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Résumé

Les récepteurs de I’'immunité innée jouent un rdle important lors de la réponse immunitaire
innée, car ils sont la premiére barriére de reconnaissance d’un pathogéne. Les cellules
dendritiques ont la capacité de lier des motifs microbiens, un phénomene qui entraine une
cascade de signalisation menant a leur activation et a leur migration jusqu’aux organes
lymphoides secondaires. Elles activent alors les lymphocytes T CD4+ quiescents. Lors de
I’infection par le VIH-1, une forte concentration de produits microbiens se retrouve dans le
sang et les tissus périphériques, un phénoméne di a la translocation microbienne et a la
présence de co-infections. L’objectif de ce projet de maitrise a donc été d’étudier la
susceptibilité des cellules dendritiques (DC) au VIH-1 suivant la stimulation de différents
récepteurs et d’étudier leur capacité a transférer le virus aux lymphocytes T CD4+
quiescents. Les résultats indiquent qu’une stimulation du TLR2 par le Pam3CSK4 et le
zymosan augmente le transfert tardif du VIH-1 de tropisme X4. Les résultats démontrent
également qu'une stimulation du TLR3 diminue le transfert viral pour les deux tropismes
de VIH-1. Le transfert précoce du virus R5 est également augmenté a la suite de

I’activation du TLR2.



i
Abstract

The innate immunity receptors play an important role in the innate immune response
because they are the first to recognize pathogen-associated-molecular patterns (PAMPs).
They are presented on antigen-presentating cells and PAMPs-binding receptors on these
cells promote maturation and migration to lymph nodes. During HIV-1 infection, a high
level of microbial products is found in the blood and the peripheral tissues due to the
microbial translocation and to the presence of co-infections. The primary objective of this
project was to study the susceptibility of dendritic cells (DCs) to HIV-1 infection following
their stimulation by different agonists and to study the capacity of these PAMPs-treated
DCs to transfer HIV to resting lymphocytes T CD4 +. The results indicate that TLR2
stimulation increases the late transfer of X4 viruses. We also demonstrate that following a
stimulation of the TLR3, the viral transfer is strongly decreased for both tropisms of virus.

The early transfer of RS viruses is also increased when TLR2 is triggered.



Avant-propos

Le contenu présenté a I'intérieur de ce mémoire met en lumiere I'influence des produits
microbiens lors d’une infection par le virus du VIH-1. Ce projet a été fait en collaboration
et sous la supervision de Mélanie R. Tardif, Ph.D. Nous prévoyons soumettre

prochainement un article présentant les résultats obtenus lors de cette étude.
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Chapitre 1 : Le virus de 'immunodéficience humaine
1.1 L’épidémie du SIDA

Depuis une trentaine d’années, le syndrome de I'immunodéficience acquise (SIDA) ne
cesse de faire des ravages partout dans le monde et plus particuliecrement dans les pays de
I’Afrique sub-saharienne. Cette maladie, causée par le virus de I’'immunodéficience
humaine (VIH-1), est encore aujourd’hui incurable bien qu’il existe des traitements pour
inhiber le virus et ainsi améliorer la qualit¢ de vie chez les individus infectés. La
communauté scientifique mondiale vise la prévention de cette infection, mais aussi son
éradication. C’est pourquoi il est important de développer un vaccin et de nouveaux agents
antirétroviraux. Cependant, pour que ces avancées puissent avoir lieu, la compréhension du
fonctionnement du virus et de ses interactions avec les cellules du syst¢éme immunitaire est
primordiale. Cela permettra éventuellement d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques

afin de vaincre ce fléau.

1.1.1 Historique et origine du VIH-1

Au début des années 80, une nouvelle maladie fit son apparition. Celle-ci semblait au
départ toucher uniquement les homosexuels. Par la suite, les chercheurs découvrirent que
divers groupes de personnes é€taient touchés tels que les hétérosexuels, les hémophiles, les
consommateurs de drogues intraveineuses, ainsi que les personnes ayant regu des
transfusions sanguines. Ce phénomene laissa présager un mode de transmission biologique.
L’origine de cette étrange maladie, caractérisée entre autres par une lymphadénopathie et la
présence de maladies opportunistes rares, fut ensuite associée a un agent infectieux. En
effet, I’équipe du Dr Montagnier travaillant & I’Institut Pasteur de Paris isola un nouveau
virus en 1983. Ce dernier provenait d’un ganglion d’un patient infecté. Ce virus fut alors
nommé LAV (de ’anglais Lymphadenopathy-associated virus). Cette découverte fut
également confirmée I’année suivante par les résultats de I’équipe du Dr Gallo du NIH
(National Institute of Health) aux Etats-Unis qui, elle, le nomma HTLV-III (de ’anglais
Human T-cell lymphotropic virus type III). C’est seulement en 1986 que le virus fut nommé

officiellement VIH-1 par la communauté scientifique internationale.



4

Plusieurs hypotheses ont été proposées concernant I’origine du VIH-1 mais des études
phylogénétiques ont par la suite révélé des ressemblances avec le virus de
I’'immunodéficience simienne (SIV) (1-4). En effet, les contacts répétés entre I’homme et le
singe dans certains pays et la capacité du virus a muter fréquemment auraient entrainé sa
transmission efficace chez I’humain. De plus, plusieurs facteurs tels que I’augmentation de
la fréquence des voyages et les comportements sexuels a risque furent ensuite responsable

de la dissémination du VIH-1 au sein de la population mondiale (5).

1.1.2 Epidémiologie

Selon le rapport 2009 de I'ONUSIDA, environ 33,4 millions de personnes vivent avec le
VIH-1 dont 15,7 millions de femmes et 2,1 millions d’enfants (6). Bien que la prévalence
du VIH-1 semble s’étre stabilisée dans le monde, 2,7 millions de personnes ont été
nouvellement infectées en 2008, dont 71% se trouvait en Afrique subsaharienne et 90%

dans les pays en voie de développement (figure 1) (6).

Depuis sa découverte dans les années 1980, ce virus aurait fait plus de 25 millions de morts
a I’échelle planétaire (6). Bien que I'arrivée de plusieurs traitements antirétroviraux ait
augmenté 1’espérance de vie des personnes séropositives, le nombre de décés annuels 1i€ au
SIDA demeure tres élevé, soit 2 millions en 2008. La majorité des déces se retrouve dans
les pays en voie de développement, ce qui s’explique par la difficulté des patients dans ces
pays a avoir acces aux tests de dépistage et aux traitements contre le VIH-1. Malgré cela,
des progrés ont été faits ces dernieéres années grice au programme d’accés élargi aux

traitements installé dans divers pays d’Afrique (6).



Estimation du nombre d’adultes et d’enfants
vivant avec le VIH, 2008
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Figure 1. Estimation du nombre d’adultes et d’enfants vivant avec le VIH en 2008 (6).

En Amérique du Nord, il y aurait 1,4 millions de personnes vivant avec le VIH dont 65 000

personnes au Canada. Le nombre de cas a connu dans ce pays une hausse de 14% en 2008

par rapport a 2005, et ceci est di en partie a la disponibilité de la médication contre le VIH

réduisant ainsi la mortalité des individus infectés (7). Parmi les nouveaux cas répertoriés,

prés de 25% seraient au Québec, ce qui totaliserait 18 000 personnes infectés en 2008 (8,

9).



1.2 Le VIH-1

Le VIH-1 est un virus du genre /entivirus et fait partie de la grande famille des
Retroviridea. Ces virus partagent certaines propriétés telles que leur structure, leur
composition moléculaire et leur mode de réplication. Ils ont de plus la capacité d’intégrer
leur génome viral au génome cellulaire et d’y persister alors plusieurs années sous forme
latente. Les rétrovirus se différencient des autres lentivirus par leur génome d’ARN qui est
rétrotranscrit en ADN grace a une enzyme virale, la transcriptase inverse (TI).
Contrairement a I’ADN polymérase cellulaire, la TI ne peut corriger les mésappariements
pouvant survenir lorsqu’elle accomplit sa fonction, ce qui engendre un taux élevé de
mutation dans I’ADN proviral. Un autre aspect qui les différencie des autres lentivirus est
leur capacité a infecter des cellules au repos, ce qui crée un réservoir de cellules infectées

de fagon latente. Ce réservoir constitue un des principaux obstacles a I’éradication du VIH.

1.2.1 Les différents types, groupes et sous-groupes de VIH

Il existe deux types de VIH : le VIH-1 et le VIH-2. Bien qu’ils présentent des similitudes
telles que la structure de leur génome, leurs mécanismes de transactivation, leur capacité a
dépléter les lymphocytes T (LyT) CD4+ (10, 11) et leur séquence (30% a 60%
d’homologie) (12), ils se distinguent par leur origine géographique, leur lien de parenté
avec le VIS et leur pathogénicité. Le VIH-1 est toutefois le type le plus répandu

mondialement.

Il existe trois groupes de VIH-1. Ces groupes ont ét¢ formés en se basant sur 1’analyse des
séquences nucléotidiques des virus. Il s’agit des groupes M, N et O. Le groupe M, le plus
répandu, est subdivisé en 11 sous-groupes (A a K). Le sous-groupe B est celui qui
prédomine en Amérique du Nord, en Europe, en Asie et en Australie alors que les sous-
groupes A, C, D et E sont prévalents en Afrique (14, 15). Aucun sous-groupe n’a été
identifié pour les groupes N et O (13).



1.2.2 La structure du VIH-1
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Figure 2. Représentation schématique de la structure du VIH-1 (16).

Le VIH-1 est un virus enveloppé d’une bicouche lipidique provenant de la membrane
cellulaire de la cellule infectée. Deux glycoprotéines virales s’y retrouvent, soit la gp120 et
la gp41 (figure 2). Ces derni¢res servent respectivement a lier le virus au récepteur
spécifique présent a la surface de la cellule cible et a fusionner les membranes virale et
cellulaire afin d’y faire pénétrer le génome du virus. La gp120 est composée de 5 régions
constantes (C1 a C5) intercalées par 5 régions variables (V1 a V5). Ces derniéres (a
I’exception de V5) forment des boucles couvrant ’extérieur de la protéine et servant au
processus d’attachement et d’entrée du virus.

Le centre du virus renferme une structure conique formée de la protéine p24 constituant la
capside virale. Celle-ci protége le génome composé de deux copies d'un brin d’acide
ribonucléique (ARN) a polarité positive. Trois enzymes importantes se retrouvent
également a I’intérieur du virus, dont deux a I'intérieur de la capside. Ces enzymes, la
transcriptase inverse (TI), I'intégrase (INT) et la protéase (PR), sont essentielles a la survie

du virus, car elles ont un réle important a jouer lors du cycle réplicatif. La TI transcrit



8

I’ARN viral simple brin en acide désoxyribonucléique (ADN) double brin. Cette enzyme
posséde également une activité RNaseH permettant d’éliminer I’ARN simple brin lors du
changement en ADN (17). Le génome viral est ensuite inséré a I’intérieur du génome
cellulaire par I’action de I’intégrase virale. Par la suite, la protéase virale permet le clivage
des précurseurs protéiques viraux afin d’obtenir les protéines matures nécessaires a

I’assemblage des virions.

