burlington, Ontario). Cells are
resuspended in RPMI-1640 supplemented as describe above at a concentration of
1X10°ells/ml and plated in 24-well FALCON tissue culture plates (Becton
Dickinson, Mississauga, Ontario). Cell-free culture supernatant fluids is harvested
and analysed by ELISA (Vironostika HIV-1 antigen microelisa system)
(Biomérieux, St-Laurent, Québec) for HIV-1 p24 antigen production on day 3, 6,
9, 12 and 15 of culture. To evaluate the effect of trans-infection, 5X10° stimulated
T lymphocytes obtained from the same donor are added to half of the wells, at day
3 post-infection. Each condition. including uninfected controls as well as infected
controls without drugs, are tested in duplicate and each experiment is repeated at
least twice. In addition, uninfected drug-treated cytotoxicity controls are
maintained at the highest concentration of each agent tested. Cell viability is
assessed by the trypan-blue (Gibco Invitrogen Corporation, Burlington, Ontario)

dye exclusion method.
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RESULTS

Productive infection of dendritic cells: We have established an in vitro model of
MDDCs that can be productively infected by HIV-1 (Figure 1) and can efficiently
transmit infection to T lymphocytes (trans-infection) (Figure 2). Immature
MDDCs express the coreceptor CCR5 at low levels. As they mature, the level of
CCRS decreases and CXCR4 cxpression increases. We first demonstrated that
MDDCs could be productively infected, albeit at low levels by both R5 and X4

viruses (Figure 1a and 1b).

The cultures showed a high Icvel of purity with levels of contaminating T

lymphocytes < 0.03% on average, as measured by CD3 expression by flow

cytometry (Figure 3).

CCRS inhibition: SCH-D had potent inhibitory activity in dendritic cells against
RS5 laboratory-adapted isolate BAL. We observed dose-response to SCH-D both in
the productive infection of MDDCs and in the trans-infection of lymphocytes
(Figure 4a and 4b). ICsp (50% inhibitory concentrations) values ranged from 1.45
to 2.61nM. In two different experiments, high doses of SCH-D were able to
completly inhibit both cis- and rrans-infection (Figure 3a and 3b). No toxicity was

observed in uninfected dendritic cells at the highest concentration of drug used.

Fusion Inhibition: The fusion inhibitor, T-20, had potent inhibitory activity in

dendritic cells against RS laboratory-adapted isolate BAL. We observed a dose-
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response to T-20 both in the productive infection of MDDCs and in the trans-
infection of lymphocytes (Figure 5a and 5b). ICsq (50% inhibitory concentrations)
values ranged from 0.3 to 3.0ng/ml. No toxicity was observed in uninfected

dendritic cells at the highest concentration of drug used.

Use of SCH-D and T-20 in combination: Combination of these two drugs was
evaluated on cis- and trans-infection of dendritic cells by an RS virus. Preliminary
results suggest that additive to synergistic effects are obtained when combining

these entry inhibitors on cis-infection of dendritic cells (Figure 6).
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FIGURE LEGEND

Figure I: Cis-infection of dendritic cells with 10,000 TCIDs, of (A) X4 isolate
IIIb and (B) RS isolate BAL, with and without zidovudine. Virus and zidovudine
(1uM AZT) have been added simultaneously to dendritic cells and incubated for
two hours. Dendritic cells have been washed and cultured for 9 or 12 days.
Determination of HIV-1 p24 antigen in the cell culture supernatant fluid has been
evaluated every second days by an ELISA. DC-IIIB / DC-IIIB-AZT: cis-infection
of AZT treated or untreated dendritic cells by the virus IIIB. DC-BAL / DC-BAL-

AZT: cis-infection of AZT treatcd or untreated dendritic cells by the virus BAL.

Figure 2: Trans-infection of PBMCs mediated by dendritic cells. Dendritic cells
have been infected by 10000 TCIDs of an R5 virus (BAL) in presence or absence
of zidovudine for two hours. Dendritic cells have been washed and cultured for 13
days. At day 3 post-infection, stimulated PBMCs have been added to AZT treated
and untreated infected dendritic cells. p24 antigen has been evaluated every third
days by an ELISA. DC-BAL+1 / DC-BAL-AZT+T: trans-infection of PBMCs

mediated by AZT treated or untrcated infected dendritic cells.

