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Résumeé

Les cellules monocytaires et les macrophages sont des cibles du virus de I’immunodéficience
humaine (VIH-1) et du virus de I’'immunodéficience simienne (VIS). D’une part, il a été
proposé que les monocytes sanguins sont essentiels dans la réponse immune intestinale.
D’autre part, les cellules monocytaires circulants reconstituent et repeuplent la région
intestinale, qui est la premiére cible du VIH-1 et du VIS. Par conséquent, les cellules
monocytaires intestinales pourraient contribuer a la dissémination virale dans I’organisme

mais aussi représenter un réservoir viral sous thérapie antirétrovirale (TAR).

Dans ce contexte, nous avons abordé la contribution des monocytes intestinaux dans le
maintien des réservoirs viraux (VRs) chez le macaque rhésus (MR) infecté par la souche
SIVmac251.

Nos résultats montrent que la TAR précoce contrdle efficacement 1’infection virale des
cellules monocytaires, aussi bien dans le sang que dans I’intestin. Parallélement au rebond
viral aprés linterruption du traitement, nous avons observé l'infection précoce des
monocytes, qui présentent non seulement de I'ADN viral, mais également de I'ARN viral.
Ces résultats indiquent que les sous-ensembles de cellules monocytes ne peuvent pas étre
considérés comme des VRs majeurs sous TAR, mais peuvent contribuer a la production

virale et a la dissémination du virus une fois que celui-ci est interrompu.



Abstract

Monocytic cells and macrophages are targets of human immunodeficiency virus (HIV-1) and
simian immunodeficiency virus (SIV). On the one hand, it has been proposed that blood
monocytes are essential in the intestinal immune response. On the other hand, circulating
monocytic cells reconstitute and repopulate the intestinal tract, which is the primary target of
HIV-1 and SIV. Therefore, intestinal monocytic cells could contribute to the viral
dissemination but also represent a viral reservoir under antiretroviral therapy (ART).

In this context, we discussed the contribution of intestinal monocytes in the maintenance of
viral reservoirs (VRs) in rhesus macaque (RM) infected with SIVmac251.

Our results show that early ART effectively controls the viral infection of monocytic cells,
both in the blood and in the intestine. Along with viral rebound after treatment interruption,
we have observed early infection of monocytes, which not only display viral DNA, but also
viral RNA. These results indicate that subsets of monocyte cells cannot be considered as
major VRs under ART, but may contribute to viral production and viral dissemination once

treatment is interrupted.
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Etat des connaissances sur ’infection a virus de ’immunodéficience

humaine
1.1.1 Epidémiologie

Le syndrome d’immunodéficience acquise, plus communément appelé SIDA, est
causé par le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) [1]. Cette maladie est caractérisée
par une forte susceptibilité a I’infection par des agents pathogeénes opportunistes ou par
’apparition d’une forme agressive du sarcome de Kaposi ou d’un lymphome de type B [2].
Dans les années 1980, I’épidémie a été initialement associée aux hommes ayant des relations
avec d’autres hommes, puis aux consommateurs de drogues et aux personnes recevant de la
transfusion sanguine. Toutefois, cette pathologie désormais touche I’ensemble de la
population, et ce a travers les 5 continents.

Aujourd’hui, les informations génomiques concernant le VIH permettent d’identifier
sa diversité, son évolution, et aussi de confirmer son origine animale. En effet, il est admis
que les deux souches du VIH (VIH-1 et VIH-2) proviennent d’une transmission inter-eSpeces
du virus de I’immunodéficience simienne (VIS) [3]. Le VIH-1 comporte quatre groupes de
virus distincts : M, N, O, P, et le VIH-2 en comporte deux : A et B [4]. La pandémie du SIDA
est principalement causée par le VIH de type 1 du groupe M, qui est présent partout a travers
la planete et majoritairement en Afrique (4,1%) [5] (Figure 1); tandis que le VIH de type 2
est plus confiné a ’ouest de I’Afrique, et se répand actuellement en Inde, avec une
transmission plus limitée [2, 6]. Dans certains pays comme le Zimbabwe et le Botswana, plus
de 25% des adultes sont infectés [2]. Selon les statistiques mondiales sur le VIH de
I’ONUSIDA en 2017, 36,9 millions de personnes vivaient avec le virus, dont 21,7 millions
avaient acces a la thérapie antirétrovirale, soit 59% des personnes séropositives. Cet acces au
traitement est en augmentation chaque année. Environ 1,8 million de personnes ont été
nouvellement infectées en 2017, sachant qu’il y a une baisse constante de cette estimation
depuis le pic de 1996 (47% de réduction de nouvelles infections). Pour prévenir la

transmission virale, les antirétroviraux sont plus accessibles aux femmes enceintes, soit 80%



des femmes enceintes vivants avec le VIH. Entre 670 000 et 1,3 million de personnes sont
décédées suite aux maladies liées au SIDA en 2017, bien que les décés aient été réduits de
plus de 51% depuis 2004. Il est estimé qu’environ 5 000 nouvelles infections se font
quotidiennement, dont 66% concerne la population subsaharienne. En Amérique du Nord et
en Europe occidentale et Centrale 13 000 décés liés au SIDA ont été rapportés en 2017, et
700 000 en Afrique. Le manque d’accés au traitement sur le continent Africain en est la
principale cause [5]. Au Canada, on estime par ailleurs que 14% des personnes infectees
vivent avec le VIH sans le savoir, et que malheureusement le nombre de nouvelles infections
a légérement augmenté en 2016 (2 165) comparativement a 2014 (1 960) [7]. Malgré 1’accés
au traitement par la population canadienne, le VIH reste tout de méme un défi d’une grande
ampleur pour le pays. Selon I’OMS, I’infection par le VIH est le principal facteur de risque
de survenue d’une tuberculose évolutive. En 2015, 11% des personnes ayant développé la
tuberculose étaient atteints du VIH, dont 75% dans la région africaine [8]. Ainsi, alors que la
population africaine est la plus touchée par la pandémie, les traitements antirétroviraux sont
inaccessibles pour la grande majorité de cette population exposée a I’infection [9].

Ainsi le SIDA porte a son paroxysme la pauvreté, en participant a I’augmentation des
inégalités entre le monde développé et les pays en voie de développement. A ce jour, aucun
traitement ne permet d’éradiquer le virus dans 1’organisme. La prévention reste le meilleur

moyen d’éviter la transmission du virus [8].

Prevalence of HIV among adults aged 15 to 49, 2017
By WHO region

Prevalence (%) by WHO region

[ | Eastern Mediterranean: 0.1 [<0.1-0.1] Europe; 0.4 [0.4-0.4]
Western Pacific: 0.1 [<0.1-0.2] Il Americas: 0.5 [0.4-0.6]| Global prevalence: 0.8% [0.6-0.9

| | South-East Asia: 0.3 [0.2-0.4] I Africa: 4.1 [3.4-4.8] 3 s T s
T

8N World Health
Organization

©WHO 2018 All rights reserved.

Figure 1. Prévalence du VIH pour les adultes agés de 15 a 49 ans. OMS, 2017 [10]




1.1.2 Modes de transmission et Prévention

Le VIH se transmet par le biais de liquides biologiques. Trois conditions sont
nécessaires pour pouvoir étre infecté : une entrée (ex. une lésion), un transport (ex. du
sperme) et une quantité suffisante de virus. Les liquides contenant du virus en concentration
suffisante pour une infection sont : le sang, le sperme, le liquide pré-séminal chez I’homme,
les sécrétions vaginales et le lait maternel. Ainsi, le VIH peut étre transmis lors de rapports
sexuels (anaux ou vaginaux) non protégeés, par contact sang-sang et par voie périnatale de la
meére au nouveau-né [11]. On estime que 30 a 45% des nourrissons acquierent le VIH par
transmission meére-enfant si aucune intervention n’est réalisée [12]. Le principal mode de
transmission reste la relation sexuelle, représentant 90% des infections existantes dans le
monde [7].

Pour la population la plus touchée par le VIH, les déterminants de la pandémie sont
nombreux : changement de partenaires fréquents, &ge médian au premier rapport sexuel bas,
contact masculin avec les professionnels du sexe, faible utilisation du préservatif [13],
manque d’hygiéne [14], taux élevés de conditions de vies déplorables et mauvaises
connaissance de la pandémie et des maladies infectieuses [15]. Cette liste non-exhaustive
pourrait se compléter par d’autres déterminants socio-économiques, socioculturels, et
épidémiologiques, mais ceux-la ne seront pas développer ici. La susceptibilité humaine a
I’infection peut aussi étre un facteur de transmission [16]. Les facteurs génétiques, la
résistance innée, et la résistance acquise (trés rare) sont impliqués dans la résistance a
’infection. Par exemple, une délétion du géne codant pour la molécule CCR5, un corécepteur
pour le VIH, offre une protection conséquente contre I’infection du VIH-1 [17]. Aussi, les
études ont montré que la circoncision masculine diminue considérablement une infection en
¢liminant un portail d’entrée contenant les cellules cibles du VIH [18].

Malgré tout, la prévention est le seul moyen d’éviter la contamination par le VIH.
Concernant la transmission mere a enfant, la thérapie antirétrovirale est aujourd’hui la plus
efficace pour prévenir 1’infection au cours de I’accouchement ou de I’allaitement [19].
Concernant la transmission par contact sexuel, la prévention passe par plusieurs actions. On
retrouve 1’abstinence sexuelle, les débuts sexuels retardés, la réduction du nombre de

partenaires, 1’utilisation systématique du préservatif, 1’utilisation de microbicides ou la prise



de prophylaxie pré- ou post-exposition. Pour les utilisateurs de drogues injectables, il s’agit
de réduire le partage des aiguilles ou utiliser des aiguilles propres [16].