1.2.3 L’organisation génomique du VIH-1

Le génome du VIH-1 contient 9 génes codant pour 15 protéines. Les trois principaux génes
sont gag, pol et env et sont communs chez tous les rétrovirus. Le premier, gag, code pour
des protéines de structure, soit la matrice (p17), la capside (p24) et la nucléocapside (p7)
ainsi que la petite protéine p6. Le second, pol, code pour les trois protéines enzymatiques,
soit la TL, I'INT et la PR. Le troisiéme, env, code pour les glycoprotéines de surface du
virus, soit la gp120 et la gp41 (figure 3).

Figure 3. Structure du génome du VIH-1 (18).
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Une des caractéristiques du génome de ce rétrovirus est qu’il posséde plusieurs protéines
supplémentaires codées par différents cadres de lectures, ce qui ajoute a sa complexité. Ces
six protéines accessoires apparaissent plus tardivement lors de la réplication du virus et ont

des fonctions distinctes présentées dans le tableau 1.

Tableau 1. Fonctions des protéines accessoires du VIH-1.

Protéines accessoires Fonctions

Tat Régulateur positif de la transcription (19)

(transactivator)

Rev Export des transcrits d’ARNm non-épissés

(regulator of viral expression) hors du noyau (19)

Vpr Transport de I’ADN au noyau, augmente la

(viral protein R) production virale et contréle le cycle
cellulaire par I’arrét de la phase G; (20-22)

Vpu Augmente la libération des particule virales

(Viral protein U) et réduit I’expression du CD4 (23, 24)

Vif Empéche la désamination de I’ADN viral en

(viral infectivity) liant la protéine cellulaire antirétrovirale
APOBEC3G (25, 26)

Nef Augmente I’infectivité et réduit I’expression

(negative-regulation factor) du CD4+ , CMH-I et CMH-II (27-29)

Le génome viral posséde également a chaque extrémité des séquences LTR (de I’anglais
long terminal repeat). Le LTR est composé de trois régions nommées U5, R et U3. Ces
régions contiennent quatre sites fonctionnels, soit la région TAR (de 1’anglais tar-
activation-response element) située en aval du site d’initiation, la région promotrice, la
région amplificatrice et la région modulatrice (figure 4). Certains facteurs de transcription
cellulaire tels que le NF-kB (Nuclear factor of kappa B) et le NFAT (Nuclear factor of
activated T cells) ont la capacité de se lier a ces régions (30, 31). Lorsque leur production
est requise par la cellule, ces facteurs peuvent alors servir a la réplication virale. La région
TAR, quant a elle, permet la liaison de la protéine Tat, un processus essentiel a I’élongation

de la transcription (32).
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Figure 4. Région LTR du génome du VIH-1 (33).

1.2.4 Le tropisme du VIH-1

1.2.4.1 Récepteur et corécepteurs

Tres tot lors de la découverte du VIH-1, le récepteur CD4 lui fut associé comme récepteur
principal (34, 35). Mais peu apres cette découverte, il parut évident que le virus utilisait un
autre récepteur pour permettre la fusion des membranes. C’est au milieu des années 90 que
le CXCR4 et le CCRS, deux récepteurs de chimiokines, furent identifiés comme
corécepteurs nécessaires a la fusion du VIH-1 (36). D’autres molécules ont également été
identifiées comme corécepteurs, notamment le CCR2b, le CCR3, le CCRS, le CX3CRI et
le CXCL16. Cependant le CXCR4 et le CCRS sont les plus utilisés par le virus(37-42).

Les récepteurs de chimiokines sont des protéines de surface composées de 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. La fonction physiologique de ces récepteurs
est de lier leurs chimiokines respectives, et d’ainsi enclencher une cascade de signalisation
menant a la migration des cellules aux sites inflammatoires, lieu de sécrétion des cytokines.
Le CCRS a la possibilité de lier 4 ligands différents : RANTES, MIP-1a, MIP1- et MCP2
(43, 44). Ces chimiokines attirent les cellules du systéme immunitaire au site d’infection et
permettent leur infiltration dans les tissus (45). Quant au CXCRA4, il ne posséde qu’un seul

ligand, soit le SDF-1. Cette molécule provoque la migration des lymphocytes aux organes
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lymphoides secondaires (OLS) (46). Toutes ces chimiokines entrent en compétition avec la
gp120 pour la liaison des récepteurs et leur présence permet d’inhiber en partie 1’infection

du VIH-1 (43, 47).

Plusieurs études ont démontré la présence de deux tropismes différentes de virus (43). Les
souches de VIH-1 de type R5 infectent les cellules présentant le récepteur CCRS5 a leur
surface, soit les macrophages, les DC immatures et les LyT CD4+ activés. Les souches de
type X4 infectent quant a elles les cellules présentant le CXCR4 a leur surface, c’est-a-dire
les LyT CD4+ naifs, activés et mémoires. De plus, il existe une souche R5/X4 qui a la

propriété d’infecter autant les cellules exprimant le CCRS que le CXCR4.

1.2.4.2 Evolution des souches virales chez les individus infectés

Le passage du tropisme R5 vers X4 est le résultat de mutations génétiques lors de la
transcription de I’ARN du virus en ADN. En effet, les erreurs de transcription effectuées
par la transcriptase inverse sont trés fréquentes et contribuent a I’apparition de virus X4
(48). Bien qu’elle pourrait théoriquement apparaitre a tout moment, la souche X4 apparait
plus tardivement et ce, chez 50% des individus infectés (49, 50). Les causes responsables
de cette mutation tardive sont encore inconnues. En général, c’est la souche RS qui est
transmise d’une personne a 1’autre et présente lors de la primo-infection et de la majeure
partie de la phase chronique (49). Cela pourrait étre di au fait que le CCRS5 est présent sur
plusieurs types de cellules localisées au site de transmission, notamment les DC immatures
qui sont des sentinelles dans les muqueuses et sont parmi les premicres cellules a rencontrer
le virus (51-53). Puisque les molécules de CXCR4 sont pratiquement absentes des cellules
localisées au site de transmission, les virus R5 seraient avantagés au détriment des virus
X4. Toutefois, plusieurs données semblent indiquer que c’est la souche X4 qui fait
progresser la maladie vers la phase SIDA (54). En effet, les virus X4 ont des effets
cytopathogéniques importants sur les cellules, un phénomeéne qui contribue & diminuer

encore plus le niveau sérique de LyT CD4+ (54-56).
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1.3 Les cellules permissives a I’infection

Le VIH-1 a la capacité d’infecter plusieurs types de cellules du systéme immunitaire. Bien
que le LyT CD4+ soit sa cible préférentielle, il peut également infecter les DC et les
macrophages (57), ces derniers possédant a la fois le récepteur CD4 et les corécepteurs
CCRS5 et CXCR4. Le virus a toutefois la capacité d’infecter d’autres types cellulaires
dépourvus de molécules CD4, notamment, les lymphocytes B (58), les LyT CD8+ (59), les
astrocytes (60), les cellules épithéliales (61) et les thymocytes (62). Cette section va
cependant se limiter aux LyT CD4+ et aux DC puisque ces deux types cellulaires sont les

acteurs principaux de ce projet.

1.3.1 Les lymphocytes T CD4+

Les LyT CD4+ sont les principales cibles du VIH-1. En plus de posséder le récepteur CD4,
ils possédent également une forte concentration du corécepteur CXCR4 et, selon leur état
d’activation, du CCRS. Les LyT CD4+ comptent deux groupes distincts : les LyT CD4+

naifs et mémoires.

Les LyT CD4+ naifs et mémoires se distinguent par I’isoforme du CD45, une tyrosine
phosphatase membranaire participant & des événements de signalisation intracellulaire. En
effet, les cellules naives expriment |’isoforme de haut poids moléculaire (CD45RA) alors
que les cellules mémoires possedent I’isoforme de faible poids moléculaire (CD45RO) (63,
64). Les cellules naives n’ont jamais rencontré d’antigéne. Elles sont dans un état quiescent
et donc trés peu actives (65). C’est la présence des récepteurs CD62L et CCR7 a la surface
des cellules quiescentes qui est responsable de leur migration et de leur extravasation
jusqu’aux OLS (66). Les cellules naives vont y étre activées a la suite d’un contact avec les
cellules présentatrices d’antigénes (CPA), notamment les DC. Selon le signal présenté par
la CPA et les cytokines présentes dans 1’environnement, divers sous-types de LyT CD4+
sont induits. 1l s’agit des cellules T effectrices Thl, Th2, Th9, Th17 et Th22 et des cellules
T régulatrices (Treg). Suivant leur activation, 1’expression de certains récepteurs est
modifiée. Le CD62L et le CCR7 font place a de fortes concentrations de CCR4, CCRS et
CXCR3. Ces récepteurs permettent aux cellules activées de migrer et de pénétrer dans les
tissus enflammés (67). Par un mécanisme encore méconnu, certaines cellules T effectrices

sont ensuite transformées en cellules T mémoires exprimant les molécules CCR7, CD62L
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et CD45RO. Elles circulent dans le sang et la lymphe jusqu’a leur seconde rencontre avec

leur pathogéne dans les ganglions (68).

Les cellules naives sont davantage réfractaires a I’infection par le VIH-1, et ce, malgré la
présence du CD4 et du CXCR4 (69, 70). En effet, I'infection exige un état d’activation
cellulaire afin que les facteurs de transcription puissent lier le LTR du virus et que les
mécanismes de transcription inverse et d’intégration soient efficaces. Ces mécanismes sont
toutefois altérés dans les cellules naives étant donné qu’elles sont quiescentes donc
biologiquement peu actives, et qu’elles contiennent également des facteurs de restriction

cellulaire (voir section 1.6) pouvant nuire également a I’infection (71, 72).

Les cellules mémoires, malgré un état de quiescence, sont plus susceptibles que les cellules
naives a l'infection par le VIH-1 (72). Contrairement a ces derniéres, leur état est
légérement plus actif (73). En effet, elles induisent davantage de facteurs de transcription
cellulaire nécessaires a ’accomplissement de certaines étapes du cycle viral. Ce sont
d’ailleurs ces cellules qui constituent le principal réservoir viral chez les individus infectés

(74-76).