Figure 3: Purity of dendritic cclls. Purity of dendritic cells is evaluated by the
presence or absence of T lympliocytes. Detection of CD3 expression is achieved

by flow cytometry.
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Figure 4: Dose-response of SCH-D, a CCRS5 inhibitor on (A) cis-infection of
dendritic cells with an RS virus and (B) trans-infection of PBMCs by dendritic
cells. Three doses of SCH-D (48uM, 9.6uM and 1.92uM) have been added to
dendritic cells simultaneously to the virus for two hours. Dendritic cells have been
washed and cultured for 12 days. Trans-infection have been evaluated by adding
stimulated PBMCs to half treated and untreated infected dendritic cells at day 3
post-infection. HIV-1 p24 antigen has been evaluated in supernatant fluid at day

12 post-infection by an ELISA.

Figure 5: Dose-response of T-20, a fusion inhibitor on (A) cis-infection of
dendritic cells with an RS virus and (B) frans-infection of PBMCs by dendritic
cells. Four doses of T-20 (0.32, 0.08, 0.02 and 0.005pg/ml) have been added to
dendritic cells simultaneously to the virus for two hours. Dendritic cells have been
washed and cultured for 13 days. Trans-infection have been evaluated by adding
stimulated PBMCs to half treated and untreated infected dendritic cells at day 3
post-infection. HIV-1 p24 antigen has been evaluated in supernatant fluid at day

13 post-infection by an ELISA.

Figure 6: Dose-response of single drugs versus SCH-D + T-20 combined.
Dendritic cells have been infected for two hours with four doses of T-20 or SCH-D
or SCH-D and T-20 combined. HIV-1 p24 antigen has been evaluated in
supernatant fluid by an ELISA at day 12 post-infection. T-20: Dose-response

inhibition of T-20 on cis-infection of DCs. SCH-D: Dose-response inhibition of
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SCH-D on cis-infection of DCs. Combined: Dose-response inhibition of T-20 and

SCH-D on cis-infection of DCs.



Days post-infection

20000
15000 iz
£
2 —-DC-IIB
& 10000
T -s-DC-HB-
+ AZT
N
a
5000 1
0 . = : . 2 \
2 4 8 10
Days post-infection
Figure 1a
3500
3000 /
2500
£ /
2 2000 ——-DC-BAL
g
£ -=-DC-BAL-
& 1500 AZT
<
N
Q /
1000 / /
0 T T T T T Il
0 4 6 8 10 12 14

Figure 1b

52



45000
40000 //
35000 /
~ 30000
g / ~pc
£ 25000 : BAL+T
/
[ 20000 -s- DC-BAL-
b / AZT+T
< 15000 /
10000 / //
5000 —”/’;/-,’/4/
0 T ¥ Bl T T T 1
] 2 4 6 8 10 12 14
Days post-infection
Figure 2
A
o
Ly
o
1l
It
o =
(]
o
'-D
o ;
o
"'I'I"'I'I'l'l T 117 I'I'l'll T T 17 ll'l"
- 2 3 9
10 10 10
CDIFITC

Figure 3

53



Day 12 post-infection

6000 /
5000 D 48uM
/ SCH-D
E 40007 ®9,6uM
2 / SCH-D
_§ 3000+ 01,92uM
H / SCH-D
<
o 2000 | | opc-BAL
1000-/
0 -
Day 12 post-infection
Figure 4a
O 48uM
SCH-D
M 9,6uM
= SCH-D
5
e 11,92uM
8 SCH-D
g
c
3 obc-
2 BAL+T

Figure 4b

54



3500—/_
3000-/
/ 0,32ug/ml
2500 | T20
E 1 0,08ug/mi
2 2000 T20
€ f 00,02ug/ml
) / T20
§ 1500 : [0,005ug/ml
3 / T20
a
1000+ c— | obcaL
/ -
500+ | TI
0_
Day 13 post-infection
Figure 5a
m0,32ug/mi
T2
£ m0,08ug/mi
2 T20
< 00,02ug/m
) T20
s [0,005ug/
§Q mT20
oDc
BAL+T

Day 13 post-infection

Figure Sb

55



p24antigen (pg/ml)

250

150

100

=S CH-D

= Combined

>

B C D

Drug Concentrations

Figure 6

56



57

DISCUSSION

One of the major obstacles to HIV-1 eradication is the persistence of viral
reservoirs under suppressive therapy (5, 9, 16). Low-level viral replication may
contribute to the replenishment of these reservoirs (19). Dendritic cells have been
known to trap replication-competent virions that can be released throughout the
course of infection and may contribute to the replenishment of reservoirs (2, 12).
Furthermore, they act as a Trojan Horse in the acute stages of mucosal infection to
transport infectious particles to lymph nodes and other compartments rich in CD4*
T lymphocytes where they can further disseminate the infection (4, 6, 12).
Blocking the entry process of HIV-1 into DCs could provide an interesting
approach to prevent both cis- and trans-infection of these cells (3, 10, 13).
Previous studies have shown that inhibitors acting at different steps of the entry
process can block infection of CD4" T lymphocytes in a synergistic manner (21,
22). In this study we have studied the effects of two entry inhibitors, one acting at

the coreceptor level and one inhibiting fusion, on HIV-1 infection of DCs.