1.2 Transmission inter-especes et SIDA

1.2.1 Primates non-humains : hotes naturels et non-naturels du VIS

A ce jour, il a été répertorié que plus 40 especes de primates non humains africains
sont porteurs naturels d’un virus semblable au VIH, le Virus de 'immunodéficience simienne
(VIS). On peut nommer le chimpanzé, le sooty mangabey, le singe vert d’ Afrique, le mandrill
ou encore le singe a queue de soleil. Contrairement aux humains infectés par le VIH, on
considere generalement que ces « hdtes naturels » ne développent pas le SIDA malgré une
infection chronique caractérisée par une réplication virale hautement active [20]. En effet, de
récentes données suggereraient que I’infection naturelle du chimpanzé¢ pourrait s’avérer plus
pathogénique que ce que I’on pensait [21]. En 1983, la découverte de la transmission du
syndrome de I’immunodéficience acquise chez des macaques rhésus [22] a permis de montrer
la susceptibilité inter-especes des singes d’Asie au VIS, développant une maladie similaire
au SIDA apreés infection [23]. Le macaque rhésus (Macaca mulatta), le cynomolgus (Macaca
fascicularis) et le pigtail (Macaca nemestrina) font partis des hotes non naturels, et sont
communément utilisés en recherche biomédicale [24]. 1l est a noter que la sensibilité au virus
differe selon les types de macaques (Figure 2 et 3). Par exemple, les macaques rhésus chinois
sont moins sensibles que les macaques rhésus indiens, résultant en une évolution plus lente

vers le SIDA, ce qui se rapproche du cas de ’homme [25].
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Figure 3. Transmission inter-espéces du virus du Sida et susceptibilité de ’hote.
Jéerdme Estaquier

1.2.2 Origine du VIH : théorie de la zoonose

Ayant connaissance de la capacité d’infection des singes d’Asie par le VIS des singes
d’Afrique et du développement d’une maladie semblable au SIDA, la zoonose est la premicre
théorie expliquant 1’origine du VIH. Cette théorie est d’autant plus renforcée grace aux
analyses génétiques de 1990 qui suggerent que le SIVcpz du chimpanzé serait a I’origine du
VIH-1 [26] (Figure 4). Plus tard, il a été prouvé que les groupe M et N du VIH-1 auraient

pour origine le VIScpz du chimpanzé et que le groupe O et P auraient pour origine le VISgor



du gorille. Le SIVsmm du Sooty mangabey a été premierement proposé en 1989 comme étant
a I’origine du VIH-2. Les études génétiques de Gao et al. en 1992 ont pu confirmer cette
hypothese. Le VISmac ressemblant au VIH-2, dériverait de ce dernier a cause d’une

transmission par le virus hébergé par le Sooty mangabey [6].
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Figure 4. Origine du VIH. Sharp, P.M. et B.H. Hahn, 2011. [6]

1.3 Caractéristiques du VIH-1/ VIS

Le VIH-1/VIS appartient au genre des Lentivirus, du fait de sa longue et variable
période d’incubation, de sa réplication virale persistante, de ses manifestations neurologiques
et de la destruction de cellules hématologiques ou immunologiques spécifiques qu’il
provoque [27]. Il fait partie de la famille des Rétroviridae, car sa réplication nécessite une
transcriptase inverse (RT) lors de son entrée dans une cellule héte [28].



1.3.1 Structure du virus

Une particule virale du VIH-1/VIS mature est de forme ronde, mesurant environ 100
nm de diamétre [28] (Figure 5). Elle posséde une enveloppe composée d’une bicouche
lipidique dérivee de la cellule hote. Cette bicouche lipidique contient des glycoprotéines de
surface, appelées gp120, qui sont ancrées au virus par des interactions avec la protéine
transmembranaire gp41 [29]. Lors de I’étape du bourgeonnement virale, I’enveloppe du virus
acquiert également des protéines membranaires telles que le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH), I’actine et I’ubiquitine [30]. La couche de la membrane interne
du virus est formée par la protéine de la matrice p17 (MA). Elle recouvre la capside de forme
conigue qui est assemblée par la protéine de capside p24 (CA) [31]. A I’intérieur de la capside
se trouvent deux molécules identiques d’ARN génomique viral, ainsi que plusieurs enzymes
virales telles que la transcriptase inverse (RT), I’'RNase H et ’intégrase (IN). Le virus est
aussi composé de protéines régulatrices Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr et Vpu [28]. Tat active la
transcription des geénes viraux ; Rev régule I’exportation d’ARNm viral non épissé et
partiellement épissé ; Nef influence sur la réplication virale, augmente 1’infectiosité des
particules virales et régule négativement CD4 ; Vif est une protéine nécessaire a la production
de virus infectieux ; Vpr est un composant de particules virales qui facilite ’infectiosité du
virus et qui agit sur le cycle cellulaire ; Vpu contréle la dégradation de CD4 et module le
trafic intracellulaire [32].
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Figure 5. Schéma de la structure du VIH-1/VIS. Robinson HL, 2002. [33]



Le génome du VIH/VIS (Figure 6) est constitué de deux molécules d’ARN simple
brin identiques, contenant 9 ORF (Open Reading Frame) qui produisent 15 protéines [34,
35]. Le genome viral est intégré au génome de la cellule hote grace au phénomene de la
transcription inverse, de la dégradation de I’ARN et de I’intégration de I’ADN double brin
dans le génome humain. A ce stade, le génome est appelé ADN proviral. Il est flanqué de
chaque extrémité par des séquences LTR (Long Terminal Repeat). La région 5° LTR du
geéne code pour le promoteur responsable de la transcription qui se fait du sens 5’a 3°[28].
Le géne gag est premierement transcrit, pour générer les protéines de la matrice (MA), de la
capside (CA), de la nucléocapside (NC) et la protéine p6. Le géne pol code pour la protéase
(PR), la transcriptase inverse (RT), I’intégrase (IN) et I’RNase H. Le géne Env code pour
un peptide signal (SP) de 30 acides aminés, gp20 et gp41 [35]. Le génome code aussi pour
les protéines régulatrices Tat et Rev pour initier la réplication, et les protéines Nef, Vif, Vpr
et VVpu impliquées dans la réplication virale, le bourgeonnement viral et la pathogenése. Le
HIV-2 et le SIVmac codent en plus pour Vpx, une protéine auxiliaire capable d’inhiber le

facteur de restriction SAMHD1, qui limite la réplication des lentivirus [36-38].
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Figure 6. Organisation génomique des lentivirus de primates [39]



1.3.2 Cycle de vie du virus

Le virus nécessite la machinerie cellulaire d’une cellule hote afin de se répliquer. Pour
infecter une cellule, la principale cible du VIH/VIS est la glycoprotéine de surface CDA4.
Ainsi, le virus est capable d’infecter majoritairement les lymphocytes T CD4, mais aussi les
monocytes, les macrophages ou encore les cellules dendritiques [40]. Dans ces cellules, le
virus peut s’intégrer au génome et rester latent, ou peut se répliquer lors d’une activation
cellulaire. Cependant, il est a noter qu’une infection peut se faire indépendamment des
molécules CD4 notamment dans les astrocytes [41] et les cellules épithéliales rénales [42].
Deux phases sont observées durant le cycle de vie viral :

- une phase précoce ou le virus s’attache a la cellule, rétrotranscrit son ARN en ADN
et s’intégre au génome.

- une phase tardive ou la transcription et la traduction du matériel génétique,
I’assemblage de nouveaux virions, le bourgeonnement et la libération de ces virions sont
réalisés.

Le virus s’attache a la cellule hote grace aux interactions entre les molécules CD4 et
les protéines Env, complexes formés par gp120 et gp41. Cette liaison entraine un changement
de conformation dans Env permettant la liaison aux corécepteurs viraux. Les principaux
corécepteurs sont CXCR4 (utilisé par le VIH-1) et CCR5 ou CD195 (utilisé par le VIH-1 et
le VIS), déterminant le tropisme viral [43]. D’autres corécepteurs ont été cependant
impliqués comme CCR1, CCR2b, CCR3, CCR4, CCR8, CCR9, CXCR2, CXCR5, CXCRS,
CX3CR1, GPR1, GPR15, APJ, ChemR23 et RDC1 [44]. L’insertion de gp4l dans la
membrane cellulaire initie ensuite la fusion membranaire [43].

La fusion de I’enveloppe virale avec la membrane de la cellule entraine la libération
de la capside dans le cytoplasme de 1’hote. Apres la décapsidation, le génome d’ARN subit
une rétrotranscription catalysée par la transcriptase inverse (RT), pour convertir ’ARN en
ADN double brins. Cette rétrotranscription se déroule en plusieurs étapes. Premiérement, elle
est initiée par une amorce d’ARNt liée a la zone pbs (primer binding site) de ’ARN. Une
synthése d’ADN est réalisée du coté 5° de I’ARN générant un rétrotranscrit précoce, hybride
ADN/ARN, appelé « minus-strand strong stop ». Ce fragment se transfert a la région 3’ du

génome provoquant la suite de la syntheése nucléique, un fragment plus long d’ADN. L’ ARNt



lié au pbs est dégradé par I’RNase H et la synthése d’ADN bicaténaire, linéaire, contenant
des LTR & chaque extrémité aboutit [45].

Une fois I’ADN synthétisée, il se doit d’intégrer le génome de la cellule hote en
passant I’enveloppe nucléaire a I’aide d’un complexe de pré-intégration (PIC). C’est I’étape
de I’'import nucléaire. Ce complexe est composé entre autre de I’intégrase (IN), des protéines
de la matrice (MA), de la nucléocapside (NC) et de Vpr [45]. D’autres facteurs peuvent
influencer I’import nucléaire du virus : la kinésine KIF4B, la nucléoporine Nup358 [46], le
fragment « ADN flap » généré durant la rétrotranscription [47] ou encore I’interaction
importine alpha3 et IN [48].

L’insertion de I’ADN viral dans les domaines transcriptionnellement actifs de I'ADN
chromosomique de I'héte, est catalysée par I’enzyme intégrase et par d’autres enzymes de
réparation [49]. D’ailleurs, cette intégration sélective favoriserait la réplication virulente du
VIH. L’ADN intégré est nommé ADN proviral ou provirus [45]. Cette étape peut étre
favorisée par une protéine de la cellule héte, LEDGF/p75 [50]. L’intégration se fait
particulierement au sein de cellules actives pouvant se convertir en cellules naives, mais peut
se faire également directement dans les cellules quiescentes [51]. Le cycle de réplication peut
s’arréter a cette étape dans les cellules quiescentes.

Apres une activation cellulaire, le cycle de réplication peut reprendre son cours pour
produire de nouvelles particules virales. Il s’agit des étapes tardives du cycle de réplication
[52]. L’ ADN proviral sert de matrice pour la synthése des brins d’ARN. La protéine Tat initie
la transcription en interagissant avec les séquences LTR de I’ARN viral. Une
hyperphosphorylation de I’ARN polymeérase II cellulaire provoque la production de trois
classes d’ARN viraux. 1) Les ARN non épissés servent d’ARNm des précurseurs de
polyprotéines Pr55°% et Pr160297! et sont aussi conditionnés en ARN génomiques ; 2) Les
ARNmM partiellement épissés codent pour les protéines Env, Vif, Vpu/Vpx et Vpr ; 3) Les
petits ARNm épissés sont traduits en Rev, Tat et Nef. Rev permet 1’exportation d’ARN
génomiques viraux et les ARNm partiellement épissés et non épissés du nucléoplasme vers
le cytoplasme [53]. Le processus d’assemblage des protéines virales s’en suit, dont 1’acteur
majeur est le précurseur Pr556%, Cette polyprotéine favorise les interactions Gag-Gag en
ciblant la membrane plasmique, encapside le génome de I’ARN wviral, s’associe aux

glycoprotéines Env et stimule le bourgeonnement au niveau de la membrane plasmique. Les
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protéines Env (gpl20 et gp4l) transportés a la surface cellulaire, sont genérées par la
glycoprotéine gpl160 qui est clivée en passant par le réticulum endoplasmique et 1’appareil
de Golgi [54]. Le bourgeonnement a la surface de la cellule est la derniére étape d’assemblage
du virion. Cette étape est favorisée par des séquences spécifiques que code le rétrovirus, «
late » ou « L » [55]. Pendant ou peu de temps aprés la libération du virus de la membrane
plasmique, la protéase virale PR clive les polyprotéines précurseurs Gag et GagPol pour
générer les protéines matures de Gag et Pol. Ainsi, les particules virales matures peuvent
devenir infecticuses et infecter d’autres cellules environnantes, conduisant a un cycle continu
de réplication virale [56].
Le cycle de vie du virus est schématisé par la figure suivante (Figure 7) :

Phase précoce Phase tardive
Virion l
mature I . Virion
I Corécepteur .
immature
CD4
Env — o Bourgeonnement et
Liaison CD4/corécepteur maturation
ARN viral \‘ . . T
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Figure 7. Représentation schématique du cycle de vie du VIH-1. Adapté de Abdul A.
Waheed et Eric O. Freed, 2012. [57]
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1.3.3 Pathogéneése du virus

La premiere phase d’infection par le VIH, nommé phase aigiie, est caractérisée par
une haute virémie, par I’infection de différents organes et par un désordre immunologique
important durant le premier mois [58, 59] . Les signes cliniques de cette primo-infection sont
la fatigue, la fiévre, la myalgie, les maux de téte, les sueurs nocturnes, les pharyngites et les
symptomes gastro-intestinaux [60].