C’est par contre lors de I'infection des LyT CD4+ activées que la production de nouveaux
virions est la plus grande et particuliérement chez les sous-types Th2, Thl7 et
I’intermédiaire Th1/Th17 (77). Etonnamment, il a été démontré que les cellules Th17 et
Th1Th17 possédent a la fois le CXCR4 et le CCRS5 et sont donc susceptibles aux deux
tropismes de VIH-1, alors que les cellules Th2 n’expriment que le CXCR4, ce qui les rend
susceptibles uniquement au virus de tropisme X4. Les cellules Thl sont les premiéres
cellules identifiées comme étant résistantes au virus in vitro, bien qu’exprimant a la fois les
deux corécepteurs (77). Ce résultat corréle avec le fait que I’on retrouve une plus grande
concentration de Thl versus Th17 dans le sang des individus infectés (78). Une étude a
d’ailleurs suggéré que la résistance des Thl au virus RS serait due @ un mécanisme
empéchant la décapsidation (79). Les raisons de cette résistance doivent cependant étre

éclaircies.
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1.3.2 Les cellules dendritiques

Les DC sont des cellules sentinelles résidant dans les tissus périphériques et les muqueuses.
En raison de leur localisation, elles sont parmi les premiéres a rencontrer un pathogene lors
d’une infection. Les DC constituent une population trés hétérogene et les différents groupes
se distinguent entre eux par leur morphologie, les marqueurs de surface qu’elles expriment
et leur fonction. Elles jouent chacune un rdle différent lors de la réponse immune. La
majorité des DC se retrouve dans les tissus périphériques a 1’état immature. A la suite de

leur maturation, elles sont alors localisées au niveau des organes lymphoides secondaires.

Selon leur origine, elles sont classées en trois sous-groupes, dont font partie les cellules de
Langerhans, les cellules dendritiques myéloides (mDC) et les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC). Cependant, seules les mDC et les pDC seront décrites dans ce
travail. Ces deux types cellulaires se distinguent entre eux par leurs marqueurs de surface,
ainsi que par leur localisation et leur fonction. Les mDC sont localisées dans les tissus
périphériques et présentent a leur surface plusieurs marqueurs tels que des récepteurs de
chimiokines, les molécules du CMH et bien d’autres (80). Les caractéristiques des mDC
immatures et matures seront détaillées a la section 2.7.1. Ces cellules expriment également
plusieurs PRR (de I'anglais Pattern recognition receptor), notamment de fortes
concentrations des TLR (de ’anglais Toll-like receptors) 1, 2, 3,4, 5, 6 et 8 (81). Grace a
ces récepteurs, les mDC peuvent reconnaitre une variété de produits microbiens en plus de
I’ARNv double brin et simple brin. Les cellules immatures ont une activité phagocytaire
accrue et elles sont caractérisées également par une forte sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, notamment I’IL-6 et le TNFa. Leur phénotype change lors de la
maturation. Leur fonction principale est alors de migrer aux organes lymphoides

secondaires afin de présenter 1’antigéne et d’activer les lymphocytes T naifs.

Les pDC sont localisées dans le sang et elles sont notamment caractérisées par I’expression
du CDI23, du CMH-II, du CXCR3 et du CCR7 (80). Contrairement aux mDC, les pDC
expriment beaucoup moins de TLR. En effet, celles-ci n’expriment que les TLR6, 7, 8, 9,
ce qui leur permet de reconnaitre I’ARNv simple brin ainsi que I’ADN bactérien contenant

des motifs CpG (81, 82). La signalisation par I’intermédiaire des TLR7, 8 et 9, induit une
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forte sécrétion d’interféron de type 1 chez ces cellules (81-83). Les pDC sont donc trés
importantes lors de la réponse immune et particuliérement lors des infections virales. Selon
certaines études, elles ont également la capacité d’appréter et de présenter des antigénes
endogenes afin d’activer les LyT CD4+ naifs (84-86) . Leur potentiel activateur demeure

cependant inférieur aux mDC (82).

Les mDC et les pDC sont toutes les deux susceptibles d’étre infectées par le VIH-1. En plus
de posséder le récepteur CD4, les deux types de DC expriment également les corécepteurs
CCRS5 et CXCR4. Cependant, leur profil d’expression des corécepteurs différe entre elles.
En effet, les pDC expriment en plus grande quantité les corécepteurs par rapport aux mDC
(80, 87). Les mDC immatures sont reconnues pour étre plus facilement infectées par le
VIH-1 de tropisme RS (83, 87). En effet, celles-ci expriment plus fortement le CCRS a leur
surface que le CXCR4 (88-90). La maturation induit cependant la diminution du CCRS et
rend donc les cellules moins susceptibles a I'infection par des virus R5 (91, 92). Bien que la
maturation induisent également 1’augmentation de I’expression du CXCR4 (93, 94), aucune
étude n’a actuellement observé un changement quant a la susceptibilité des DC matures a

I’infection par le VIH-1 de tropisme X4.

Par contre, les études semblent controversées quant a la susceptibilité¢ des pDC. En effet,
alors qu’une étude ne présente aucune différence entre les deux tropismes de virus lors de
I’infection des pDC (83), une autre affirme que ces cellules sont davantage susceptibles au
tropisme R5 (87). Des recherches supplémentaires seront nécessaires afin de bien définir la

susceptibilité de ces cellules aux différents tropismes du VIH-1.

1.4 Le cycle réplicatif

Tout microorganisme a pout but ultime sa dissémination a travers 1’hote infecté. Comme
tous les virus, la réplication du VIH-1 nécessite son entrée a l’intérieur des cellules
permettant au virus d’utiliser la machinerie cellulaire a son avantage. Il s’ensuit une trés
longue bataille entre les cellules du systéme immunitaire et le virus. Sa capacité a s’adapter

au type cellulaire infecté et a déjouer les défenses du systéme immunitaire font de lui un
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pathogéne redoutable (figure 5). Le virus peut infecter la cellule de maniére directe, ¢’est-a-
dire par un virus libre liant son récepteur spécifique a la surface de la cellule cible. Il peut
aussi infecter de maniere indirecte par I’intermédiaire de cellules infectées de maniére
productive. En effet, le virus peut utiliser le contact physique entre deux cellules lors de la
synapse immunologique afin d’étre transféré a une autre cellule. Il peut alors y avoir, soit
une infection productive de la cellule, c’est-a-dire production de nouveaux virions a la suite

de I'intégration du génome viral au génome cellulaire, soit capture et/ou internalisation des

virus sans intégration.
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Figure 5. Cycle de réplication du VIH-1 (95).

1.4.1 Le transfert du VIH-1

Le transfert viral d’une cellule infectée vers une cellule non-infectée est connu depuis
plusieurs années. Le VIH-1 utilise le contact entre deux cellules afin de favoriser
I’efficacité de I’infection. Ce mode de transmission a été décrit non seulement chez le VIH-
1 mais aussi chez le HTLV-I (96, 97) et est reconnu comme étant plus efficace et plus

rapide que I'infection par un virus libre (98). En effet, le transfert permet de préserver le
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virus sous forme infectieuse et de rencontrer plus facilement une cellule permissive a
I’infection. De plus, le contact entre les deux cellules engendre un réarrangement et une
concentration des protéines de surface au site de contact favorisant ainsi I’attachement et
I’infection par les virus. Cela permet également au virus d’échapper aux anticorps

neutralisants et aux molécules du complément (97).

1.4.1.1 Le transfert précoce et tardif

Le transfert a été observé entre différents types cellulaires, notamment les DC et les LyT
CD4+ (99, 100) et entre deux LyT CD4+ (101). La figure 6 représente les divers modes de
transfert entre la DC et le LyT CD4+. Le transfert se produit, soit lors de la présentation
antigénique entre la CPA et le LyT CD4+ ou soit lorsque deux cellules sont a proximité. Ce
phénoméne implique un regroupement de diverses protéines membranaires au site de

contact entre les cellules.

Le transfert précoce ou en trans se définit comme étant le transfert de virus provenant de
vésicules endosomales et/ou captés a la surface cellulaire via différents récepteurs. En effet,
le virus peut se lier a des récepteurs de la famille des lectines de type C. Cette famille
regroupe deux récepteurs treés étudiés dans le contexte du VIH-1, soit le DC-SIGN (de
I’anglais Dendritic cell (DC)-specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM-3) grabbing
nonintegrin) et le DCIR (de I’anglais Dendritic cell immunoreceptor). Ces récepteurs, qui se
retrouvent a la surface des DC, ont la capacité de lier le virus (102, 103). Ces liaisons
n’entrainent pas nécessairement une infection productive de la DC mais elles permettent
tout de méme la propagation du virus en permettant son transfert & un autre type cellulaire,
le LyT CD4+. En effet, la DC interagit avec les LyT CD4+ lors de la présentation
antigénique qui a lieu dans les ganglions lymphatique permettant ainsi au VIH-1 d’avoir un
acces facile a des cellules permissives a I’infection. Le transfert précoce peut également
provenir du transit des virus a I’intérieur de la cellule infectée via des endosomes. Ce
phénomene serait d’ailleurs plus fort chez les DC matures. En effet, de larges vésicules
localisées prés du noyau et contenant beaucoup de virions ont été observées chez ces
derniéres. Par contre, les DC immatures en possédent beaucoup moins et ses vésicules sont

localisées davantage en périphérie et elles sont plus sujettes a la dégradation (104). Une
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¢tude plus récente a cependant démontré que ces vésicules seraient en fait de grandes
invaginations a I’intérieur desquelles les virus prendraient place pour étre ensuite transférés
(105).

Le transfert tardif est celui issu d’une infection productive de la cellule. A la suite des
évenements de fusion et d’intégration, il y a génération de nouveaux virions qui pourront
étre transférés lors d’un contact avec une autre cellule (106, 107). Le phénoméne de
synapse virologique est fortement associé a ce type de transfert. Il consiste en un contact
intercellulaire favorisant le passage du virus d’une cellule a I’autre. Ce contact implique le
recrutement de molécules de surface, notamment les récepteurs et les corécepteurs du VIH-
1 ainsi que les molécules d’adhésion LFA-1 et ICAM, ces derniéres servant a stabiliser
I’interaction (108). Selon certaines études, la majorité des virus transférés proviennent du
transfert précoce. En effet, le transfert issu de particules virales attachées a la surface

cellulaire constituerait la plus grande part (91, 109).

1.4.1.2 Autres types de transfert : les nanotubes, les filopodes et les exosomes

Certaines structures cellulaires peuvent étre impliquées dans le transfert de particules
virales. C’est le cas des nanotubes et des filopodes. Le nanotube est un long tube généré a
partir de la membrane plasmique. En plus d’avoir une réle dans la communication
intercellulaire et dans le transfert de molécules (110, 111), les nanotubes permettent
également le transfert du VIH-1 (112). Ce type de transfert serait 100 a 1000 fois plus
efficace que ’infection par un virus libre (112). Cette structure est présente chez les
cellules neuronales et les cellules du systéme immunitaire, en particulier le LyT CD4+. Elle
mesure environ 22 um mais peut atteindre jusqu’a 100 pm dans certains cas. Le transfert

via les nanotubes exige un contact prolongé entre les cellules (4 minutes et plus).
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Figure 6. Transfert du VIH-1 de la DC au LyT CD4+ (106).

Les filopodes servent également au transfert efficace du VIH-1 (106, 113). Ils différent des
nanotubes par leur largeur et leur longueur. Ils sont en effet moins larges que les nanotubes
et sont également plus court (6 pM). Ils sont générés par les cellules non-infectées. Le virus
se transfert alors vers la cellule non-infectée en demeurant a la surface des filopodes.
Contrairement aux nanotubes, le temps de transfert est beaucoup plus long, soit de 18

minutes et exige donc une interaction plus longue entre les cellules (113).