Productive infection of DCs has been controversial (12, 24). Previous studies have
shown that DCs can be productively infected by HIV-1 at low levels (10, 17). In
this study, we first established a reproducible system of in vitro infection of
MDDC:s. In this assay, we observed productive infection of immature DCs over a
15-day period which peaks at day 12 post-infection. The addition of PBMCs at day
3 of MDDC infection leads to fulminate infection of lymphocytes, 100-fold higher

than with DCs alone. The trans-infection of PBMCs could be the result of
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productive infection of DCs or the result of the release of infectious particles
trapped near the surface of DCs by internalization receptors such as DC-SIGN. We
were able to infect MDDCs with both RS and X4 isolates depending on the level

of maturation of the cells, maturing cells expressing higher levels of CXCRA4.

We then evaluated the effect of inhibiting the co-receptor CCR5 on infection. We
used the co-receptor antagonist SCH-D, which is a small molecule that specifically
inhibits the binding of CCR5 to gpl20 (21). We observed a dose-response
inhibition of cis-infection of dendritic cells by this CCRS inhibitor. This dose-
response inhibition was also seen in frans-infection of PBMCs by dendritic cells.
Interestingly, high doses of SCH-D completely inhibited both cis- and trans-
infections. Earlier studies had suggested that the transmission of infectious
particles from DCs to lymphocytes occurred mainly through a CD4 independent
pathway, namely a DC-SIGN internalization pathway, which keeps viral particles
in an endosomal compartment until release to the appropriate environment (1, 6,
14, 15, 23). Our data indicate that blocking CCRS5 is sufficient to prevent
transmission of virus to PBMCs, raising some questions about the importance of
the endosomal pathway, via DC-SIGN, in the frans-infection process. The process
of DC-mediated infection of PBMC is still poorly understood and one cannot
exclude that CCRS could be involved at some step of the CD4-independant

pathway.
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Enfuvirtide (ENF or T-20) is the first approved HIV-1 attachment/entry inhibitor
(3, 11, 13, 22). It is a synthetic peptide corresponding to a region of HIV-1 gp41
that blocks fusion to cell membranes, and has been shown in large clinical trials to
be beneficial in patients with advanced disease and considerable antiretroviral
experience (3, 11, 13, 22). As T-20 binds directly to the helical domain of gp41 in
order to prevent fusion of cell membranes, we evaluated its efficacy to prevent cis-
infection of DCs. We observed a dose-response inhibition of cis-infection of
dendritic cells. Furthermore, this dose-response inhibition was also observed in the
trans-infection of PBMCs by DCs. Similarly to what was seen with SCH-D, high
doses of T-20 completely inhibited both cis- and trans-infections (Data not
shown). The observations that both a CCR5 inhibitor and a fusion inhibitor can
directly impact on the trans-infection of PBMCs suggest that the CD4-CCR5
dependent pathway leading to cis-infection to DCs may be more important than

previously thought in the transmission of infectious particles to other cell types.

Previous studies have shown that targeting two sequential steps of the entry
process can result in synergistic inhibition of viral entry in PBMCs (21, 22). In our
mode] of cis-infection of DCs, combining SCH-D and T-20 showed increased
efficacy in anti-viral effect. The same combination did not achieve these effects on
the frans-infection model. This may be related to the fact that high dose co-
receptor antagonist is sufficient to block frans-infection of lymphocytes. It will be
therefore difficult to demonstrate added benefit when combining it with another

agent.
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HIV-1 entry inhibitors are a promising class of antiretroviral not only for their
antiretroviral activity but also for their potential to prevent replenishment of viral
reservoirs (3, 11, 13, 21, 22). Our study demonstrates that SCH-D and T-20 have a
potent antiviral activity on cis-infection of DCs and that this effect impacts on the
trans-infection of T lymphocytes. Our results suggest that these drugs may be
useful to prevent the spread of infection during acute HIV-1 infection and may
also play a role in limiting replenishment of viral reservoirs. It supports a rationale
to evaluate these agents for prophylaxis either in an oral formulation or as