Durant cette période, le virus est hautement réplicatif dans le sang et dans le systeme
lymphatique qui drainent les organes lymphoides, résultant en ’endommagement progressif
du systéeme immunitaire [61]. Dans le sang périphérique, il y a une corrélation entre la
diminution du taux de lymphocytes T CD4 (LT CD4) activés et I’augmentation de la CV
plasmatique. L’infection précoce des organes lymphoides (rate, moelle osseuse, ganglions)
est observée des les premiers jours d’infection. Il a également été montré que 1’apoptose dans
les organes lymphoides au cours de I'infection primaire prédit une progression rapide vers le
SIDA [59]. Le cerveau représente également un sanctuaire viral qui est établi précocement
apres I’infection [62], souvent a 1’origine de désordres neurocognitifs [63]. Cependant, le
tractus gastro-intestinal est une cible préférentielle du VIH/VIS. Dans cette région, les
lymphocytes T CD4 sont rapidement éliminés [64]. Au niveau de la lamina propria, il y a
une perte particuliére de Th17, qui produit des cytokines (IL-17, IL-22) importantes dans la
régulation de 1’intégrit¢ mucosale et dans 1’immunité antibactérienne [65]. Ce
bouleversement immunologique entraine une perméabilité de la lamina propria provoquant
une translocation bactérienne. Ainsi, une sur-activation du systéme immunitaire se produit,
facteur supplémentaire caractérisant I’infection par le VIH [66]. Cette sur-activation entraine
I’augmentation de cytokines pro-inflammatoires tels que TNF-a, IL-12, IL-15, ou IFN-y qui
favorisent la transcription du VIH [67]. Le TNF-a est notamment connu pour avoir un effet
stimulateur sur le VIH-1 et par son effet activateur d’expression d’autres médiateurs de
I’inflammation [68]. Lors de l'infection primaire, en dépit de I'activation des LT CD8, ces
cellules effectrices ne peuvent éliminer les cellules infectées [69]. Elles sont aussi induites
en apoptose a cause de la surexpression de TGF-B [70]. Parallelement, la réponse des

lymphocytes B, impliqués dans la production d’anticorps, est altérée et inefficace [71].
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Pendant la phase chronique de I’infection, le niveau de virémie est d’un ou deux
ordres de grandeur plus bas que le pic de virémie de la primo-infection. Les especes virales
se situant dans les différents compartiments de I’organisme se diversifient. Aprés avoir
augmenteé de niveau a la fin de la primo infection, le taux de LT CD4 diminue peu a peu [53]
alors que le niveau de LT CD8 activés augmente [72]). Le niveau d’anticorps anti-VIH reste
stable [53].

Durant toute la période d’infection, le systéme immunitaire s’épuise, ce qui mene au
stade de I’immunodéficience, SIDA. Pendant cette phase, le taux de LT CD4 dans le sang
diminue fortement, et la virémie plasmatique augmente considérablement.
L’immunodéficience est confirmée lorsque le taux de LT CD4 est de moins de 200 par pL
[73]. Les individus immunosupprimés sont exposés a de nombreuses infections opportunistes
sans que le systeme immunitaire puisse agir [74]. Par conséquent, 1’infection par le VIH est
la cause majeure de la mort cellulaire programmeée des LT CD4, par activation du récepteur
FAS (communément appelé CD95), dans le sang périphérique et dans les tissus profonds
[75]. Cette apoptose massive correspondrait soit & un systéme de défense de 1’hdte pour
permettre I’¢limination de cellules infectées, soit & un systéme déjoué par le virus afin de
déréguler le systéme immunitaire [76].

Les hétes non-naturels infectés par le VIS présentent une haute virémie [77], une perte
significative de lymphocytes T CD4+ au cours de I’infection aigué [78], des niveaux élevés
d’activations immunitaire innée et adaptative [79], et I’incapacité du systéme immunitaire
cellulaire et humorale a contréler la réplication virale [20]. Ces caractéristiques font des
macaques rhésus un modele d’étude pertinent, car on les retrouve chez ’homme au cours
d’une infection par le VIH. Les hotes naturels du VIS préservent un niveau stable de
lymphocytes T CD4+ périphériques [80, 81]. lls préservent également une immunité
mucosale avec des taux normaux de cellules intestinales et une absence de translocation
microbienne [80, 82]. La fonction et I’architecture des ganglions lymphatiques, et la
régénération des cellules lymphocytaires ne sont pas perturbées [80, 83]. De plus, il y a une
absence d’activation immunitaire chronique (phénoméne impliquée dans la pathogenese
virale) [84, 85]. Le haut niveau d’anti-inflammatoire comme TGF-§ et d’IL-10 dans le
plasma réduit ’inflammation et 1’activation des lymphocytes T [86]. Aussi, les LT CD4+

expriment un faible niveau de corécepteurs et sont moins infectés [87]. Plusieurs hypotheses
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sont émises quant aux mécanismes d’acquisition du phénotype non pathogénique des hotes
naturels, la principale étant la coévolution des souches de VIS et leurs hotes en région

africaine [88].

1.4 Stratégies thérapeutiques contre le VIH/VIS

Les thérapies antirétrovirales (TAR) inhibent différentes étapes de la réplication
virale et permettent de garder la charge virale a un niveau indétectable dans le sang. Ceci
évite les patients d’en arriver au stade SIDA. Ce traitement de premiére ligne permet aux
patients séropositifs d’avoir une meilleure qualité vie [89]. Il existe plusieurs classes de
médicaments selon leur fonction anti-VIH, approuvés par la FDA et mis sur le marché
pharmaceutique [90] (Figure 8) :

- Les inhibiteurs d’entrée peuvent agir : au niveau de la liaison entre le récepteur
de surface CD4 et la molécule d’enveloppe virale gpl20; au niveau du
corécepteur CCR5 agissant comme antagonistes compétitifs ; au niveau de la
fusion de I’enveloppe virale et la membrane cellulaire.

- Les inhibiteurs de transcriptase inverse, classés en deux catégories: les
inhibiteurs non-nucléosidiques de la transcriptase inverse (NNRTIs) et inhibiteurs
nucléosidiques de la transcriptase inverse (NRTIS).

- Les inhibiteurs d’intégration d’ADN viral dans le génome de la cellule hote.

- Les inhibiteurs de protéase (PI), qui inhibent la maturation des virions apres
leur libération de la membrane plasmique de la cellule. Le tableau suivant, adapté

de Eric J. Artset al. [91] résument les différentes classes d’antirétroviraux :
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Figure 8. Les étapes du cycle de vie du VIH-1 ciblées par les antirétroviraux. Sarah B.
Laskey et Robert F. Siliciano, Nature Reviews Microbiology, 2014.

Classes d’antirétroviraux Site d’action Exemples
Inhibiteurs d’entrée Liaison CD4 Ibalizumab
Liaison CCR5 Maraviroc
Fusion Enfuvirtide
Inhibiteurs de NNRTI Rétrotranscription Efavirenz, Etravirine
transcriptase inverse NRTI Rétrotranscription Abacavir, emtricitabine
Inhibiteurs d’intégration  INSTI  Intégration de I’ADN viral Raltegravir,

Dolutegravir,

Tableau 1. Classes d’antirétroviraux.

1.5 Cellules cibles du VIH : sources de réservoirs

1.5.1 Lalignée lymphoide
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Les cellules de la lignée lymphoide sont 1’une des principales cibles du VIH. Comme
mentionné précédemment, les lymphocytes ayant a leur surface le récepteur CD4 permettent
I’infection cellulaire par le virus. Au cours d’une infection, il est démontré que les
populations lymphocytaires les plus infectées sont les LT CD4 effectrices qui permettent une
dissémination virale majeure [92]. En effet, la réplication du virus est davantage efficace si
la cellule hote est active, car I’activité cellulaire favorise les eétapes du cycle de réplication
qui sont associées aux différents acteurs moléculaires au sein de la cellule [93]. Les LT CD4
au repos limitent la réplication virale en raison d’une couche rigide d’actine corticale qui
recouvre la cellule, inhibant I’entrée du virus [94]. Les cellules T CD4+ mémoires,
quiescentes, correspondraient & contrario aux réservoirs cellulaires du VIH. Il est supposé
que la latence est établie lorsqu'une cellule infectée de maniére productive retourne dans un
état de repos, piégeant le virus dans un état latent [93]. Apres réactivation de ces cellules

mémoires, la dissémination virale reprendrait son cours [95].

1.5.2 L’existence de réservoirs viraux sous TAR

En dépit des traitements antirétroviraux (TAR) hautement actifs capables de contrdler
la réplication virale conduisant a son absence de détection dans le sang, 1’interruption des
traitements a mis en exergue la persistance virale conduisant ainsi en quelques semaines a un
rebond de la virémie plasmatique [96]. Ces données suggerent que malgré un contréle de la
réplication virale dans le sang et les ganglions lymphatiques périphériques sous TAR, les
réservoirs viraux résiduels, participant au rebond viral, se localiseraient dans les tissus qui
restent a déterminer [97]. Au niveau tissulaire, le principal réservoir suspecteé est la rate, bien
que les études récentes montrent que le cerveau ainsi que d’autres organes pourraient étre
réservoirs. Au niveau cellulaire, les réservoirs viraux suspectés sont particuliérement les
lymphocytes T CD4 mémoires centrales (Tcm), les lymphocytes T CD4+ mémoires
transitionnelles (Ttm) [95] et les cellules Tfh [98]; ces derniéres se trouvant d’ailleurs en
grande partie dans la rate [99]. Les Tcm possédent une faible capacité de prolifération
cellulaire mais une longue survie cellulaire. En revanche, les Ttm sont susceptibles d’étre
réservoir du fait de leur capacité de prolifération homéostatique pour maintenir un niveau
stable de LT CD4 infecté [95].
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En effet, la taille et la persistance du réservoir du VIH sont dirigées par la survie des
lymphocytes T et la prolifération homéostatique des cellules lymphocytaires [95].

C’est pourquoi, I’étude des réservoirs est un point majeur dans la lutte contre le VIH,
afin de mettre en lumiére les mécanismes d’établissement de réservoirs viraux. Cela
permettrait a long terme la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques dans le but

d’éradiquer le virus de 1I’organisme.

1.5.3 Lalignée myéloide

1.5.3.1 Diversité des cellules myéloides

Ces cellules a courte demi-vie se développent initialement dans la moelle osseuse a
partir de la division des monoblastes qui peuvent ensuite circuler dans 1’ensemble de
I’organisme, particuliérement durant une infection microbienne [100]. Parmi ces cellules, se
trouvent les monocytes et les macrophages [101, 102] et les cellules dendritiques (DCs)
[103]. Les monocytes spléniques représentent un vaste réservoir de cellules non différenciées
pouvant étre mobilisées en réponse a une Iésion [104]. En outre, les monocytes sanguins qui
se développent également dans la moelle osseuse jouent un role essentiel dans la
reconstitution de la population macrophagique de I’intestin, dans lequel CCR2 est essentiel
[105, 106]. Drailleurs, il a été montré en 1985 grace au modeéle murin que les macrophages de
I’intestin représentent le plus grand pool de phagocytes mononucléaires de 1’organisme
[107].