Finalement, un autre moyen employé par le VIH-1 pour infecter efficacement des cellules
est la voie de transit des exosomes. Les exosomes sont de petites vésicules ayant la capacité
de transférer les antigénes provenant des cellules infectées, tumorales ou des CPA
jusqu’aux DC matures (114, 115). Cela permet d’augmenter le nombre de DC matures
porteuses de I’antigeéne spécifique et d’amplifier I’initiation de la réponse adaptative via le
CMH-II ou via le relargage des exosomes ayant transité a I’intérieur de la DC, mécanisme

appelé trans-dissémination (116). Les exosomes ainsi libérés ont la capacité d’aller activer
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les LyT CD4+ naifs. Il a ét¢ démontré que le VIH-1 peut utiliser le mécanisme de trans-
dissémination afin d’aller infecter les LyT CD4+ de maniere efficace. En effet, il a été
démontré que les exosomes et les particules virales se retrouvaient au méme endroit prés de
la membrane et que leur accumulation dans la cellule se faisait dans les mémes vésicules

(115).

1.4.2 L’attachement et ’entrée

La premicre étape du cycle viral menant a I'infection productive de la cellule cible est
I’attachement. Cette étape est le résultat de I’interaction entre la gpl120 et la protéine de
surface CD4. Bien que cette derniére soit présente sur plusieurs types de cellules, le LyT
CD4+ demeure celui ol sa concentration est la plus importante. Lorsque la gp120 entre en
contact avec le récepteur CD4, il s’ensuit un mouvement de ses boucles libérant la boucle
V3 et permettant ainsi I’interaction de la gpl120 avec le corécepteur CCRS ou CXCR4.
Cette interaction provoque un changement de conformation de la gp120 exposant la gp41 a
la surface. Le peptide de fusion de la gp4l s’insére dans la membrane plasmique, la

rapprochant de I’enveloppe virale et provoquant ainsi la fusion des membranes.

1.4.3 La décapsidation, la rétro-transcription et le transport de PADN
viral au noyau

1.4.3.1 La décapsidation

Une fois la fusion des membranes complétée, la capside virale est libérée dans le
cytoplasme de la cellule hote. L’endroit ou se produit la décapsidation est plutot
controversé mais des études récentes suggérent une décapsidation prés de la membrane
nucléaire et non pas dés I’entrée dans la cellule (117). En effet, il y aurait libération de la
capside dans le cytoplasme et migration de celle-ci jusqu’au noyau via le réseau des
microtubules. Le mécanisme menant a la décapsidation est encore mal connu mais
plusieurs études ont démontré I’importance d’une molécule de 1’héte lors de ce processus,
soit la cyclophiline A. Cette molécule forme une liaison avec les protéines de la capside
afin de stabiliser cette derniére. De nombreuses études ont démontré une perte d’infectivité

du virus et un blocage de la transcription inverse lorsque cette liaison est altérée (118).
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1.4.3.2 La transcription inverse

La réaction de transcription inverse est catalysée par une enzyme, la TI et commence dés le
bourgeonnement des virions. A la suite du relargage, il y a maturation des virons et
formation d’un complexe de pré-initiation composé de I’ARN génomique, de la RT, de la
NC et de ’ARNt™™. Ce dernier élément sert d’amorce lors de la conversion de I’ARN
génomique en ADN double brin (119). La transcription inverse débute lorsque les
conditions cellulaires sont favorables, c’est-a dire lorsqu’il y a une accumulation de
nucléotides dans la cellule dii a I’activation de celle-ci (120, 121). Cette étape est ensuite
complétée prés du pore nucléaire, a I'intérieur d’une capside quasi intacte ou la TI
transforme I’ARN simple brin en ADN double brin (118). La complétion de cette étape
requiert la formation d’une petite structure ternaire du génome nommé central DNA flap.

Le complexe de pré-intégration (PIC) est alors formé.

1.4.3.3 L’import nucléaire

L’import nucléaire est d’une grande importance lors du cycle de réplication puisque c’est
cette étape qui permet le passage de I’ADN viral au noyau en absence de division cellulaire.
Ce phénomeéne est également responsable de la susceptibilité a I’infection de certains types
cellulaires, tels que les macrophages, les DC et les LyT CD4+ quiescents (122, 123). Le
PIC est formé de plusieurs protéines virales (MA, TI, IN, Vpr et flap) et cellulaires (124,
125). Les composantes de ce complexe jouent un réle trés important dans le transfert actif
de I’ADN viral jusqu’au noyau. En effet, plusieurs études ont démontré I’importance de la
protéine Vpr et de I'INT dans I’import nucléaire mais leur mécanisme d’action demeure
méconnu et controversé. Selon les données les plus récentes, il semble que ce soit le flap

qui joue le role le plus déterminant dans I’import du PIC au noyau (126).
1.4.4 L’intégration et ’expression génique

1.4.4.1 L’intégration

Une fois a I'intérieur du noyau, I’ADN viral s’intégre au génome cellulaire. Cette réaction
est catalysée par |’intégrase virale, laquelle a la capacité de cliver I’ADN cellulaire afin d’y
insérer le brin viral (127, 128). Ce clivage se fait généralement sur un géne actif bien que la

spécificité du clivage soit limitée. En effet, plusieurs études ont démontré que 1’endroit ou
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le génome viral s’intégre est le plus souvent un géne activé suivant "infection par le VIH-1
(129, 130). Dans certains cas, I’ADN viral demeure dans le noyau sans étre intégré. L’ADN
peut alors s’y retrouver sous trois formes : circulaire contenant un ou deux LTR, ou encore
sous forme linéaire. Ces formes non-intégrées peuvent tout de méme mener a une
transcription des génes viraux mais seuls certains transcrits sont traduits, soit Nef, Tat et

Rev(131; 132).

1.4.4.2 La transcription et la traduction

Lorsque la cellule est quiescente, la transcription des geénes viraux est maintenue a un
niveau basal et ce grace aux nucléosomes qui bloquent I’acceés a I’ADN proviral (133). Lors
de D’activation de la cellule, i1l y a un remodelage du nucléosome permettant ainsi la
transcription du génome viral. Cette activation peut se produire lors de la présentation
antigénique ou par la présence de facteurs solubles, notamment des agonistes des TLR ou

des cytokines, dans le microenvironnement de la cellule.

La régulation de la transcription génique implique plusieurs interactions entre I’ADN viral,
les facteurs de transcription cellulaire et la protéine virale Tat. Tout d’abord, les premiéres
interactions sont régulées par des facteurs de transcription cellulaire. Ceux-ci activent la
transcription des génes viraux en liant plusieurs sites consensus présents dans le promoteur
du VIH-1, le LTR. Il y a ensuite formation d’une boucle d’ARN en forme d’épingle a
cheveu, nommée TAR. La protéine virale Tat s’associe ensuite a cette structure, cette
derniére étant requise afin que Tat puisse lier I’ARN. Tat ainsi que plusieurs facteurs
cellulaires sont indispensables pour que 1’élongation de I’ARN ait lieu. L’accumulation de

Tat joue un réle important dans la transcription et 1’élongation du génome viral.

Il y a deux phases a la transcription, soit la phase précoce et la phase tardive. La phase
précoce implique une interaction directe entre les facteurs de transcription cellulaire et le
LTR alors que la phase tardive débute a la suite de I’accumulation de la protéine virale Tat.
La transcription du génome viral entraine la synthése de plus de douze transcrits viraux
différents. Les transcrits courts sont rapidement transportés hors du noyau et codent pour
des protéines de régulation, soit Nef, Rev et Tat. Ces derniers agissent sur le cycle viral afin
d’accroitre 1’efficacité de la réplication. Les transcrits longs demeurent plus longtemps dans

le noyau di a un épissage alternatif qui les stabilise. Ils codent pour les protéines de
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structure, les enzymes, les protéines accessoires et I’ARN génomique viral qui sera
incorporé dans les virions. Ces transcrits sont exportés du noyau plus tardivement a 1’aide

de la protéine virale Rev.

1.4.5 L’assemblage, le bourgeonnement et la maturation

L’assemblage débute a la suite de la production des protéines virales. Lors de ce processus,
plusieurs protéines virales et cellulaires agissent de concert pour assembler les virons. Le
site principal d’assemblage est généralement a la surface interne de la membrane plasmique
mais il peut aussi se produire au niveau des membranes endosomales chez les
macrophages. L’assemblage débute par une accumulation de la protéine virale Gag a la
membrane plasmique. La protéine Gag posséde 4 domaines : la matrice (MA), la capside
(CA), la nucléocapside (NC) et la p6. Le domaine MA en N-terminal s’associe alors avec
les radeaux lipidiques, ce qui ancre la protéine dans la membrane plasmique (134, 135). Le
domaine de la nucléocapside lie les ARN génomiques viraux en interagissant avec le signal
d’encapsidation de ces derniers. Le domaine p6 en C-terminal contient une petite séquence
peptidique qui permet a la protéine cellulaire ESCRT (de 1’anglais endosomal sorting
complex required for transport) de se lier et de catalyser le bourgeonnement (135, 136). Les
enzymes virales sont également recrutées prés de la membrane dii aux interactions avec la
protéine Gag. De son cdté, la protéine Env est synthétisée et clivée en gp120 et gp41. La gp4l

s’ancre ensuite dans la membrane plasmique attachée de maniere non covalente a la gp120.

Le bourgeonnement se fait dans les radeaux lipidiques cellulaires (137). Différentes
molécules telles que des protéines servant a la signalisation ou a 1’adhésion cellulaire s’y
retrouvent et peuvent étre incorporées par les virons (137-139). En plus des molécules de
surface, plusieurs molécules cytoplasmiques peuvent se retrouver a ’intérieur des virus
(140, 141). Lorsque les nouvelles particules virales bourgeonnement, elles sont dans un état
immature. La maturation se finalise par le clivage des différents précurseurs protéiques
viraux présents dans la particule virale immature. La protéase virale est responsable de ces
clivages. Il y a ensuite génération de diverses protéines virales dont les enzymes. Par la

suite, la CA et la MA sont formées pour constituer la particule virale (135, 142, 143).
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1.5 La pathogénése virale

L’infection par le VIH-1 est caractérisée par une déplétion massive des LyT CD4+, cellules
essentielles au bon fonctionnement du systéme immunitaire. Cette perte fait place a
différentes manifestations cliniques dont I’apparition d’infections opportunistes. Il peut par
contre se passer plusieurs années avant que ces manifestations n’apparaissent, ce qui veut
dire que les personnes infectées peuvent transmettre le virus plusieurs années avant de

connaitre leur état de santé (figure 7).
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Figure 7. Pathogénese du VIH-1 (16).