microbicides. This will need to be evaluated in carefully design clinical trials.
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Comme le rapporte le programme de surveillance des Nations Unies (UNAIDS), le
nombre de victimes atteintes du VIH mondialement ne cesse de s’accroitre (49).
Au cours de I’année 2002, 5 millions de primo-infections ont été répertoriées et
prés de 45000 de ces cas touchent I’Amérique du Nord (55). Ces données
démontrent que malgré les connaissances actuelles que nous possédons sur ce
virus, il est important de poursuivre les recherches afin qu’un jour nous parvenions

a empécher sa transmission.

Récemment, I'utilisation de thérapies antirétrovirales combinées chez les patients
atteints du VIH s’est vue couronnée de succes (12,42,46). Cette stratégie, devenue
une pratique de plus en plus courante, a permis de réduire le nombre de virus libres
dans le sang, et par conséquent, diminuer le taux de morbidité et de mortalité dans
la population séropositive (12,46). Cependant, malgré tous les bénéfices que
peuvent apporter les thérapies combinées, il n’en demeure pas moins que le virus
reste présent dans I’organisme (46). Le principal obstacle face a I’éradication du
VIH-1 est sa persistance dans les réservoirs viraux (46). Le virus se cache a
Iintérieur des cellules, particuliérement les cellules T CD4" mémoires, a partir
desquelles il exerce une réplication virale a bas bruit lui permettant ainsi de
persister dans ’organisme (46). Ajouté au fait que les cellules dendritiques soient
en partie responsables de la dissémination et de la propagation du VIH en le
transportant jusqu’aux compartiments riches en cellules T CD4" lors d’une
exposition mucosale, elles semblent également étre impliquées dans 1’élaboration

des réservoirs viraux (3,6,19,26,46,52,61). Par conséquent, bloquer le processus
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d’entrée du VIH-1 dans les cellules dendritiques pourrait s’avérer &tre une
approche intéressante afin de prévenir a la fois I’infection en cis et en trans des
cellules dendritiques que I’élaboration des réservoirs viraux (30,31,64,65). Lors
d’études antérieures, il a été démontré que I’utilisation conjointe d’inhibiteurs
agissants a différentes étapes du processus d’entrée du VIH parvenait a bloquer
I’infection des lymphocytes T CD4", et ce, de fagon synergique (56,57). Dans cette
étude, nous avons donc étudié I’effet de deux inhibiteurs d’entrée, un inhibiteur du
corécepteur CCRS5 et un inhibiteur de fusion, sur Dl’infection des cellules

dendritiques par le VIH-1.

L’infection productive des cellules dendritiques par le VIH-1 est trés controversée
dans la population scientifique (6,8,23,24,26,29). Néanmoins, certaines études ont
démontré que les cellules dendritiques pouvaient étre productivement infectées,
mais ce, & un trés faible niveau comparativement aux lymphocytes T CD4"
(37,47). Dans cette étude, nous avons tout d’abord réussi a établir un systéme
d’infection des MDDC s in vitro reproductible. Avec ce systéme, nous observons
une infection productive des cellules dendritiques immatures (infection en cis)
s’étalant du jour 3 au jour 15 post-infection. Afin de pouvoir étudier I’infection en
frans des PBMCs médiée par les cellules dendritiques, nous avons ajouté des
PBMC:s autologues aux cellules dendritiques en jour 3 post-infection. Nous avons
alors observé une infection fulminante des cellules T CD4", prés de 100 fois
supérieure a I’infection des DCs seules. Il est alors trés plausible d’envisager que

I’infection des PBMCs soit le résultat d’une infection productive des cellules
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dendritiques ou tout simplement le résultat du reldchement des particules
infectieuses dissimulées prés de la membrane plasmique des DCs par des

récepteurs d’internalisation tel DC-SIGN.

Dans cette étude, nous sommes parvenus a infecter les cellules dendritiques
immatures a la fois par un virus R5 (tropisme pour les macrophages) que par un
virus X4 (tropisme pour les cellules T). Le niveau d’expression des corécepteurs
CCRS5 et CXCR4 a la surface des cellules dendritiques varie selon 1’état
d’activation de la DC, la cellule mature exprimant davantage de CXCR4 que de
CCRS5 (8,23,24,26,42,53). L’état d’activation de la cellule pourrait donc expliquer

I’infection des cellules dendritiques immatures par un virus X4.