Le macrophage et la cellule dendritique myéloide dérivent des cellules monocytaires,
en lien avec le milieu cytokinique [108]. Ils viennent tous deux de cellules monocytaires
précurseurs « monocyte-dendritic cell progenitor », les MDPs. L’expression de I’intégrine
membranaire CD11b et la perte d’expression de I’intégrine CD11c guideront les cellules
MDP a se différencier en monocytes inflammatoires qui se différencieront ultérieurement en
macrophages. Apres la différenciation, ces cellules de phénotype CD11b*™ CD11c™ peuvent
exprimer ou non d’autres récepteurs membranaires qui vont déterminer les sous-populations

de macrophages. Les monocytes sanguins présentent 3 phénotypes distincts (CD14",
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CD14'CD16", et CD16") aux caractéristiques fonctionnelles distinctes [109-111].
L’expression de la molécule CD14 a leur surface détermine les macrophages dits classiques
et ayant une capacité phagocytaire importante. La principale fonction de CD14 est la
détection des LPS bactériens (lipo-polysaccharides). Ces cellules se trouvent
particuliérement dans le sang et les tissus inflammatoires. Elles expriment un haut niveau de
CCR1 ou CCR2 migrant facilement en réponse 8 CCL2 et CCL3. La perte du récepteur CD14
et ’acquisition de I’expression de la molécule CD16 oriente les macrophages en cellules dites
non-classiques exprimant un haut niveau de CX3CR1 et migrent en réponse a CX3CL1 [112,
113]. CD16 ou FcyRIII est un récepteur intervenant dans le processus ADCC (Antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity) communément appelé «cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante des anticorps » [114].

D’autre part, dans la moelle osseuse, lorsqu’une cellule précurseur MDP augmente
I’expression de I’intégrine CD11c et perd I’expression de la molécule CD11c, celle-ci se
différencie en précurseur commun de cellules dendritiques CDP ou « common progenitor of
DC ». L’environnement cytokinique et 1’expression de différents facteurs de transcription
guident alors une cellule CDP a se différencier en cellule dendritique plasmocytoide (pDC)
ou en deux populations de cellules dendritiques myéloides conventionnelles mDC1 et mDC2
(ou cDC1 et cDC2) [115-117]. Les pDC jouent un role primordial dans la sécrétion de
I’interféron de type 1 (IFN-1) ayant des propriétés antivirales et dans I’activation des
lymphocytes B [118, 119]. Les cDCL1s contrdlent les réponses immunitaires contre les virus
et les pathogenes intracellulaires en amorcant les LT CD8 naives, en réactivant les LT CD8
mémoires et induisant les cellules Thl et Treg. Les cDC2s déclenchent plut6t une réponse
contre les bactéries et les champignons extracellulaires en induisant les cellules Th17, Th2 et
Tth[120].

1.5.3.2 Infection des cellules myéloides

Les cellules de la lignée myeéloide sont également cibles du VIH/VIS, car certaines
d’entre elles possedent le récepteur CD4 et des récepteurs aux chimiokines, importantes pour

I’infection.
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Au niveau des muqueuses, il est proposé qu’une des premicres cibles du virus soit les
DCs. Ces derniéres qui sont spécialisées dans la présentation antigénique peuvent favoriser
les infections virales subséquentes des LT CD4 en migrant dans le sang périphérique et les
tissus [121].

Par ailleurs, plusieurs études ont initialement montré que les monocytes circulants
peuvent étre infectés de facon latente et ’infection productive peut étre initiée durant la
différenciation des macrophages [122-124]. 1l a été aussi proposé qu'une infection productive
coincide avec I'entrée dans la phase G1/S du cycle cellulaire et que le GM-CSF est I'une des
principales cytokines qui favorise et entretient I'infection productive [122, 125-128]. En
effet, in vivo les cellules CD14"* peuvent contenir dés le 7°™ jour d’infection par le VIH, 10
fois plus d’ADN viral que les LT CD4 [127]. De plus, les phagocytes mononucléaires non-
proliférateurs, qui sont relativement résistantes a 1’effet destructeur du virus, peuvent servir
de réservoir persistant et productif du VIH [129].

Ultérieurement, il a été proposé par Triques K. et al. [130] dans un modeéle
expérimental in vitro une plus grande résistance des monocytes a I’infection par le VIH-1 du
fait de leur faible concentration en dTTP par rapport aux macrophages différenciés. D’autres
études récentes montrent in vitro que la protéine Vpx facilite ’infection des cellules
macrophagiques en restreignant 1’activit¢é de SAMHDL1 [131].

Toutefois, cette protéine Vpx absente du génome de VIH-1 est présente chez les virus
simiens pathogenes et non pathogenes, mais aussi dans le génome de VIH-2 [132]. Ceci pose
la question du réle de Vpx dans la pathogenése. De plus, 1’étude de Calantone et al. [133]
montre que lors de I'utilisation d’un VIS sans Vpx, il n’y a pas d’effet significatif sur la
présence d’ADN viral entre monocytes et lymphocytes T.

Plusieurs travaux ont indiqué que durant une infection par le VIH ou par le VIS, les
niveaux d’ARN viral étaient plus élevés dans la population sanguine de CD14", bien que les
niveaux d’ADN viral étaient similaires dans les différentes sous-populations de monocytes
[134-136]. Au cours de l'infection virale, les monocytes CD14" exprimant CD16 sont
augmentés [137]. Les travaux de Ancuta P. et al. soulignent le fait que les monocytes CD16*
exposés au VIH favorisent une réplication virale extrémement efficace lors de la

différenciation en macrophages et de I’interaction avec les cellules T [138, 139]. De plus,
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une étude a montré que les monocytes CD16" hébergent de préférence I'ADN du VIH chez
des individus infectés par le VIH sous TAR [140].
D’autres types cellulaires d’origine embryonnaire peuvent également étre infectés par

le VIH/VIS tels que les microglies du systéme nerveux central (SNC) [141, 142].

20



Chapitre 2 : Hypothese et objectifs

La problématique des réservoirs cellulaires et tissulaires du VIH reste a ce jour un
théme d’investigation prioritaire. Par consequent, en regard des études antérieures, il est
évident que les travaux actuels doivent se concentrer sur des organes autres que le sang et les
ganglions périphériques, car il existe une éradication compléte du virus dans ces organes sous
TAR [96]. Lors d’une infection, il existe une dissémination précoce du virus dans I’ensemble
de I’organisme, associée a un établissement précoce de réservoirs viraux sous traitement
antirétroviral. D’autre part, lors d’une thérapie administrée trés précocement chez le Macaque
rhésus, le rebond viral ne provient ni du sang, ni des ganglions périphériques. Il se pose donc
la question sur la nature des sites anatomiques et des cellules infectées sous TAR. De plus,
étant donné que les cellules monocytaires sont des cellules cibles du virus et qu’un nombre
significatif de monocytes/macrophages circulants colonisent la région intestinale,

I’hypothése que nous avons émise est la suivante :

Les cellules myéloides constitueraient un réservoir potentiel du VIH dans les
organes profonds, principalement ceux de l’intestin, causant le rebond viral aprés

Parrét de traitement antirétroviral.

Afin de répondre a cette hypothese, mon premier objectif a été de quantifier I’ADN
et I’ARN viral dans les sous populations monocytaires de 1’intestin comparativement au sang,
au cours de I’infection naturelle du VIS.

Par la suite, mon deuxiéme objectif a ét¢ de quantifier cet ADN et ARN viral au cours
d’une thérapie antirétrovirale (TAR).

Enfin, mon troisieéme objectif visait a déterminer les conséquences d’une interruption

de TAR (ATi) sur I’infection de ces cellules.
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes

Afin d’atteindre mes objectifs, des macaques rhésus (RM) ont été utilisés comme
modele animal pour permettre I’analyse des compartiments difficilement accessibles chez
I’homme, en particulier le tube digestif.

3.1 Macaques rhésus et infection par le VIS

3.1.1 Statut éthique

Les RMs ont été hébergés a I'Université Laval conformément aux régles et aux
reglements du Conseil canadien de protection des animaux (http://www.ccac.ca). Le
protocole a été approuvé par le Comité de la protection des animaux de I'Université Laval
(numéro de projet 106004). Les animaux ont été nourris avec un régime alimentaire standard
additionné de fruits et de Iégumes et d'eau a volonté. L'enrichissement social a été assure et
supervisé par le personnel vétérinaire et contrélée quotidiennement. Les animaux ont été
évalues cliniquement et sacrifiés sans cruauté en utilisant une surdose de barbituriques selon

les directives en vigueur au Canada.

3.1.2 Animaux et inoculation virale

Durant ma maitrise, seize RMs séronégatifs pour le VIS, le STLV-1 (Simian T
leukemia Virus type-1), le SRV-1 (rétrovirus de type D) et les virus de I’herpés de type B ont
été infectés avec du SIVmac251 a une dose de 20 DIA50 (dose infectieuse pour 50% des
animaux). L’inoculation virale a été effectuée en intraveineuse. Au jour 4 apres I’infection,
onze d’entre eux ont été traités avec un cocktail d’antirétroviraux composé de Tenofovir
(TFV, 20mg/kg, GILEAD), Emtricitabine (FTC, 40mg/kg, GILEAD), Raltegravir (RGV,
20mg/kg, MERCK) ou Dolutegravir (DTG, 5 mg/kg, ViiV), Indinavir (IDV, 2mg/kg,
MERCK) et Ritonavir (RTV, 20mg/kg; Abbvie). Les RMs ont été sacrifiés a différents temps
post-infection durant I’infection naturelle (n=5), sous thérapie antirétrovirale (n=5), et aprés
I’interruption de TAR (n=6) (Figure 9 et Tableau 2).
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Pendant toute la durée du protocole, des prélevements sanguins ont été effectués pour
un suivi longitudinal des animaux. Pour chaque point de prélevement sanguin, un
hémogramme a été réalisé a 1’aide d’un instrument d’hématologie Abaxis VetScan HM5
(Abaxis, CA). Un marquage membranaire par des anticorps spécifiques (anti-CD3, CD4) a
été réalisé pour analyse en cytométrie en flux, afin de rendre compte de la dynamique des

lymphocytes T CD4 au cours de I’infection.

INFECTION NATURELLE

Siv

Objectif 1 1

bbb

Euthanasies : 5 singes sacrifiés aux jours 11, 14, 33, 60, 77

THERAPIE ANTIRETROVIRALE
TFV 20 mg/kg
FTC40 mg/kg Interruption ART

siv RGV 20 mg/kg (ATi)
. . IDV 2 mg/kg
Ob]eCtlfz 1 RTV 20 mg/kg wl'
Objectif3 — T
Euthanasies : 2 singes 3 singes 6 singes
(jours 11,14) (jours 27,35, 55) (jours 10, 12,
15, 18, 28)

Figure 9. Schéma 1 du protocole expérimental
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INFECTION NATURELLE JOUR D’EUTHANASIE
PB041 11
PB051 14
9051222 33
9082012 60
122070R 77
TAR

R110806 11
111466R 14
R110562 27
R110360 35
121836R 55
POST-TAR

R110482 10
121888R 12
R110804 15
131134R 15
11-1430R 18
131878R 28

Tableau 2. RMs infectés par le SIV.