1.5.1 La transmission

Pour que la transmission du virus soit efficace, il faut tout d’abord que la personne infectée
présente une charge virale importante dans ses liquides biologiques et que le site d’entrée
soit permissif a la transmission. Le sang, le lait maternel, les sécrétions vaginales et le
sperme sont les fluides biologiques contenant le plus de particules virales. Ce sont la
transmission par le sang via les utilisateurs de drogues intraveineuses et la transmission par
contacts sexuels non protégés qui sont en grande partie responsables de la propagation du

VIH-1.
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La transmission issue des relations sexuelles est généralement facilitée par la présence
d’une ITS (infection transmise sexuellement). Ces infections créent des bréches au niveau
de I’épithélium des muqueuses sexuelles. Ceci est dii en partie a I’inflammation et au
recrutement de cellules immunes, un phénoméne qui facilite la pénétration du VIH-1 dans
les tissus et qui promouvoit I’infection des cellules permissives. Cependant, méme en
présence d’une muqueuse intacte, le virus a tout de méme la capacité de traverser la
barriére épithéliale et ensuite d’infecter les cellules sous-jacentes qui y sont présentes dont
les DC. La transcytose est le mécanisme qui permet au virus mais aussi a de petites
molécules de passer d’un c6té a 1’autre de la cellule. Les autres mécanismes permettant au
virus de passer de la lumiére mucosale jusque dans les sous-muqueuses et les tissus
périphériques sont I’infection productive des cellules épithéliales ou le passage a travers de

petits interstices entre les cellules épithéliales (106, 144) (figure 8).
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Figure 8. Transcytose du VIH-1 via la muqueuse vaginale (106).
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1.5.2 La primo-infection

La primo-infection survient a la suite de la transmission. Elle dure généralement de 3 a 6
semaines et est asymptomatique chez 50% a 70% des personnes infectées (145). Les seuls
symptomes répertoriés s’apparentent a ceux d’un rhume ou de la mononucléose infectieuse
(146).

L’infection primaire est d’abord caractérisée par une réplication active du virus et par une
déplétion massive du nombre de LyT CD4+, cellules les plus susceptibles a I’infection. Le
virus infecte tout d’abord les cellules du systéme immunitaire environnantes au site de
transmission. Par la suite, il se retrouve trés vite dans les OLS ou il a accés a un trés grand
nombre de cellules permissives a I'infection. Cela prend de 2 & 6 semaines pour que le
nombre de virus atteignent son maximum (147). Par ailleurs, le systéme immunitaire
s’active des le début de I'infection et génére un grand nombre de cellules permissives a
I’infection dont les LyT CD4+ et CD8+ spécifique contre le VIH-1. Le systéme
immunitaire contrdle alors partiellement I’infection, ce qui provoque une diminution du

nombre de particules virales en circulation.

1.5.3 La phase chronique

La primo-infection est normalement suivie d’une trés longue période asymptomatique qui
dure en moyenne entre 10 et 15 ans (148). Lors de cette période, il y a une production
constante de particules virales mais également une activation constante du systéme
immunitaire afin de contrdler cette production. Cela crée un équilibre entre le systéme
immunitaire et le virus. Cependant, le nombre de particules virales produites a chaque jour
augmente lentement mais constamment alors que le nombre de LyT CD4+ décline et perd
du terrain graduellement. La quantité de LyT CD4+ est un bon indicateur de la progression

de la maladie puisque moins il y en a, plus le virus progresse.

Lors de cette période, une forte activation du systéme immunitaire est aussi observée,
laquelle est reconnue maintenant comme étant un bon indicateur de la progression de
I’infection (149). Cette hyperactivation entraine une production accrue de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines permettant ainsi le recrutement et I’activation de cellules

permissives a [’infection. La translocation microbienne, c’est-a-dire le passage de
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microorganismes ou de produits microbiens de la flore commensale dans le sang et les
tissus, est ’'une des causes possible de cette activation incontrélée (150). Ce théme sera

davantage abordé a la section 2.6.2.

1.5.4 Le stade SIDA

Le mot SIDA est utilisé lorsque le compte de LyT CD4+ est de 200 cellules par mm’ de
sang. L immunité est alors a son plus faible. En conséquence, des infections opportunistes
et des maladies assez rares mais caractéristiques du stade SIDA font surface telles que la
pneumonie a Preumocistis carinii, 1a tuberculose et le sarcome de Kaposi. Ces infections,
absentes chez les individus en santé, sont récurrentes chez les immunosupprimés. Durant
cette phase, il y a aussi une destruction des OLS, ce qui contribue a affaiblir davantage le
systétme immunitaire. Les patients n’ayant acceés a aucun traitement contre le VIH-1

mourront de ces infections opportunistes.

1.6 La défense de I’hote face a I’infection virale

Bien que le VIH-1 soit un adversaire redoutable, le syst¢éme immunitaire est tout de méme
capable de monter une réponse immune visant a détruire le virus et les cellules infectées.
Cette réponse face a I’infection virale se divise en deux catégories : la réponse innée et la

réponse acquise.

1.6.1 La réponse innée et les facteurs de restriction cellulaire

La réponse immunitaire innée est la premiére ligne de défense contre les infections virales
et donc contre le VIH-1. Elle prend place dans les muqueuses et permet un premier contréle
de I'infection. La réponse innée permet également d’organiser une réponse spécifique
contre les virus. La réponse innée est régulée par plusieurs acteurs importants dont les
molécules du complément, les molécules antivirales (INFa/p) et les cellules phagocytaires
telles que les DC, les macrophages et les neutrophiles. Ces derniers générent des
médiateurs solubles importants (cytokines et chimiokines) afin d’inhiber la réplication
virale. Certains d’entre eux sont également responsables de la mise en place de la réponse
spécifique contre les infections virales. Récemment, deux protéines cellulaires ont ¢té

identifiées comme étant importantes dans le cadre d’une réponse innée contre les rétrovirus.
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Il s’agit des facteurs de restriction APOBEC3G et TRIMS5a. Les facteurs de restriction sont
des molécules empéchant la réplication virale et ce, par divers mécanismes. APOBEC3G
(de I’anglais apoplipoprotein B mRNA editing enzyme catalylic polypeptide-like 3G) fait partie
d’une famille d’enzyme ayant la capacité de modifier I’ARN et ’ADN et ce, en désaminant la
cytosine en uracile (151, 152). Elle agit lors de la transcription inverse suite a I’infection (153).
Cela provoque des mutations dans les génes viraux mais aussi la dégradation partielle de
I’ADN complémentaire di au recrutement des enzymes dédiées a la réparation de I’ADN (152).
Le VIH-1 a par contre développé une stratégie visant a contrer 1’action de cette molécule. En
effet, la protéine virale Vif se lie 8 APOBEC3G et induit son ubiquitination, un phénoméne

menant a sa dégradation par le protéasome (154).

TRIMS5a (de I’anglais tripartite motif protein 5a) a également la propriété de bloquer I’infection
par le VIH-1. Il agit a différents stades lors du cycle réplicatif du virus, soit lors de la
transcription virale et lors de I’'import nucléaire (155, 156). En effet, TRIM5a a la capacité de
séquestrer la capside virale provoquant la dégradation de cette derniére via le protéasome. Cela
empéche alors la transcription inverse. De plus, il a récemment été démontré qu’en se liant a la
capside, TRIMSa peut également perturber le transport nucléaire en masquant les motifs de
reconnaissance nécessaires a 1’import nucléaire du PIC. Toutefois, des études supplémentaires
sont nécessaires afin de mieux comprendre les mécanismes exacts qui restreignent I’infection

dans les cellules (152, 155).

1.6.2 La réponse acquise

La réponse acquise est une réponse spécifique contre un pathogene. Elle débute lorsque les
CPA entrent en contact avec un pathogéne ou un produit microbien, le dégradent et migrent
aux OLS ou elles présentent I’antigéne aux LyT CD4+ quiescents, cellules régulatrices de
I’'immunité acquise. Les LyT CD4+ initieront ensuite la réponse humorale et celle a
médiation cellulaire (157). A la suite du contact avec la CPA, les LyT CD4+ peuvent se
différencier en plusieurs sous-types de cellules, soit en T effecteurs de type Thl, Th2, Th9,
Th17, Th22, lesquels orchestrent la réponse humorale et/ou celle a médiation cellulaire, soit

en Treg, lesquels atténuent et/ou préviennent la réponse immune.

Les cellules de type Thl sont induites en réponse aux infections intracellulaires dont les

infections virales (157). Elles stimulent I’activité microbicide des cellules infectées afin
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qu’elles détruisent le pathogéne internalisé. Elles peuvent également activer les LyT CD8+
afin qu’ils détruisent les cellules infectées grace a leur activité cytotoxique. En effet, le
contact entre la cellule infectée et les LyT CD8+ entraine la dégranulation de ces derniéres,
ce qui provoque la libération d’enzymes toxiques telles que la perforine et les granzymes
(157). Les cellules infectées seront alors détruites. Les cellules Th2 vont davantage activer
une réponse humorale en stimulant les lymphocytes B afin qu’ils se différencient en
plasmocytes et produisent des anticorps neutralisants spécifiques aux pathogénes (157).
Lors d’une infection virale, les anticorps produits lient les virus et participent a
I’élimination de ces derniers de trois manieres, soit en induisant la lyse par le complément,
en capturant le virus et en induisant sa dégradation ou en bloquant les sites d’attachements
du virus a sa cellule cible. Finalement, les cellules Th9, Th17 et Th22 sont des sous-types
qui n’ont été mis en évidence que récemment (158-160). Les Th17 sont induites en réponse
aux pathogeénes extracellulaires (bactériens et fongiques) et sont impliquées dans
I’activation des neutrophiles. Elles sont majoritairement localisées dans les muqueuses
intestinales et y constituent une barriére contre les infections. Contrairement aux Thl et
Th2 qui active I'immunité acquise afin d’éliminer I’infection par le VIH-1, les Th17 sont
plutét une cible de ce virus et ont un rdle a jouer dans la pathogénése virale. En effet, la
progression de cette maladie est associée a une déplétion massive des Th17 dans le tractus
gastro-intestinal et a une augmentation de la charge virale (161). L’intégrité de la barri¢re
mucosale est alors perdue laissant les produits microbiens de la flore commensale traverser
les muqueuses (78, 162). Les Th22 et Th9 se retrouvent dans la circulation sanguine et sont
recrutés respectivement au niveau de la peau et au niveau des poumons (159, 160). Pour
I’instant, aucune étude n’a mis en lumiére leur implication lors d’une infection par le VIH-
1. Contrairement aux effecteurs mentionnés précédemment, les Treg ne vont pas activer les
cellules mais bien supprimer la réponse des cellules T. Leur action est importante car elle
permet d’éviter I’apparition de maladies auto-immunes, de maintenir I’homéostasie dans les
régions peuplées de microorganismes commensaux, de prévenir les cancers et d’atténuer la
réponse inflammatoire une fois 'infection controlée (163). L’infection par le VIH-1 est
associé a une augmentation des Treg dans les tissus lymphoides et a la progression de la
maladie tout comme les Th17 (164, 165). Ces cellules diminuent ’activation du systéme

immunitaire afin de freiner la progression virale et de réduire le nombre de cellules
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susceptibles a ’infection (166). Toutefois, elles finissent par promouvoir la persistance
virale en inhibant la réponse immune, particuliérement celle dirigée contre les virus (165,

167).