Nous avons ensuite évalué les conséquences de I’inhibition du corécepteur CCRS
sur I’infection des cellules dendritiques immatures. Pour ce, nous avons utilisé un
antagoniste au corécepteur CCRS, SCH-D, qui est une petite molécule capable
d’inhiber de fagon spécifique la liaison de gp120 a CCR5 (31,59). Nous avons
observé une inhibition dose-dépendante de I’infection des cellules dendritiques par
cet inhibiteur. Cette inhibition dose-dépendante a été également observé lors de
Pinfection en frans des PBMCs médiée par les cellules dendritiques. De fagon
intéressante, nous avons également observé que de fortes doses de SCH-D inhibent
complétement a la fois I’infection en cis que I’infection en frans. Des études
précédentes ont suggéré que le virus puisse pénétrer la cellule dendritique

indépendamment du récepteur CD4 (6,9,11). Au cours de cette voie, le virus est lié
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par un récepteur d’internalisation, tel DC-SIGN, est maintenu sous la membrane
plasmique dans des compartiments endosomaux et est reliché une fois
I’environnement riche en cellules T CD4" atteint (9,14,19,25,26). Nos résultats
indiquent que seule I’inhibition de la liaison de gpl120 4 CCRS5 suffit afin de
prévenir la transmission du virus aux PBMCs. Ces résultats soulévent donc
maintes questions quant a I’importance de la voie de pénétration du VIH, via DC-
SIGN, dans les DCs au cours du processus d’infection en frans des PBMCs.
Cependant, comme le processus de I’infection en frans des PBMCs médiée par les
cellules dendritiques est encore trés peu connu, nous ne pouvons pas exclure la
possibilité que le corécepteur CCRS5 soit impliqué & ’une ou ’autre des étapes du

processus d’entrée du VIH-1 via la voie CD4 indépendante.

Enfuvirtide (ENF), plus communément appelé T-20, est le premier inhibiteur de
Pentrée et de I’attachement du VIH-1 approuvé par la FDA (12). T-20 est un
peptide synthétique correspondant a une région de la glycoprotéine gp41 du VIH-1
qui bloque la fusion des membranes (42,57). Dans les derniéres années, T-20 a fait
’objet de plusieurs projets de recherche et son utilisation dans le cadre d’essais
cliniques s’est avéré trés bénéfique pour les patients présentant un stade avancé de
la maladie et une expérience antirétrovirale considérable (32,57). Comme T-20 se
lie directement a la gp41 afin d’empécher la fusion des membranes, nous avons
évalué son efficacité a prévenir I’infection en cis des cellules dendritiques. Nous
avons observé une inhibition dose-dépendante sur 1’infection en cis des DCs. De

plus, cette inhibition dose-dépendante a également été observée lors de ’infection
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en trans des PBMCs par les DCs. Pareillement aux résultats obtenus pour SCH-D,
une forte dose de T-20 inhibe complétement I’infection en cis et en trans. La
constatation qu’un inhibiteur de CCRS5 ou un inhibiteur de fusion puisse avoir un
impact direct sur I’infection en trans des PBMCs suggére que I’infection en cis des
DCs par la voie d’entrée dépendante du CD4 et du CCRS5 est probablement plus
importante que 1’on pensait au niveau de la transmission des particules infectieuses

aux autres types cellulaires.

Lors d'une étude précédente, 1'équipe de Mélissa Pope a également observé une
activité inhibitrice efficace d'un inhibiteur de CCRS5 et d'un inhibiteur de fusion sur
l'infection en cis des cellules dendritiques dans un modeéle in vitro (30,31). Ils ont
aussi rapporté une action inhibitrice de ces inhibiteurs sur l'infection en trans des
lymphocytes T médiée par les DCs. Cependant, pour étudier l'infection en trans,
ils ont infecté des DCs matures auxquelles ils ont ajouté, aprés plusieurs lavages,
les drogues suivis des cellules T (30,31). Avec l'utilisation d'une telle méthode,
nous ne considérons pas que l'effet des drogues observé sur I'infection des PBMCs
refléte vraiment une inhibition de l'infection en trans. Nous croyons que I'effet
observé résulte simplement de l'inhibition de l'infection des PBMCs par la
présence des drogues lors de l'infection de ceux-ci. Le systéme d'infection utilisé
dans notre étude nous permet d'affirmer que 'effet observé dans notre étude refléte
une inhibition de l'infection en frans des PBMCs médiée par les DCs, car
I'inhibition provient de l'action des drogues au niveau de l'infection des DCs et non