3.1.3 Prélévement et préparations d’échantillons

A chaque euthanasie, le sang et les tissus profonds tels que le colon, le jéjunum, et
I’1léon ont été récupérés immédiatement pour 1’analyse cellulaire. Les cellules mononuclées
du sang périphérique (PBMC) ont été isolées du sang total (avec héparine) par gradient de
densité en utilisant la technique du Ficoll (Figure 10). Celle-ci permet de séparer les PBMC,
qui se situent a la limite supérieure de la couche de Ficoll, des autres cellules sanguines plus
denses, qui sedimentent au fond du tube. Les cellules récupérées ont ensuite été lavées avec
du RPMI complété avec 10% de FBS, 1mM de Sodium Pyruvate et 1% de Penicillin-
Streptomycin-Glutamine a 50 mg/mL. Les cellules issues des compartiments intestinaux ont
été isolées aprés une isolation mécanique. Ces derniers ne sont pas traités a la collagénase ou
a d’autres protéases pour limiter les effets négatifs sur I’expression des récepteurs de surface
cellulaires en particulier celle de la molécule CD14. Les cellules du jéjunum et de I’iléon ont

été regroupées pour une question de quantité de cellules.
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Figure 10. Principe de la méthode de séparation cellulaire par centrifugation en densité
(Ficoll). Wan Shi Low et Wan Abu Bakar Wan Abas, BioMed Research International, 2015
[143].

3.2 Tricellulaire

Les cellules issues du sang, du colon et du jéjunum/iléon (108 cellules) ont été triées
a l'aide d'un trieur de cellules BD Influx (Becton Dickinson) en utilisant des anticorps
spécifiques: anti-CD3, CD4, CD20, HLA-DR, CD14 et CD16 (Tableau 3). Afin d’isoler les
monocytes/macrophages, les cellules CD3 et CD20 ont été exclues puis les populations ont
séparées selon ’expression de la molécule HLA-DR™. Trois sous-populations de monocytes
ont ensuite été triés a partir des cellules HLA-DR *. Ces trois populations sont : CD14" CD16
, CD14" CD16 " et CD14 CD16". Parallelement, les cellules T CD4" ont été également triées
a partir de cellules T CD3* et CD20" pour faire une analyse comparative. Les échantillons
ont été conservés a -80°C jusqu'a leur utilisation pour 1'analyse de d’ADN ou en trizol

(Invitrogen) pour la quantification d’ARN cellulaire, en RT-gPCR.

Récepteurs Fluorochrome | Clone Manufacturier
CD3 Alexa 700 SP34-2 BD Biosciences
CD20 APC-H7 2H7 BD Biosciences
CD4 V500 L200 BD Biosciences
HLA-DR PerCP L243 Biolegend

CD14 FITC M5E2 BD Biosciences
CD16 PeCy7 3G8 BD Biosciences

Tableau 3. Anticorps utilises.
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3.3 Quantification d’ADN et d’ARN viral par RT-qPCR

3.3.1 Quantification de la charge virale plasmatique

Pour quantifier les charges virales plasmatiques de RMs infectés par le VIS,
I’extraction d’ARN virale a été effectuée avec 200 puL de plasma a 1’aide du kit PureLink
Viral RNA/DNA (Invitrogen). Les ARN viraux ont ensuite été quantifiés par RT-qPCR. Le
mixte de PCR était composé d'un mélange de TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix
(Applied Biosystems), de 750 nM d'amorces et de 200 nM de sonde. Les amorces et les
séquences de sonde sont énumeérées dans le Tableau 4. Un plasmide codant pour le gene gag
de SIVmac251 a été utilisé comme standard. Des dilutions sériées du plasmide SIVmac251
ont été effectuées pour générer une courbe standard, commencant & 10° copies/ul de VIS. Les
amplifications ont été effectuées avec un systéeme PCR en temps réel QuantStudio 6 Flex
(Applied Biosystems), en utilisant les parametres suivant: 50°C pendant 5 minutes, 95°C
pendant 20 secondes, 40 cycles (95°C pendant 15 secondes, 60°C pendant 1 minute). Les
échantillons ont été analysés en double et les résultats ont été exprimés en copies d'/ARN viral

par millilitre de plasma.

3.3.2 Quantification d’ARN et d’ADN viral associés aux cellules

3.3.2.1 Quantification d’ARN viral cellulaire

La guantification de I'ARN viral associé aux cellules a été réalisée a partir de 100
millions de cellules triées gardées dans 500 pL de trizol. L’ARN viral a été extrait avec la
procédure au trizol selon les instructions du fabricant et remis en suspension dans 50 pl d’eau
sans RNase (Invitrogen). Les traces d'/ADN génomique ont été éliminées des échantillons
d'ARN en utilisant un kit Turbo-DNA free (Invitrogen). Aprés chaque extraction, les extraits
d’ARN ont été analysés au NanoDrop pour verifier leurs puretés et leurs intégrités. Pour la
quantification, 5 pl d'/ARN ont été amplifies par RT-gPCR, selon les mémes conditions
d’amplifications de la charge virale plasmatique. Afin d’obtenir une estimation du nombre

de copie d’ARN du virus par cellule, I’ARN18S a été également amplifié. Pour cela, le mixte
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Eukaryotic 18S rRNA Endogenous Control (Lifetechnologies) a été utilisé. Les amorces et
les séquences de sondes sont énumérées dans le Tableau 4. Les résultats sont exprimés en

nombre de copies d'’ARN de VIS pour 10° cellules.

3.3.2.2 Quantification d’ADN viral

La quantification de I'ADN viral cellulaire a été réalisee a partir des mémes
populations triées. L'ADN a été purifié a I'aide du kit Genomic DNA Tissue kit (Macherey
Nagel). Aprés élution, 10 pL ont été amplifiés par PCR nichée avec des amorces spécifiques
de SIVmac251 entourant la région codante pour nef selon le protocole décrit dans 1’article
Monceaux et al. (2003) [59]. Un premier cycle de PCR a été réalisé en utilisant un mixte
compose de 50 nM d'amorces preco et K3, de 0,8 mM de DNTP (Invitrogen), de 2 mM de
MgCI2, et de 1,25 U d'AmpliTaq (Applied Biosystems). L’amplification a été fait dans un
thermocycleur Biometra en utilisant les parameétres suivants : 95°C pendant 1 minute et 45
secondes, 45 cycles (95°C pendant 30 secondes, 60°C pendant 30 secondes et 72°C pendant
1 minute et 10 secondes), 72°C pendant 6 minutes. On utilise 5 pl de produit de PCR qui sont
réamplifiés dans un systeme de PCR en temps réel QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems)
en utilisant un mixte composé de 250 nM d'amorces et de sonde SIV-DNA et de 2X
PrimeTime® Gene Expression Master Mix (IDT). Les parameétres d'amplification PCR ont
été : 95°C pendant 3 minutes, 45 cycles (95°C pendant 15 secondes, 60°C pendant 1 minute).
Les échantillons ont été analysés en quadruple en raison des faibles niveaux d'’ADN viral
sous TAR et les résultats sont exprimés en nombre de copies d’ADN de SIV pour 10° cellules.
Pour la quantification de I'ADN, la lignée cellulaire SIVV-1C, qui contient une copie de 'ADN
SIVmac251 par cellule, a été utilisee. Des dilutions en série de cellules SIV-1C avec des

cellules porteuses CEMX174 ont été effectuées pour générer une courbe standard.

3.3.2.3 Quantification d’ADN viral rétrotranscrit précocément (R-U5)
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A partir de I'ADN ¢élug, 5 pl sont amplifiés a l'aide du kit 2X Quantitec Sybr Green
PCR Kit (Qiagen) et 250 nM d'amorces spécifiques dans un systeme de PCR en temps réel
QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems). Les parameétres suivants ont été utilisés: 50°C
pendant 2 minutes, 95°C pendant 15 minutes, 40 cycles (94°C pendant 15 secondes a, 60°C
pendant 30 secondes et 72°C pendant 35 secondes), suivis d’une étape de dissociation. Un
plasmide contenant la sequence d'’ADN du SIV R-U5 a été utilisé pour générer une courbe
standard. Les résultats sont exprimés en copies d'’ADN de R-U5 SIV par 10° cellules. Les
séquences d’amorces sont répertoriées dans le Tableau 4. Pour estimer le nombre de cellules
dans chaque échantillon et comme contréle interne, I'ADN ribosomal 18S a été amplifié
parallélement, avec le kit 2X Quantitec Sybr Green PCR Kit (Qiagen) et 250 nM d'amorces

spécifiques dans un systéeme PCR en temps réel QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems).

Amorces et Séquences de nucléotides 5'-3"

sondes

SIVmac-F GCA GAG GAG GAA ATT ACC CAG TAC
SIVmac-R CAATTTTACCCAGG CATTTAATGTT

SIVmac-Probe 6FAM TGT CCA CCT GCC ATT AAG CCC GA TAMRA

R-U5-For AAG CTAGTGTGT GTTCCCATCT
R-U5-Rev CAC TTA CCT GCA ACC GGA GG

SIV DNA-Preco | CAG AGG CTC TCT GCG ACC CTAC

SIV DNA-K3 GAC TGA ATA CAG AGC GAA ATG C

SIV DNA-For TCC CTA GGA GGA TTA GAC AAG G

SIVDNA-Rev | CTC TCT TCA GCT GGG TTT CTC

SIV DNA-Probe | 56FAM AGC TCA CTC ZEN TCT TGT GAG GGA CAG A
3IABKFQ

SIvV

ADN18S-For CCT CCA ATG GAT CCT CGT TA
ADN18S-Rev AAA CGG CTA CCA CAT CCAAG

Tableau 4. Amorces et sondes utilisées.
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Figure 11. Schéma 2 du protocole expérimental.

(1) Récupération des cellules mononuclées du sang périphérique et des cellules du colon, du
jéjunum et de I’iléon. (2) Marquage membranaire aux anticorps spécifiques. (3) Tri cellulaire
grace au trieur BD influx. (4) Extraction d’ADN et ARN cellulaire des cellules triées. (5)
Quantification d’ADN viral et d’ARN viral.

3.4 Analyse statistique

Les statistiques ont été réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 5. Le test non
paramétrique de Mann Whitney et le test t apparié (Wilcoxon test) ont été utilisés a des fins
de comparaison, comme indiqué dans les figures. Une valeur de p <0,05 indique une
différence significative. Le test de type ANOVA nécessite une variance équivalente entre les
différents groupes analysés, ce qui n’a pas été toujours le cas du fait du nombre d’animaux

par groupe et de la variance.
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Chapitre 4 : Resultats

4.1 Dynamique et infection des monocytes au cours de ’infection naturelle par

le VIS

4.1.1 Charge virale plasmatique et dynamique leucocytaire au cours de I’infection

naturelle par le VIS

Lors de mon étude sur les RMs infectés naturellement par le VIS, les résultats obtenus
a chaque jour de prélevement sanguin montrent que la charge virale des RMs atteint dés le
quatorziéme jour 108 & 10® copies/mL de plasma. Comme attendu et comme décrit dans la
littérature, cette charge virale est positivement corrélée avec une deplétion massive du taux
de lymphocytes T CD4 par rapport aux lymphocytes T CD8 comme 1I’indique le ratio
CD4/CD8 (jour 0, 1,741 + 0,6738 ; jour 180, 0,5600 + 0,3050; p = 0,0001).