Bien que notre systtme immunitaire soit capable de répondre au VIH-1, il est encore
aujourd’hui impossible de I’éradiquer. Les thérapies antirétrovirales actuelles permettent
toutefois de contréler la charge virale chez les individus infectés moyennant des effets

secondaires indésirables.

1.7 Les traitements
C’est au milieu des années 80 que les premiéres drogues firent leur apparition (168, 169).

Depuis, plus d’une vingtaine ont ét¢ approuvées pour le traitement contre le VIH-1. Sans
toutefois guérir les individus infectés, les antirétroviraux empéchent la réplication du virus
en inhibant diverses étapes du cycle viral, ce qui améliore ainsi la durée de vie des
individus infectés. Ces médicaments occasionnent toutefois de nombreux effets

secondaires, ce qui rend la prise de cette médication difficile a respecter par les patients.

1.7.1 Les antirétroviraux et les effets secondaires

I existe présentement plusieurs drogues antirétrovirales. Selon leur mécanisme d’action,
elles ont été classées en 4 catégories : les inhibiteurs de la protéase, les inhibiteurs de la
transcriptase inverse nucléotidiques (INTI) et non-nucléotidiques (INNTI) et les inhibiteurs
de la fusion. C’est en 1996 que débuta la trithérapie ou HAART (Highly active antiretroviral
therapy), traitement donné actuellement aux personnes porteuses du VIH-1 (170). Cette
thérapie est une combinaison de trois antirétroviraux provenant généralement de 2
catégories différentes. Le traitement le plus utilisé est composé de deux INTI et dun
inhibiteur de protéase ou un INNTI. La combinaison de plusieurs classes d’antirétroviraux
a pour but de ralentir 'apparition de la résistance. Etant donné que le virus acquiert
inévitablement des mutations, il faut occasionnellement modifier le traitement en
conséquence.

Ce traitement entraine de nombreux effets secondaires. En effet, ces médicaments sont trés
toxiques et peuvent causer de nombreux désordres métaboliques. Les inhibiteurs de

protéase et les inhibiteurs de fusion sont de loin les plus problématiques. La premiére classe
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altere les métabolismes du glucose et des lipides provoquant des complications trés graves,
notamment le diabéte et I’hypercholestérolémie. La deuxi¢me, due a son mode
d’administration sous-cutané, induit la formation de nodules douloureux sous la peau, ce
qui limite son utilisation a long terme. D’autres effets secondaires sont également observés
suite aux traitements, notamment des problémes d’hyperpigmentation, d’anémie et des
problémes gastro-intestinaux. Devant la toxicité des antirétroviraux ainsi que 1’émergence

de souches résistantes, il est important de développer de nouvelles classes de médicaments.

Dans les derniéres années, de nouveaux médicaments et traitements prometteurs ont fait
leur apparition. Les inhibiteurs d’entrée, en particulier 1’inhibiteur du CCRS5 (ex: le
maraviroc et le vicriviroc), sont de nouveaux antirétroviraux utilisés en recherche clinique
ces derniéres années. Toutefois, une étude en phase clinique démontre déja I’émergence de
résistance a cet inhibiteur (171). L’immunothérapie est une autre avenue de traitement
intéressante et prometteuse. Il est bien connu que l'infection par le VIH-1 dérégle la
production de cytokines par les LyT CD4+, notamment 1I’'IL-2 qui est responsable de leur
prolifération. Cependant, aucune étude n’a pu mené a des résultats concluants, 1’utilisation
de I'IL-2 n’apportant aucun bénéfice particulier aux individus infectés (172). Une autre
avenue intéressante est celle de la vaccination, laquelle est une mesure préventive. Cette
tache demeure toutefois trés complexe. Plusieurs difficultés sont rencontrées, notamment la

grande diversité de virus pouvant étre présents chez une méme personne (173).

1.8 Conclusion

Ce chapitre a permis de résumé les aspects biologiques essentiels a la compréhension du
VIH-1. Ce pathogene astucieux a su s’adapter aux défenses de notre systéme immunitaire et
aréussi a les contourner. Sa capacité a s’intégrer dans le génome cellulaire et a persister de
fagon latente dans les cellules fait de ce virus un des plus redoutables et un des plus
difficiles a éradiquer. C’est pourquoi il est trés important d’étudier et de comprendre les
événements liés a I'infection et a I’hyperactivation du syst¢éme immunitaire. Cela permettra

peut-étre de développer un nouveau traitement dans le futur.
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Chapitre 2. Les récepteurs de ’immunité innée

L’immunité innée est trés importante car elle est la premiére ligne de défense contre les
pathogenes. Bien que non spécifique, elle est toutefois capable de contréler les infections et
permet a I’'immunité acquise de se mettre en place. Cette premiére réponse immunitaire est
orchestrée entre autres par les macrophages et les DC. Ces cellules ont la capacité de faire
une distinction entre les antigénes de I’hote, les antigenes inoffensifs de la flore
commensale et les antigénes provenant de pathogénes. L’immunité innée est souvent
caractérisée comme étant non spécifique puisqu’une réponse immunitaire semblable est
induite, peu importe le pathogéne présent a I’'intérieur de I’organisme. Cependant, les
molécules microbiennes sont reconnues par les PRR, récepteurs reconnaissant des
structures précises exprimées par les microorganismes. Les récepteurs de type Toll, Nod et
les lectines de type C sont des récepteurs de I’immunité innée se retrouvant entre autres a la

surface des CPA et servant a activer ces derniéres de maniére a mettre I’immunité en route.

2.1 Les récepteurs de type Toll

Les récepteurs de type Toll ont d’abord été identifiés chez une mouche, la drosophile (174).
En effet, une mutation au sein des genes de ces protéines entrainait une diminution de la
survie des mouches a la suite d’une infection fongique mettant ainsi en évidence leur réle
essentiel lors d’une infection (174, 175). Suivant cette découverte, plusieurs études ont
démontré I’'importance de ces protéines transmembranaires lors de la réponse immunitaire
innée chez la drosophile mais aussi chez I’humain. L’homologue humain de ce géne fiit
nommé Toll-like receptor étant donné ses similitudes avec le récepteur Toll de la
drosophile tant au niveau de sa structure que de sa fonction biologique (176). Depuis, 11
TLR ont été identifiés chez les mammiféres, dont dix sont exprimés chez 1’humain (177,

178).

2.1.1 Structure

Les TLR sont des protéines transmembranaires. Leurs régions extracellulaires contiennent
un nombre variable de répétitions riches en leucines appelées LRR (de I’anglais Leucine-

Rich Repeat), régions étant impliquées dans la reconnaissance directe de pathogeénes. Les
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motifs LRR présentent plusieurs différences d’'un TLR a l'autre leur permettant de
discriminer les divers ligands pouvant se retrouver dans 1’environnement cellulaire. Leur
région cytoplasmique présente une trés grande homologie avec la région cytoplasmique du
récepteur de I’'IL-1 (177, 179, 180). En effet, ce dernier contient un domaine TIR (de
I’anglais Toll-IL-1 receptor), domaine retrouvé également chez les différents TLR (figure
9).

IL-1R TLR

Figure 9. Structure des TLR (177).

2.1.2 Expression et ligands des TLR

Les TLR sont exprimés chez différents types de cellules. Ils sont majoritairement présents
chez les cellules du systéme immunitaire telles que les DC plasmacytoides, myéloides et de
Langerhans, les macrophages, certains sous-types de LyT et les lymphocytes B. Cependant,
ils sont également présents chez les cellules épithéliales et les fibroblastes. L’expression
des différents TLR et leur expression varient d’un type cellulaire a I"autre. Le niveau
d’expression peut également étre régulé en réponse a un pathogéne ou a des cytokines

provenant des cellules environnantes.

Certains TLR se retrouvent a la surface de la membrane plasmique de maniére a détecter
les pathogeénes extracellulaires alors que d’autres sont présents a la surface de

compartiments intracellulaires, les endosomes, afin de détecter les pathogénes présents a
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I’intérieur de la cellule. Les TLR exprimés a la membrane cellulaire (ex : TRLI, 2, 4, 5 et
6) lient des peptides, des lipopeptides et des sucres alors que les TLR endosomaux lient les
acides nucléiques (tableau 2). Les produits microbiens, appelés PAMP (pathogens
associated molecular patthern), proviennent de divers microorganismes, que ce soit les
bactéries, les virus, les parasites, les levures ou les champignons. Les PAMP sont
généralement des molécules nécessaires a la survie de ces microorganismes et c’est

pourquoi elles ont conservé la méme structure au cours de 1’évolution.

Tableau 2. Principaux ligands des TLR chez I’humain.

TLR Ligands
TLR2/1 Triacyl lipopeptides
TLR2/6 Diacyl lipopeptides

Acide lipotechoique
TLR2 Zymosan
TLR3 ARN double brin
TLR4 Lipopolysaccharide (LPS)
TLRS Flagelline
TLR7 ARN simple brin

Imidazoquinoline

TLR8 ARN simple brin
TLR9 Motifs CpG d’ADN
TLR10 Ligand inconnu

2.1.3 La signalisation issue de I’engagement des TLR

Les cascades de signalisation enclenchées lors de la liaison d’un ligand a son récepteur
ainsi que leurs partenaires signalétiques divergent d’un récepteur a 1’autre. Elles ménent
cependant a une réponse semblable (figure 10). Les TLR peuvent engendrer deux types de
réponse selon les domaines composant leur structure. Ils possédent tous un domaine TIR,
molécule se liant a un autre domaine TIR retrouvé sur les molécules adaptatrices recrutées
lors de la signalisation. Les TLR peuvent recruter les facteurs MyD88 (de I’anglais myeloid
differenciation factor 88), TIRAP (de I'anglais TIR domain-containing adapter protein),
TRIF (de I’anglais TIR domain-containing adapter-inducing interferon-f) et/ou TRAM (de
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I’anglais TRIF-related adapter molecule). 1.’ usage de ces différentes molécules adaptatrices
difféere d’'un TLR a l'autre, ce qui explique pourquoi les réponses cellulaires suivant

’exposition au PAMP peuvent parfois diverger (181-184).

L’activation des TLR2/1, TLR2/6 ainsi que le TLRS enclenche une voie de signalisation
impliquant MyD88/TIRAP dans le cas du TLR2/1 et du TLR2/6 et MyD88 dans le cas du
TLRS. L’engagement de ces récepteurs méne a l’activation du facteur NF-xB, qui lui,
induit la production de cytokines pro-inflammatoires telles que la pro-IL-1p, I’'IL-6, la pro-
11-18 et le TNF-a (de 1’anglais Tumor necrosis facteur-a) (183, 184). La stimulation du
TLR4 différe des autres TLR car elle active a la fois les facteurs MyD88/TIRAP et une
autre voie de signalisation impliquant le facteur IRF3 (de ’anglais interferon regulatory
factor 3). Cette voie entraine la production d’interférons (IFN) de type I (IFNa/B), facteurs

importants reconnus pour leur activité antimicrobienne (185, 186).