pas directement sur les PBMCs.
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Des études antérieures ont démontré qu’attaquer deux sites séquentiels du
processus d’attachement et d’entrée du virus dans la cellule résulte en une
inhibition synergique de I’entrée du VIH-1 dans les PBMCs (56,57). Dans notre
modele d’infection en cis des cellules dendritiques, la combinaison de SCH-D et
de T-20 a démontré un effet antiviral supérieur a l'une ou l'autre drogue utilisée
individuellement. Cependant, la supériorité de cette méme combinaison ne s’est
pas répercuté lors de I’infection en trans. Il est possible que puisqu'une forte dose
d'un antagoniste & CCRS5 suffise & bloquer I’infection en trans des PBMCs, il sera
difficile de démontrer la supériorité de l'ajout d'une deuxiéme molécule. Ceci
suggere que les autres voies de pénétration du virus dans la DC soient d’une

importance secondaire dans 1’élaboration de ’infection en trans des PBMCs.

Deux modes d’entrée du VIH dans les cellules dendritiques sont présentement
connus, en cis et en trans (6,9). L’infection en cis est I’entrée du virus dans la DC
via CD4 et CCRS5 et I’infection en trans est I’infection des PBMCs médiée par les
cellules dendritiques (36,52,61). Bien que la libération de particules infectieuses
par la DCs infectée en cis puisse conduire & I’infection en trans des PBMCs,
depuis la découverte de DC-SIGN, P’infection en frans est fortement associée a
I’entrée du VIH dans les DCs indépendamment de CD4 (14,19). Cette lectine de
type-C, par sa capacité a lier les hydrates de carbone, lie le VIH, I’internalise et le
recycle a la membrane dans les sites riches en cellules T CD4" (44,61). DC-SIGN
est actuellement reconnu comme principal responsable de la transmission des

particules infectieuses des DCs aux lymphocytes T CD4" (19). Cependant, a partir
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des résultats obtenus au cours de cette étude, plusieurs questions se posent quant a
sa réelle implication dans I’infection en trans des PBMCs. DC-SIGN est-il le
principal acteur lors de la transmission du virus aux cellules T ou est-ce au
contraire les virions résultants de I’infection en cis? Nous avons réalisé deux
expériences dans lesquelles nous avons bloqué DC-SIGN a I’aide d’anticorps
monoclonaux. Bien que ces résultats soient préliminaires et que ces expériences
doivent absolument étre répétées, les résultats obtenus sont trés intéressants. Nous
avons noté une infection plus prononcée avec les plus fortes doses d’anticorps et
des infections plus faibles en présence des petites concentrations d’anticorps. Est-
ce que ces résultats contradictoires reflétent simplement la présence d’anticorps
monoclonaux ou est-ce que I’inaccessibilité 2 DC-SIGN puisse réellement

rehausser I’infection? Des études subséquentes sont nécessaires afin d’élucider ces

observations.

Les inhibiteurs d’entrée du VIH-1 sont des agents antirétroviraux trés prometteurs,
non seulement pour leur activité antirétrovirale, mais aussi pour leur potentiel
préventif dans I’élaboration des réservoirs viraux (12,32,42). Notre étude démontre
donc que SCH-D et T-20 ont une activité antivirale efficace sur 1’infection en cis
des cellules dendritiques et que cet effet a un impact sur ’infection en trans des
lymphocytes T. Nos résultats suggérent que ces drogues puissent étre utiles pour
prévenir la dissémination et la propagation viral lors d’une primo-infection a VIH-
1 et puissent contrdler I’élaboration des réservoirs viraux. Il est donc possible

d’envisager I’utilisation de ces agents dans le cadre d’une prophylaxie, soit par une
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formulation orale ou par leur incorporation & des crémes microbicides. Elles
procureraient ainsi une protection supplémentaire lors des relations sexuelles

protégées.



4. Conclusion
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En conclusion, ce travail nous a permis d’affirmer que I’inhibiteur de CCRS, SCH-
D et ’inhibiteur de fusion T-20 ont une activité inhibitrice sur ’infection des
cellules dendritiques par un virus R5. Comme cet effet se répercute sur I’infection
en trans des PBMCs, 'utilisation de ces agents dans le cadre d’une prophylaxie
permettrait de prévenir la dissémination, la transmission du virus aux cellules T et
I’élaboration des réservoirs viraux. Des essais cliniques seront cependant requis

pour valider ces résultats in vivo.
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