En revanche, cette charge virale élevée est associée a une augmentation du nombre
de monocytes sanguins a partir du jour 30 post-infection (jour 0, 0,2076 + 0,08491 x10°%/L ;
jour 180, 0,3840 + 0,1284 x10%L; p = 0,0004).

Le nombre de point par jour dans la Figure 12 (B) et (C) et la figure 14 (B) et (C) ne
reflétent pas le nombre d’animaux naturellement infectés car il s’agit de plusieurs suivis que

nous avons regroupés a J14, J30 ou J60.
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Figure 12. Charge virale plasmatique et dynamique leucocytaire au cours de I’infection
naturelle par le VIS. Chaque symbole représente un individu. Le nombre de symbole dans
(B) et (C) est supérieur au nombre de singe, du fait de plusieurs prélévements sanguins qui
ont été réalisés. Le test de Mann-Whitney a été effectué, * indique p <0,05; **, p <0,01 et
*** p <0,001.
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4.1.2 Cibles du VIS au cours de son infection naturelle

Pour tous les RMs (n=5), dans le sang comme dans les compartiments intestinaux
analysés a savoir le jéjunum/iléon (symbole plein, regroupé du fait du nombre de cellules
isolées) et le colon (symbole vide), les lymphocytes T CD4 sont porteurs d’un haut niveau
d’ADN viral total. Dans le sang, ce niveau d’ADN viral (10° copies/10° cellules, 4667036 +
4370852) est dix fois supérieur a celui de l’intestin ou I’ADN viral est d’environ 10°
copies/10° cellules (387071 + 385076 copies/10° cellules). Les LT CD4 du colon semble étre
infectés plus freqguemment (4 échantillons positifs sur 4) que le jejunum/iléon (2 échantillons
sur 3). Nous n’avons pas le méme nombre d’animaux pour le colon et le jéjunum/iléon car
nous étions limités par le nombre de cellules concernant le jéjunum/iléon (Figure 13).

Parallelement au LT CD4, les trois sous-populations monocytaires du sang
périphériqgue CD14* CD16°, CD14" CD16 * et CD14 CD16" contiennent en moyenne 10°
copies de rétrotranscrits précoces pour 108 cellules (214800 + 459866 copies/10° cellules),
alors que I’ADN viral total atteint 10® & 10* copies/10° cellules (21513 + 35711 copies/10°
cellules). Les rétrotranscrits précoces des monocytes sanguins sont alors 10 fois plus élevé
que I’ADN viral total. Pour certains de ces animaux (#9051222, #9082012 et #122070R), il
a ¢ét¢ mis en évidence de I’ARN viral dans les trois sous populations monocytaires,
démontrant une réplication virale. Le nombre d’échantillons d’ARN est ic1 inférieur a celui
de I’ADN, car nous avons privilégié 1’extraction d’ADN cellulaire a I’extraction d’ARN pour
une question de quantité de cellules.

Concernant les monocytes de I’intestin, seulement trois des cinq singes ont été testés
du fait des quantités de matériel disponible. Dans cet organe, deux sous-populations 14" et
14- ont été triées le jour des sacrifices car le nombre final de cellules récupérées ne
permettaient pas de trier en quantité suffisante les trois populations. Dans le jéjunum/iléon et
le colon, nous montrons que les cellules CD14" expriment en moyenne 2 fois plus d’ADN
viral que les CD14" (CD14 : 6032 + 6285 copies/10° cellules et CD14" : 2556 + 3279
copies/10° cellules). De plus, dans les CD14", un seul singe sur les trois exprime I’ ADN viral
dans le jéjunum/iléon, alors que les trois 1’expriment dans le colon. Par ailleurs, nos résultats
montrent que ce sont ces cellules qui expriment I’ARN virale suggérant un réle de cette

population dans la production virale. Tout comme le sang, les transcrits précoces sont 10 fois
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plus élevés comparativement a I’ADN viral total, soit 10* copies/10° contre 10° copies/10°

cellules, et ce, dans les deux sous-populations.

En résumé, durant D’infection naturelle, le virus est capable de rétrotranscrire

activement son ARN en ADN, et d’intégrer le génome des trois sous-populations

monocytaires, aussi bien dans le sang que dans I’intestin. De plus, I’ARN viral détecté dans

les monocytes peut suggérer que ces cellules ont la capacité a produire du virus.
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Figure 13. Dynamique de I’infection naturelle du VIS des cellules cibles.

Les fréquences (A) d’ADN viral ont été quantifiées par qRT-PCR dans les LT CD4. Les
fréquences d’ADN RU-5, d’ADN viral total et d’ARN viral ont ét¢ quantifiées dans les
cellules monocytaires triées (CD14" CD167, CD14" CD16" et CD14° CD16") de (B) PBMC
et (C) I’intestin. Chaque réaction a été effectuée en 2 a 4 réplicats de puits et les valeurs
médianes ont été calculées. Chaque symbole représente un individu (n=5). Dans certains cas,
le nombre restreint de cellules n’a pas permis de trier trois sous-populations de monocytes
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ou de quantifier ’ADN RU-5, ’ADN et ’ARN du VIS. Nous avons donc privilégié¢ la
quantification de I'ADN viral. Concernant I'intestin, les sous-populations de monocytes ont
été triées du jéjunum / iléon (coloré en noir) et du c6lon (coloré en blanc). L'ADN et I'ARN
du SIV ont été quantifiés dans les populations CD14+ et CD14- uniquement. Les résultats
sont exprimés en copies par 10° cellules. Le test de Mann-Whitney a été effectué (* indique
p <0,05; **, p <0,01 et ***, p <0,001).

4.2 Dynamique et infection des monocytes sous TAR

4.2.1 Impact de la thérapie précoce sur la dynamique monocytaire

Onze des seize singes infectés par le SIVmac251 ont été traités par une thérapie
antirétrovirale au jour 4 post-infection et cinq d’entre eux ont été euthanasiés. Les résultats
de la figure 14 soulignent le fait que 1’administration d’une thérapie précoce hautement active
diminue fortement la virémie. Chez certains individus, nous observons ponctuellement une
virémie (blip). Pour les singes R110562, 111466R et R110806, le pic survient au jour 7; pour
les singes R110360 et 121888R le pic survient respectivement au jour 14 et 42; pour le singe
131134R, deux blips ont été observés au jour 11 et 35. Nous pouvons dire que la thérapie
antirétrovirale administrée est hautement efficace.

Cette diminution significative est associée a une stabilit¢ du ratio LT CD4/CD8
marquant ’arrét de la déplétion des lymphocytes T CD4. Par ailleurs, le nombre de
monocytes au cours du traitement antirétroviral reste stable de J14 a J60 post infection, bien
qu’une légere diminution significative est observée entre JO et J60 (jour 0, 0,2872 + 0,3671
x10%L ; jour 60, 0,1062 + 0,04253 x10%L; p = 0,0432). Ceci démontre que les résultats

obtenus sous infection naturelle est spécifique a I’infection par le VIS.
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virémie (blip). Pour les singes #R110562, #111466R et #R 110806, une virémie est détectable
au jour 7 apres infection alors que pour les singes #R110360 et #121888R une virémie est
observée au jour 14 et 42; pour le singe #131134R, deux blips sont observés au jour 11 et 35.
Cette diminution de la virémie est associée a une stabilité du ratio CD4/CD8 marquant 1’arrét
de la déplétion des lymphocytes T CD4. Par ailleurs, le nombre de monocytes au cours du
traitement antirétroviral reste stable de J14 a J60 post infection, bien qu’une légere
diminution significative est observée entre JO et J60 (jour 0, 0,2872 + 0,3671 x10%L ; jour
60, 0,1062 + 0,04253 x10%L; p = 0,0432). Ceci démontre que la thérapie administrée est
hautement efficace a contrdler cette infection. Le test de Mann-Whitney a été effectué (*
indique p <0,05; **, p <0,01 et ***, p <0,001).

4.2.2 Infection des monocytes sous TAR

Cinq singes ont été euthanasiés sous traitement antirétroviral. Dans le sang
périphérique, la dynamique d’infection cellulaire montre qu’aucun ADN viral n’est détecté
sous TAR dans les lymphocytes T CD4, signifiant 1’absence d’intégration virale.
Parallélement, nous ne détectons pas de transcrits d’ADN précoces, ni d’ADN viral total, ni
d’ARN, dans les trois sous-populations monocytaires CD14" CD167, CD14" CD16 * et CD14
CD16". Cette absence de détection suggére qu’une thérapie antirétrovirale éradique le virus
dans le sang (Figure 15).

D’autre part, nous observons que les LT CD4 dans I’intestin ne présentent pas d’ADN
viral, excepté les cellules coliques du singe #R 110806 (5097 copies/10° cellules). Par ailleurs,
parmi les 5 individus sous TAR, toutes les populations myéloides sont négatives aussi bien
dans les transcrits d’ADN précoces, dans I’ADN et ’ARN viral.

Ces résultats suggerent alors que 1’administration d’un traitement antirétroviral
précoce controle considérablement I’infection des lignées monocytaires du sang et de
I’intestin. Ainsi, ’absence de détection du virus dans les monocytes de l'intestin et le sang
indiquent que I’intestin tout comme le sang ne sont pas des réservoirs du VIS sous traitement

antirétroviral.

36



108+ Intestin :
105+ o Colon
1044 e Jéjunum/lléon

103 CD4+
102_
10‘\_
1004 esese e

ADN VIS
copies/10° cellules

10 —rm——

S 2
N D
>
L) \('\@)
107+ 108- 106+
g 10°%4 8 105 8 105-
53 1054 S ERPP
s 10%4 > 2 4034 >° 1034
%% 1034 z® z9% )
= o< 1024 X< 1024
z @ 1024 <3 <9
25 101 g 1017 g 10'-
© 100 e am e © 100 o» e - © 109 oo oo oo
S o [ A 101 v 10 g
' X X s ’
o S8 RIS o *,\b" ’,\q:"
ISR N N NN
107 106+ 108-
© E 1064 E 1054 3 1054
53 10%4 = 4 3 4
L3 0T 1044 0w T 104
3 104 273 ]
> 5 1034 > ©° 1034 .
2% 103 z9 _ Intestin
b~ oz 24 T 102
10 o
z @ 1024 < g <3
2 & 107 3 1074 - 107
© 100 eww o0 e e © 100 e coD esse D S 1094 eee oo oo o
10-1 T T T T 10- T T T T 10- T T T T
14+ 14- 14+ 14- 14+ 14-

Figure 15. Dynamique de I’infection virale au cours du traitement antirétroviral (TAR).
Les fréquences d’ADN RU-5, d’ADN viral total et d’ARN viral ont été quantifiées dans les
cellules monocytaires triées (CD14* CD167, CD14* CD16" et CD14  CD16") de (B) PBMC
et (C) I’intestin. Chaque réaction a été effectuée en 2 a 4 réplicats de puits et les valeurs
médianes ont été calculées. Chaque symbole représente un individu (n=5). Dans certains cas,
le nombre restreint de cellules n’a pas permis de trier trois sous-populations de monocytes
ou de quantifier ’ADN RU-5, I’ADN et I’ARN du VIS. Nous avons donc privilégié la
quantification de ' ADN viral. Concernant I’intestin, les quantifications ont été réalisées dans
les populations CD14* et CD14 uniquement. Les résultats sont exprimés en copies par 10°
cellules. Le test de Mann-Whitney a éte effectué, * indique p <0,05; **, p <0,01 et ***, p
<0,001.
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4.3 Dynamique et infection des monocytes post-TAR (ATi)

4.3.1 Dynamique des cellules myéloides apres I’interruption de traitement

antirétroviral

Aprés Iinterruption de la thérapie antirétrovirale tous les individus (n=6) présentent
une charge virale positive entre 10* a 10° copies/mL (Figure 16). Ce rebond viral survient a
différent temps selon les individus, et ce méme si sous traitement, il n’y avait plus de virus
détectable dans le sang, ni dans les LT CD4, ni dans les cellules myéloides du sang
périphérique et de I’intestin. Ces résultats sont en accord avec les études précédentes
suggérant qu’un rebond viral survient en 2 a 3 semaines ATi. En regard de cette charge virale,
nous avons euthanasié les singes en général trois jours apreés la premiére détection.