L’activation du TLR3 engendre le recrutement de TRIF alors que la molécule recrutée est
la MyD88 lors de I’activation du TLR7, 8 ou 9. Leur recrutement méne par la suite a
I’activation des facteurs NF-xB et IRF-3/IRF-7 menant & une production de cytokines pro-
inflammatoires et d’IFN de type I (184).
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Figure 10. Signalisation via les récepteurs de I'immunité innée (187).



36

2.2 Les récepteurs de type NOD

La famille des NLR (NOD-like receptors), dont font partie les récepteurs NOD1 et NOD2,
compte 22 membres chez ’humain (188). Les membres peuvent étre divisés en trois sous-
familles : CARD, PYR et BIR. Les récepteurs NOD1 et NOD2 furent les premiers
découverts. Ils ont d’abord été identifiés comme molécules régulatrices de ’apoptose (189,

190). Leur role dans la réponse immunitaire innée fut élucidé par la suite (191, 192).

2.2.1 Structure

Les NLR sont des récepteurs cytoplasmiques qui comptent 3 domaines structuraux (figure
11). La partie C-terminale de la protéine posséde des domaines répétés riches en leucine.
Ces domaines, tout comme ceux des TLR, sont responsables de la reconnaissance et de la
liaison des ligands. La partie centrale appelée NOD (de 1’anglais nucleotide-binding
oligomerization domain) joue davantage un role lors de I’oligomérisation du récepteur et
lors de la formation de complexes protéiques avec d’autres molécules. Finalement, en N-
terminal, le récepteur posséde un domaine CARD ou encore des domaines PYD ou BYR
(de I’anglais caspase activation and recruitment domain). Ces domaines permettent de
recruter différentes protéines adaptatrices et d’amorcer diverses réponses selon le complexe

protéique généré (183, 193, 194).

Famille des NLR
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Figure 11. Membres de la famille des NLR (195).
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2.2.2 Expression et ligands de NOD1 et NOD2

Chez I’humain, NOD1 et NOD2 se retrouvent dans le cytoplasme de 3 types cellulaires :
les DC, les macrophages et les cellules épithéliales (190, 196). Ces récepteurs sont
reconnus comme liant des peptides provenant de la dégradation du peptidoglycane, une
composante de la paroi des bactéries a gram positif ou négatif. Le peptide iE-DAP (de
I’anglais y-D-glutamyl-meso-diaminopimelic acid) provenant des bactéries gram négatif lie
le récepteur NODI alors que le peptide MDP (de I’anglais muramyl dipeptide) provenant a
la fois des bactéries gram positif et négatif lie le récepteur NOD2, faisant de ce dernier un

récepteur efficace contre presque toutes les bactéries (197, 198).

Tres peu d’études ont été faites sur NODI et NOD2 chez les CPA. Cependant, des études
chez les cellules épithéliales ont démontré que ces récepteurs étaient régulés a la hausse
dans un contexte inflammatoire et que NOD2 pouvait également se réguler a la hausse lui-
méme. En effet, le géne CARDIS, qui code pour la protéine NOD2, contient dans son
promoteur un site liant le facteur de transcription NF-xB. Lors de la liaison de son ligand au
récepteur NOD2, il y a activation du facteur de transcription NF-kB et donc augmentation
de I’expression de NOD2 (194, 199).

2.2.3 La signalisation engendrée par ’engagement des récepteurs de type
NOD

2.2.3.1 La sous-famille CARD (NOD1/2)

Tout comme les TLR, les récepteurs NOD1 et NOD2 ménent aussi a I’activation de NF-xB.
La liaison du PGN a son récepteur engendre une signalisation impliquant la kinase RIP2
(de I’anglais receptor-interacting protein 2). En effet, suivant I’activation de NOD1/2 par
leur ligand respectif, il s’ensuit le recrutement de RIP2 ainsi que des molécules cIAP1/2
(200, 201). Ces derniéres possédent une activité ligase qui est responsable de la
polyubiquitination de RIP2 (202, 203). Cette action permet alors le recrutement de TAK-1
(de I’anglais TGF-f-activated kinase 1) qui active la voie de NF-kB ainsi que la voie des

MAPK via son interaction avec diverses molécules.

2.2.3.2 La sous-famille PYR (NALP) et I’inflammasome
Plusieurs récepteurs des sous-familles PYR et NOD sont reconnus pour étre impliqués lors

de la formation d’un complexe protéique nommé inflammasome (204). C’est le cas de la
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molécule NLRP3, I'inflammasome lié au NLRP3 étant le mieux caractérisé. NLRP3 peut
étre activé par plusieurs PAMP, DAMP (de I’anglais danger-associated molecular pattern),
ROS (de I'anglais reactive oxygen species) et stress environnementaux (204). Suite a son
activation par un ligand, NLRP3 recrute la molécule adaptatrice ASC qui, elle, recrute la
caspase-1 afin de I’activer. L’oligomérisation de ces protéines forme I’inflammasome. Ce
complexe a pour fonction de cliver les précurseurs de I'IL-1p et de I’'IL-18 afin de rendre
ces deux cytokines actives (192, 204). En effet, un contexte inflammatoire induit une forte
concentration de ces précurseurs cytokiniques a I’intérieur des cellules. Cependant, leur

clivage et leur sécrétion sont contrélés par I’inflammasome via I’activation de la caspase-1.

2.3 Le récepteur Dectine-1
Identifié comme récepteur pouvant lier un antigéne en 2001 par Brown et Gordon (205), le

récepteur dectine-1 fait partie de la grande famille des récepteurs lectines de type C (figure
12).

2.3.1 Structure

Les récepteurs de cette famille sont composés d’un ou de plusieurs domaines de
reconnaissance CRD (de 1'anglais carbonhydrate recognition domain) représentant
respectivement le type II ou le type I (206). Le récepteur dectine-1 est de type II puisqu’il
posséde un seul domaine CRD extracellulaire, lequel est lié au domaine cytoplasmique
ITAM (de I’anglais immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Le domaine CRD est
responsable de la reconnaissance d’un ligand alors que le domaine ITAM permet le
recrutement de différentes protéines kinases et I’initiation d’une cascade de signalisation a

la suite de I’engagement du récepteur (207).



39

® N O 00 A QRN =

o londomains i  Triad of acksic amino acias
(CAD) or GRD- B domeing EEER Fibrorectn type Il repaat
o> ;I"a : u;‘s:cxmumm HE i leucine motif

coaea @ Tandem repeat

Figure 12. Membre de la famille des récepteurs lectines de type C (206).

2.3.2 Expression et ligand de dectine-1

Le récepteur dectine-1 est exprimé par différents types cellulaires dont les principaux sont
les macrophages, les DC et les neutrophiles (208). A I’origine, on croyait que son role était
d’envoyer un signal de costimulation au LyT CD4+ (209). Il a par la suite été établi que son
principal ligand, le B-glucane, était une composante majeure de la paroi des levures et des
champignons (207, 210). Cette molécule est également présente chez les plantes et chez
certaines bactéries (207). Le B-glucane est un polysaccharide de glucose lié par des liens
glycosidiques B-1,3 ou B-1,6. Dectine-1 reconnait la partie B-1,3 de ce polysaccharide.
Plusieurs études ont démontré 1’'importance de ce récepteur lors d’une infection fongique.
En effet, des souris déficientes en récepteurs dectine-1 ont démontré une susceptibilité
accrue aux infections fongiques mettant ainsi en évidence 1’importance de ce récepteur lors

de la réponse innée (183, 211, 212).

2.3.3 La signalisation engendrée par I’engagement de la dectine-1
Lors de I’engagement de la dectine-1, le motif ITAM présent dans sa queue cytoplasmique

est phosphorylé par une tyrosine kinase de la famille des Src, ce qui entraine le recrutement
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et la phosphorylation de la protéine Syk (de ’anglais spleen tyrosine kinase) et de la
protéine adaptatrice CARD9 (de I’anglais caspase recruitment domain-containing protein
9) (183, 207). Ces interactions entrainent I’activation du facteur transcriptionnel NF-xB,
lequel est requis afin de transcrire les génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires
(213) et pour la production de ROS (214). Les ROS étant trés toxiques, ils peuvent causer
d’importants dommages a la cellule qui les produit menant a son apoptose ou sa nécrose.
Cependant, il a récemment été mis en évidence que la production des ROS joue un role
crucial dans I’activation de I’inflammasome, ce qui lie les ROS a la réponse inflammatoire
(215, 216). Finalement, I’activation de la dectine-1 peut également provoquer la
phagocytose du ligand par la cellule afin d’éliminer les pathogénes de I’environnement

(183).

2.4 Collaboration entre les récepteurs de I’'immunité innée

Depuis quelques années, plusieurs études soulignent I’importance de la collaboration entre
les différents récepteurs de I’immunité innée. Les pathogénes contiennent plusieurs
composés antigéniques qui, eux, sont capables d’activer divers récepteurs simultanément.
Plusieurs interactions sont possibles, notamment la collaboration entre différents TLR,
entre les TLR et les NLR et entre le TLR-2 et la dectine-1. Celle-ci sera davantage détaillée
dans cette section puisque le zymosan est le seul ligand utilisé dans ce projet qui soit

capable de stimuler deux récepteurs simultanément.

Certaines combinaisons de TLR agissent en synergie afin d’induire une plus forte réponse
inflammatoire. Cette réponse se traduit par une augmentation de la sécrétion de cytokines
telles que I'TL-12, I’'IL-23, I’'IL-10, I'IL-6 et le TNF-a (183). Une telle collaboration a été
identifiée chez les TLR suivants : TLR3 ou TLR4 avec TLR7, TLR8 ou TLRY9. Le
mécanisme régissant cette synergie est toutefois méconnu. Une étude a également
démontrée une collaboration entre le TLR4 et le TLR7. Les auteurs ont démontré qu’en
plus des cytokines mentionnées précédemment, cette combinaison de récepteurs induit une
faible augmentation de la sécrétion de I'IL-1B (217). Cette derniére est d’abord produite
sous une forme inactive. C’est I’activation de I’inflammasome qui induit son clivage et
ainsi la rend active. Cette combinaison de TLR pourrait donc activer I’inflammasome mais

la compréhension de ce phénomeéne n’est encore qu’a ses débuts (183).
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Quelques ¢tudes se sont également intéressées a la collaboration entre les TLR et les
récepteurs NOD1 et NOD2. Une combinaison des récepteurs NOD2 et du TLR4 induit une
plus grande sécrétion de I'[L-6, de I'IL-12 et du TNF-a comparativement a la stimulation
d’un seul des récepteurs (218). Une autre équipe a démontré que le NOD-1 agit en synergie
avec les TLR2, 4, 5 et 7/8 et que la production de plusieurs cytokines (ex : TNF-a, IL-1aq,
IL-1pB, IL-4, IL-6, IL-10 et GM-CSF) était significativement augmentée (219).