De facon intéressante, pendant les 30 premiers jours ATi, nous n’observons aucun
changement majeur dans le ratio CD4/CD8, indiquant 1’absence de déplétion précoce des
lymphocytes T CD4 malgré 1’arrét des traitements, contrairement a I’infection naturelle. En
effet, une légére augmentation significative du ratio apparait durant les 14 premiers jours
(jour 6, 1,096 + 0,4780 ; jour 14, 1,609 + 0,6287 ; p = 0,0211), et tend a diminuer durant les
15 jours suivant pour retrouver le ratio initial (jour 14, 1,609 + 0,6287; jour 30, 1,080 +
0,3841 %; p = 0,0323).

Ce rebond viral et cette stabilité du ratio LT CD4/LT CD8 sont alors associes a une
stabilit¢ du nombre des monocytes pendant le premier mois aprés 1’arrét de la thérapie.

Drailleurs, ce pourcentage stable est semblable a la période sous TAR.
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Figure 16. Charge virale plasmatique et dynamique leucocytaire aprés I’interruption
de TAR (ATi). Chaque symbole représente un individu. Le nombre de symbole dans (B) et
(C) est supérieur au nombre de singe, du fait de plusieurs prélevements sanguins qui ont été
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réalisés. Le test de Mann-Whitney a été effectué, * indique p <0,05; **, p <0,01 et *** p
<0,001.

4.3.2 Cibles précoces a ’arrét du traitement

Aprés I’interruption du traitement, nous observons que dans le sang tout comme dans
I’intestin, et ce pour les mémes singes (#121888R, #131134R et #111430R), les cellules
myéloides deviennent a nouveau infectées (Figure 17). En effet, dans toutes les sous
populations monocytaires, les rétrotranscrits précoces d’ADN viral sont détectés dans le
sang, le jéjunum/iléon et le colon a un niveau d’environ 10* copies/10° cellules (sang : 3701
+ 11216 copies/10° cellules; intestin : 15820 + 65838). Dans le sang, le niveau d’ADN viral
total est similaire dans les trois sous populations myéloides (10* copies/10° cellules), alors
que la population CD14" semble étre plus fortement infectée (19640 + 37037 copies/10°
cellules) que la population CD14* (7177 + 16249 copies/10°® cellules) dans I’intestin.
Dr’ailleurs, la fréquence de détection d’ARN viral associés aux monocytes est supérieure dans
les cellules CD14" (6 échantillons positifs sur 8, colon et jéjunum/iléon confondu)
comparativement aux cellules CD14" (6 échantillons sur 11, colon et jéjunum/iléon
confondu). Il en est de méme dans le sang ou I’ARN viral des cellules CD14" est détecté dans
3 échantillons sur 5, alors que la fréquence de détection est de 4 échantillons sur 5 dans les
cellules CD14". 11 est intéressant de souligner la similarité d’infection quant aux niveaux
d’ADN et d’ARN viral dans le sang et dans ’intestin.

Ces résultats soulignent le fait que les populations monocytaires circulants du sang et
des compartiments intestinaux deviennent de nouvelles cibles du virus aprés I’arrét de
traitement antirétroviral, et présentent en peu de temps, une capacité de production virale. En
effet, la présence d’ARN viral indique que les cellules myéloides des deux organes sont

capables de faire une transcription compléte.
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Figure 17. Dynamique de D’infection virale aprés ’interruption de TAR (ATi). Les
fréquences d’ADN RU-5, d’ADN viral total et d’ARN viral ont ét¢ quantifiées dans les
cellules monocytaires triées (CD14" CD16°, CD14" CD16" et CD14 CD16%) de (B) PBMC
et (C) I’intestin. Chaque réaction a été effectuée en 2 a 4 réplicats de puits et les valeurs
médianes ont été calculées. Chaque symbole représente un individu (n=6). Dans certains cas,
le nombre restreint de cellules n’a pas permis de trier trois sous-populations de monocytes
ou de quantifier ’ADN RU-5, ’ADN et I’ARN du VIS. Nous avons donc privilégié la
quantification de I'ADN viral. Concernant I’intestin, les quantifications ont été réalisées dans
les populations CD14* et CD14 uniquement. Les résultats sont exprimés en copies par 10°
cellules. Le test de Mann-Whitney a été effectué, * indique p <0,05; **, p <0,01 et ***, p
<0,001.

4.3.3 Cibles préférentielles a I’arrét du traitement
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Sur la Figure 18, les résultats de quantification d’ADN viral total dans les LT CD4 et
les cellules myéloides issus du sang (carré) et des compartiments intestinaux (rond) ont été
représentés sur le méme graphique en fonction du délai ATi. Les résultats concernant les
populations 14716 et 14716" des PBMC ont été compilés dans le graphique 14" pour faciliter
la présentation visuelle.

Comme il a été decrit précédemment, le rebond viral concerne tous les singes sans
exception. Pour autant, nous observons deux individus R110804 (euthanasié a J15 ATi) et
131878R (euthanasié a J28 ATi) pour lesquels nous n’avons pas détecté d’ADN viral, ni dans
les LT CD4, ni dans les cellules myéloides.

Parallélement, pour les individus chez qui nous observons de I’ADN viral a chaque
jour d’euthanasie, nous observons que celui-ci est 100 fois plus élevé dans les lymphocytes
T CD4 que dans les populations monocytaires 14" et 14". Ceci est d’autant plus flagrant
lorsque les singes sont sacrifiés précocement aprés 1’arrét de TAR (#R110482, J10 ATi et
121888R, J12 ATi). En effet, nous observons 10* copies d’ADN viral/10° cellules dans les
LT CD4, 10? copies d’ADN viral/10° cellules dans les cellules CD14", et aucun ADN viral
dans les cellules CD14* (CD4* J10, 14672 + 13882 copies/10° cellules ; CD14°J10, 47,9 +
81,26 copies/10° cellules; CD14"J10, O copies/10° cellules). Par conséquent, cela suggére
que les LT CD4 sont plus susceptibles a I’infection et a la rétrotranscription, que ne le sont
les cellules my¢loides triées. Les monocytes ont donc tendance a s’infecter un peu plus
tardivement a ATi.

En résumé de I’analyse post-TAR, les cellules monocytaires sont cibles du virus a
I’arrét du traitement, mais en fréquence moins €levée que les LT CD4, aussi bien dans le sang
que dans les compartiments intestinaux. Ces cellules myéloides participent subséquemment

a la re-dissémination virale lors de I’arrét de traitements.
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Figure 18. Cinétique de I’infection virale en fonction du temps apres interruption de
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Chapitre 5 : Discussion

Il est aujourd’hui établi que les cellules myéloides circulantes, que sont les
monocytes/macrophages sont des cibles majeures du VIS [101]. La différence entre VIH-1
et VIS quant a I’infection des cellules myéloides est I’expression de la protéine virale Vpx
chez le VIS qui facilite I’infection virale en ciblant SAMHD1, facteur de restriction de
réplication virale [144]. Ainsi, la littérature suggére premierement que le VIS serait
susceptible d’infecter plus efficacement les cellules myeéloides comparativement au VIH-1.
Cependant, il a également été montré que le manque d’expression de Vpx (SIV lacking Vpx)
n’a aucun effet significatif sur la présence d’ADN viral dans les cellules myéloides [133].

L’intestin, qui est un organe cible précoce du virus, est constamment repeuplé et
reconstitué par ces cellules myéloides, issus des monoblastes de la moelle osseuse [105, 106].
Peu d’¢tudes nous renseignent sur le role des cellules myéloides de D’intestin lors de
I’infection par le VIH. Ainsi, pour étudier leur contribution dans le réservoir du VIH, nous
avons isolé dans notre étude in vivo des sous populations de lignée monocytaire issus des
compartiments intestinaux de RMs infectés naturellement par le VIS et sous TAR. En
comparaison, les LT CD4 ont aussi été triés pour avoir matiére de comparaison. Le matériel
viral de ces cellules a ensuite été examiné. Dans cette présente étude, nous avons été capable
de démontrer que les sous populations monocytaires CD14*, CD14*CD16", et CD14" de
I’intestin ne sont pas des réservoirs du VIH sous traitement antirétroviral, mais participent a
la dissémination du virus précocement apres 1’interruption de la TAR. En effet, tout comme
pour une infection naturelle au VIS, les monocytes des macaques rhésus présentaient de
I’ADN rétrotranscrit, de I’ADN viral total (ADN intégré et non intégré), ainsi que de ’ARN

viral apres I’interruption du traitement, bien qu’une éradication ait été observée sous TAR.

Au cours d’une infection naturelle par le VIS, la charge virale atteignant 107 a 10°
copies/ml de plasma confirment ce qui a été précédemment inscrit dans la littérature [145,
146] . Ce résultat montre que I’infection in vivo est reproductible et que les résultats qui en
découlent sont exploitables. D’une part, lors d’une infection naturelle, les résultats des
hémogrammes réalisés sur plusieurs mois proposent que les monocytes sanguins aient

tendance a augmenter. Au contraire, les LT CD4 subissent une déplétion massive a mesure
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de l’infection tel qu’il a été proposé il y a plus de 25 ans [76]. Ces résultats apportent des
connaissances immunologiques fondamentales supplémentaires sur la réponse immune lors
de I’infection par le VIH, car peu d’études se sont intéressées a la dynamique de ces cellules
my¢loides sanguines au cours d’une infection naturelle. D’autre part, au niveau de 1’intestin,
les études de Zachary D. Swan et al. en 2015 et en 2017 suggerent qu’il existe une
accumulation persistante des macrophages CD163" dans la muqueuse intestinale lors de
I’infection progressive par le VIS. Ces macrophages ne parviendraient pas a phagocyter
adéquatement les débris, ce qui pourrait potentiellement perpétuer leur recrutement [147,
148]. Ainsi, cette augmentation et cette accumulation monocytaire pourrait suggérer que le
virus serait capable d’établir un réservoir viral majeur, notamment dans 1’intestin ou la
circulation de cellules myéloides est permanente. Or, nos travaux suggerent sous thérapie
que celles-ci ne le sont pas. Ainsi la présence d’ADN rétrotranscrit et d’ADN viral total dans
les sous populations myéloides du sang périphérique et des compartiments intestinaux
démontrent que le VIS est capable d’infecter significativement les monocytes du sang et des
tissus intestinaux en accord avec d’autres études antérieures [101, 102, 127]. Notre étude
souligne également le fait que I’infection s’établit autant dans les populations CD14", que
dans les populations CD16". Bien qu’il y ait une différence d’infection entre VIS et VIH-1
du fait de I’interaction Vpx-SAMHD1 [144], il est tout de méme intéressant de noter que ces
résultats contredisent 1’é¢tude de Philip J. Ellery et al. (2007) [140] qui suggere que les lignées
monocytaires CD16" du sang sont plus permissives a ’infection et héberge de préférence le
VIH-1 in vivo. D’ailleurs, dans le sang, les populations CD14" sont plus susceptibles d’étre
infectées que la population CD14" CD16". En revanche dans I’intestin, la population CD14"
a tendance a étre plus fréquemment infectée que la population CD14".

De plus, grace a la détection d’ARN viral cellulaire, nous montrons ici la capacité de
ces monocytes intestinaux a répliquer le virus. A 1’opposé et de fagon intéressante, les études
in vitro de Shen R. et al. (2009 et 2011) [149, 150] proposent que les monocytes intestinaux
sont incapables de supporter une réplication virale active du fait de leur faible niveau
d’expression des récepteurs CD4/CCRS et de leur incapacité a activer la voie NF-KB qui est
essentielle pour la transcription du VIH. Cependant, il ne peut étre exclu que I’infection des
macrophages in vivo soit indépendante de ces molécules, car d’autres facteurs de

communication intercellulaires peuvent entrer en jeu tels que la trans-infection par les
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cellules épithéliales [151], la formation de conjugues avec des cellules T [152] ou encore la
formation de nanotubes (longues extensions de membranes reliant les cellules distantes)
[153].

Dans notre étude, le haut niveau d’infection des LT CD4 démontre une fois de plus

la forte susceptibilité de ces cellules a I’infection par le VIS/VIH.

L’administration d’une thérapie précoce hautement active au jour 4 diminue
fortement la virémie tel qu’indique la littérature [154, 155], malgré des virémies ponctuelles
pour quelques singes. Cette diminution de la virémie est associée a une stabilité du taux de
LT CD4, de LT CDS8 et de monocytes. Ces résultats peuvent nous laissent penser que le
traitement antirétroviral précoce rétablit le systéme immunitaire a un niveau homéostatique.
Concernant I’infection des cellules myéloides et des LT CD4 dans le sang, ni ’ADN
rétrotranscrit, ni I’ADN viral total et ni ’ARN viral est détecté sous TAR. Ainsi, comme le
suggere les études antérieures, cette étude confirme le fait que les molécules antirétrovirales
sont capables d’¢liminer efficacement le virus des cellules sanguines [ 156], méme si certaines
¢tudes montrent la présence de virus sous TAR. Ceci peut s’expliquer par le fait que nos
singes ont été traités précocement apres 1’infection, alors que certaines études utilisent du
matériel biologique issu de prélévements sanguins de personnes traitées ayant été infectées
par le VIH de maniére chronique. Par conséquent, I’infection chronique laisse le temps au
virus de se propager et d’établir des sanctuaires plus profonds. Dans les sous populations
myéloides 14" et 147, et dans la population CD4" des compartiments intestinaux que sont le
colon, le jéjunum et I’iléon, 1’absence de rétrotranscrit indique que le virus n’est également
pas capable de rétrotranscrire son ARN en ADN. De méme, ceci expliquerait 1’absence de
détection d’ADN viral total et d’ARN viral dans ces populations myéloides. Ainsi, sous
traitement antirétroviral, I’absence quasi compléte de virus au sein des cellules cibles étudiées
donne des preuves que les cellules monocytaire 14" et 14” du sang et de I’intestin ne peuvent
représenter des réservoirs viraux lors de I’infection. Ces résultats sont en parfait accord avec
une étude récente publié par Cattin A. et al. suggérant que le VIH-1 est rarement détecté dans

le sang et les cellules myéloides du colon au cours d’un traitement antirétroviral [157].
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A Tinterruption de thérapies antirétrovirales, la majorité des études concluent et
confirment un rebond viral dés les premiéres semaines, tel que rapporté dans notre
expérience. Cependant, bien que le rebond viral fait partie des observations majeures, les
évenements immunologiques et virologiques sont a ce jour inconnus. Les processus de
dissémination virale, la caractérisation des cibles précoces et la dynamique des cellules
immunitaires n’ont pas été discutés. Par ailleurs, notre étude nous permet de mettre en
exergue que le ratio CD4/CDS reste stable les 30 premiers jours apres 1’arrét du traitement,
contrairement a ce qui a pu étre observé au cours de 1’infection naturelle. Qu’il s’agisse du
VIH-1 ou du VIS, le rebond viral observé a la deuxieme semaine [158] suggére que
I’infection a I’arrét du traitement correspondrait de nouveau a une primo-infection. Lors de
celle-ci, il est connu que les LT CD4 sont plus susceptibles a mourir par apoptose [81] et
qu’une déplétion massive s’effectue, des les 30 premiers jours. Or, nous n’observons pas de
déplétion précoce. Ces résultats indiquent que les événements immunologiques différent
d’une primo-infection classique. Cependant, une étude ATi a long terme reste a réaliser afin
de rendre compte de la dynamique des LT CD4 et LT CD8. Quant aux monocytes, la stabilité
de leur pourcentage semble indiquer que I’interruption des traitements ne modifie pas leur
dynamique dans le sang, tout comme pendant la période sous TAR. Nous pouvons supposer
que les TAR jouent également un role majeur dans la dynamique des monocytes sanguins.
Une fois de plus, une étude a long terme montrerait ce qu’il en est dans la durée apres I’arrét
de la thérapie. De plus, concernant I’infection de ces cellules myéloides pendant la période
ATi, dans le sang comme dans I’intestin, toutes les sous populations isolées présentent de
I’ADN et de I’ARN viral en dépit de I’absence de détection virale sous TAR. Une fois de
plus, notre étude prouve que le virus est capable de rétrotranscrire et d’intégrer le génome
aussi bien dans les populations 14" que 16*. La production virale des populations myéloides
ne differe également pas ce qui traduit la capacité de transcription compléte des monocytes
CD14" comme les monocytes CD16" aprés ’interruption de traitement. Bien que les études
al’arrét de TAR ne se sont pas intéressées a la présence virale dans les populations myéloides
pouvant participer a la pathogenése du virus, il est connu qu’un arrét de TAR augmente le
niveau d’ADN intégré dans les PBMC [159].
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A ce jour, aucune étude ne s’est intéressée a la dynamique d’infection virale dans les
cellules lymphocytaires et myeloides en fonction du temps aprés [D’interruption de
traitements. L’intérét de connaitre la dynamique d’infection et des cibles préférentielles du
virus a I’arrét des traitements, est la mise en ceuvre de stratégies inhibant I’infection de ces
cellules, prévenant ainsi la dissémination virale. Ici, nous donnons la preuve que les cellules
monocytaires de 1’intestin et du sang sont des cibles secondaires du virus, alors que les LT
CD4 de ces mémes organes sont des cibles préférentielles, infectées plus précocement, et de
maniere plus importante (100 fois plus) a I’arrét de traitement. Ceci renforce I’hypothése que
les cellules myéloides ne sont pas des réservoirs viraux dans le sang et dans 1’intestin. De
plus, méme si tous les singes présentent un rebond viral, I’absence de virus dans les LT CD4
et les monocytes des deux singes a J15 et a J28 laisse suggérer que le rebond viral provient
d’autres organes profonds, et non pas du sang et de I’intestin. En effet, aprés 1’interruption
de la TAR, d’autres cellules cibles issues d’autres organes seraient capables de s’activer, de
produire du virus et de le disséminer via I’infection des LT CD4", puis des sous populations
de monocytes du colon, du jéjunum et I’iléon. Il est connu que la rate repeuple les
compartiments intestinaux de cellules lymphocytaires éduquées et de cellules myeloides
particuliérement activées [105, 106]. Les ganglions mésentériques comportent également des
cellules activées qui peuvent étre cibles du VIH/VIS. Ces organes sont essentiels car ils
représentent un pool leucocytaire important et permettent la genése de cellules effectrices qui
patrouillent dans la lamina propria de I’intestin.

Sachant que les lymphocytes T CD4 et les cellules monocytaires des compartiments
intestinaux et du sang ne sont pas a 1’origine du rebond viral, cela laisse supposer que des
organes tels que les ganglions mésentériques pourraient représenter une source de
dissémination virale majeure a I’origine du rebond viral.

Les limites de mon étude concernent principalement le nombre limité de cellules
récupérées, notamment dans les tissus intestinaux, pour lesquels certains RMs n’ont pas été
testés dans toutes les conditions. En définitive, 1’étude des réservoirs du VIS chez les
macaques rhésus représentent un modele pertinent dans la compréhension de I’établissement

précoce des réservoirs viraux chez les patients séropositifs au VIH.
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Chapitre 6 : Conclusion et perspectives

En conclusion, mes travaux ont mis en évidence que lors d’une infection naturelle par
le VIS, le pool des cellules monocytaires (CD14" CD16°, CD14* CD16", et CD14  CD16")
infectées est aussi élevé dans le sang que dans le colon, le jéjunum et I’iléon.

En deuxieme lieu, mes résultats ont mis en exergue que la thérapie antirétrovirale
contrdle efficacement 1’infection virale des monocytes dans le sang et dans 1’intestin. Par
conséquent, ceci indique que les cellules de la lignée monocytaire qui résident dans les
compartiments intestinaux, a courtes demi-vie, ne peuvent donc étre réservoir viral du VIS
sous thérapie antirétrovirale. Cette étude permet d’exclure un réle majeur des cellules
monocytaires dans la persistance virale sous traitement.

Par ailleurs, le rebond viral observé aprés I’interruption du traitement est associé a
I’étendue de I’infection des cellules monocytaires du sang et de 1’intestin. Ainsi, ces analyses
soulignent le fait que les cellules monocytaires a courte demi-vie du sang et de I’intestin
contribuent plut6t a la dissémination virale une fois que la TAR est interrompu.

En perspective, I’analyse d’autres organes profonds, et d’autres types cellulaires
myéloides permettraient d’évaluer davantage la contribution des cellules myéloides dans le
rebond viral. La rate et les ganglions mésentériques qui drainent le tube digestif pourraient
représenter des organes intéressants car I’activité immunitaire dans ces compartiments est
hautement active. D’autre part, 1’étude des cellules myeéloides, a longue demi-vie, non issus
de la moelle osseuse mais du sac vitellin, serait une voie de recherche dans le contexte du
réservoir du VIH. Le cerveau, le foie ou encore le poumon seraient de bons organes
candidats, en raison de leur quantité de cellules myéloides résidents.

D’un point de vue thérapeutique, en vue des résistances actuellement observables,
cette étude constituerait un appui sur la mise au point de nouvelles stratégies thérapeutiques
se basant sur la protection des cellules myéloides afin de prévenir la production et la

dissémination virale.
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