Le TLR2 et le récepteur dectine-1 sont connus tous les deux pour lier le zymosan,
préparation de parois de levures composé majoritairement de B-glucane. Des études ont
démontré que les deux récepteurs collaboraient et que leur action était synergique (212,
220, 221). L’action du zymosan induit une forte production d’IL-10, d’IL-12 et de TNF-a.
En effet, des souris déficientes en dectine-1 produisent moins de TNF-a a la suite du
contact avec le zymosan, et ce, malgré la présence du TLR2 (212). Un effet semblable a été
démontré pour I’IL-12 (221). Le rdle des deux récepteurs demeure toutefois controversée
lorsqu’il est question de I’[L-10. Alors que certaines équipes ont démontré une réduction de
la sécrétion de I’IL-10 lorsque les DC sont déficientes en TLR-2 (213, 220), d’autres ont
démontré une augmentation de la production d’IL-10 (222). Des différences sont a
considérer dans la divergence des résultats publiés jusqu’a maintenant, notamment les
divers types de cellules utilisés et les variations quant a la concentration de zymosan

choisie.

2.6 Les PAMP et le VIH-1

Lors d’une infection au VIH-1, une forte concentration de produits microbiens peut se
retrouver dans les tissus et le sang des individus infectés. Ce phénoméne est dii en partie a
leur susceptibilité aux co-infections microbiennes mais aussi a la translocation

microbienne.

2.6.1 Co-infections microbiennes
Il est bien connu que les infections transmises sexuellement favorisent la transmission du
VIH-1 (223). Elles permettent également la dissémination efficace du virus chez les

individus séropositifs (224, 225). Neisseria gonorrheae, Chlamydia trachomatis et Candida
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albicans sont parmi les pathogenes les plus étudiés dans le contexte de la transmission du

VIH-1.

La bactérie a gram négatif Neisseria gonorrheae (GC) fait partie des pathogénes souvent
associés a la transmission du VIH-1. Elle peut augmenter I’infection par le VIH-1 via
différents mécanismes. Tout d’abord, il a été démontré que GC augmentait in vitro
I’infection des DC dérivées de monocytes. En effet, ’infection par GC induit 1’activation
des DC via le TLR2, les rendant davantage susceptibles a I’infection (226). De plus, une
autre étude a démontré que le nombre de LyT CD4+ dans les muqueuses endocervicales est
beaucoup plus grand chez les femmes infectées par GC, amenant ainsi un plus grand
nombre de cellules permissives a I’infection au site de transmission (227). GC a également
la capacité d’activer la transcription du LTR du VIH-1, aidant ainsi la réplication virale
(228). Plus récemment, une équipe a démontré que les LyT CD4+ quiescents sont plus
susceptibles a I'infection par le VIH-1 lors de la présence d’une co-infection avec GC. En
effet, GC active le TLR2 a la surface des LyT CD4+ quiescents, ce qui induit I’expression
du CCRS et du CXCR4 a leur surface. Ils ont aussi démontré que ’activation via le TLR2

augmente 1’import nucléaire, étape nécessaire a la production de nouveaux virions (229).

La candidose oropharyngée est I'infection fongique la plus répandue chez les individus
infectés par le VIH-1. Selon certaines études, environ 90% des individus séropositifs
développeront une candidose au cours de leur maladie (230, 231). Cette infection
opportuniste, causée par Candida albicans, peut survenir a toutes les étapes de la
pathogénése du VIH-1. Plusieurs études ont démontré une interaction entre le VIH-1 et
Candida albicans, menant a une augmentation de ’infection des deux microorganismes
(232). La candidose permet la transmission plus efficace du VIH-1, alors que I’infection au
VIH-1 favorise la candidose en diminuant la réponse immunitaire (233). En effet, cette
derniére cause de nombreuses lésions dans les muqueuses buccales, en plus de provoquer
leur inflammation. Cela permet au VIH-1 de passer plus facilement la barriere épithéliale
en plus d’infecter les cellules du systtme immunitaire qui y sont recrutées. En plus de
réduire I'immunité, le virus peut également interagir directement avec Candida albicans.
En effet, le VIH-1 peut lier le microorganisme, ce qui méne a une production plus forte des

facteurs de virulence par ce dernier, favorisant ainsi la progression de cette maladie (234).
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Une autre maladie souvent associée a la transmission du VIH-1 est la chlamydiose causée
par le microorganisme Chlamydia trachomatis. En effet, il a été¢ démontré que les hommes
co-infectés possédaient une charge virale 5 fois plus élevée dans leur sperme que les
hommes ne présentant aucune ITS (235) augmentant ainsi la probabilité de transmettre le

virus.

En plus d’augmenter la transmission et 1’infectivité virale, les co-infections libérent des
produits microbiens dans le sang et les tissus des individus séropositifs. Ceci contribue a
I’hyperactivation du systéme immunitaire, tout comme la translocation microbienne,

permettant ainsi au VIH-1 d’infecter un plus grand nombre de cellules.

2.6.2 La translocation microbienne

La translocation microbienne est un phénoméne qui a récemment été mis en évidence chez
les personnes infectées par le VIH-1 (150). Ce phénomeéne se définit comme étant le
passage de produits microbiens dans le sang et les tissus périphériques, et a d’ailleurs été
quantifié par Brenchley et ses collaborateurs. En effet, ils ont démontré que les patients
séropositifs en phase chronique présentaient une concentration sanguine en LPS
significativement plus élevée que les personnes séronégatives (150). Chez les patients en
phase chronique, il est fort probable que 1’on retrouve divers produits microbiens dans le
sang et les tissus bien que seul le LPS ait été identifié et quantifié jusqu’a maintenant. Ces
produits microbiens proviennent de la flore commensale de I'individu infecté. Ce passage
serait di en partie a la perturbation de la barriere épithéliale de la muqueuse au niveau du

tractus gastro-intestinal.

Cependant le mécanisme responsable de cette perméabilité demeure méconnu (236).
Plusieurs hypothéses ont cependant été soulevées. Parmi celles-ci, il y a 1’action directe du
VIH-1 sur les cellules épithéliales des muqueuses. En effet, le virus induit la production de
cytokines pro-inflammatoires affectant ainsi I’intégrité de la barriére épithéliale (236). Une
autre cause de cette perméabilité est la déplétion massive des LyT CD4+ dans les
muqueuses intestinales provoquant ainsi une perte de I’immunité mucosale. Cette perte
provoque la prolifération excessive des microorganismes commensaux (150). La forte

présence des PAMP entraine une maturation et une activation des cellules immunes les
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rendant plus susceptibles a I’infection ou plus aptes a capturer et a transférer le VIH-1. Bien
que les connaissances concernant la translocation microbienne augmentent, il reste
cependant beaucoup de travail a faire afin de déterminer son effet réel sur I’infection et la

pathogénése du VIH-1.

2.7 La maturation des cellules dendritiques et le transfert viral

aux lymphocytes T CD4+ quiescents

Bien que les TLR, les NLR et la dectine-1 puissent se retrouver chez plusieurs types de
cellules, leur présence chez les DC est primordiale puisque, une fois liés a leur ligand
respectif, ils déclenchent une cascade de signalisation qui mettra en marche la maturation

de la DC afin qu’elle puisse amorcer I’'immunité adaptative.

2.7.1 Maturation de la cellule dendritique

Les DC sont parmi les premiéres a rencontrer les pathogénes lors d’une infection. Elles sont
des sentinelles patrouillant les muqueuses et les tissus. Selon leur stade de maturation, elles
accomplissent des fonctions distinctes et différent également par leur localisation, leur
morphologie, I’expression de leurs marqueurs de surface et le type de cytokines qu’elles
sécretent. Plusieurs études récentes ont aussi démontré des stades intermédiaires lors de la

maturation des DC.

2.7.1.1 Les cellules dendritiques immatures

Les DC immatures myéloides sont localisées dans les tissus et les muqueuses. Elles ont
pour fonction principale I’endocytose des pathogénes rencontrés afin de les appréter et de
procéder a la présentation antigénique. Elles ont également la capacité de lier des produits
microbiens par I’intermédiaire de différents récepteurs afin d’activer I'immunité adaptative
tel que mentionné a la section 1.3.2. Elles sont caractérisées par des marqueurs spécifiques.
En effet, les DC immatures possedent, selon 1’endroit ou elles résident, plusieurs récepteurs
dé chimiokines a leur surface, tels que le CCR1, le CCR2, le CCRS5, le CCR7, le CXCR3 et
le CXCR4 (93, 237). DC-SIGN et DCIR sont parmi les récepteurs qui leur sont spécifiques
(80, 103). Elles présentent également une faible quantité des CMH de classe I et II, ainsi
que des molécules de costimulation CD80 et CD86.
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2.7.1.2 Les cellules dendritiques matures

A la suite du contact avec un pathogéne, le processus de maturation débute. Celui-ci est
caractérisé¢ par un changement d’expression des marqueurs de surface. En effet, certains
marqueurs tels que le DC-SIGN, le DCIR et le CCR5 diminuent et font place a de fortes
concentrations des molécules de CMH-I et CMH-II, des molécules de costimulation B7,1 et
B7,2, du récepteur de chimiokine CCR7, ainsi que des molécules d’adhésion ICAM-1,
ICAM-2 et ICAM-3. Il y a également une augmentation du CD83, une molécule spécifique
des DC matures (238). Cette molécule jouerait un réle lors de I’activation des LyT et des
lymphocytes B bien que cette hypothése demeure controversée (239). La maturation
compléte est atteinte en présence d’une forte concentration de PAMP et/ou DAMP ainsi
que de cytokines stimulant les récepteurs a la surface des DC. Ces derniéres ont alors la
capacité d’induire une réponse immunitaire adaptative en migrant jusqu’aux ganglions

lymphatiques et en activant ainsi les LyT CD4+ naifs.

Des études récentes ont toutefois décrit des profils intermédiaires de maturation. Ce stade
surviendrait en présence d’une concentration plus faible de PAMP et de cytokines (240-
242). Le phénotype semi-mature est obtenu soit en présence d’une faible concentration de
ligands du TLR2 ou du TLR4 combinée a de I'IL-6 (DC™ ), soit en présence de TNF-a
(DCTNF ") dans I’environnement de la DC. Dans chacun des cas, 1’expression des cytokines
pro-inflammatoires est trés faible, ce qui les différencient des DC matures (241). Chez les
DC™® les molécules de costimulation CD80 et CD86, le CCR7 et les molécules de
CMH-II sont exprimées en plus forte quantité (243) alors que chez les DC', seul le CMH-
I est élevé (241). Ce phénotype semi-mature aurait un réle a jouer dans le maintien de
I’homéostasie intestinale ainsi que dans le contréle des maladies auto-immunes. En effet,

leur action permet de générer des LyT CD4+ anergiques et des Treg.

2.7.2 Transfert du VIH-1 aux LyT CD4+

L’origine et la concentration des stimuli, I’état de maturation de la DC ainsi que la souche
virale sont parmi les facteurs influencant 1’efficacité avec laquelle une mDC capture et
transfere le VIH-1 aux LyT CD4+. Plusieurs études ont démontré I’effet de certaines
stimulations TLR sur le transfert du VIH-1 aux LyT CD4+ activés. Ces études ont

majoritairement utilisées le VIH-1 de tropisme RS, car il est bien connu que les DC
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immatures sont plus susceptibles a une infection productive avec cette souche puisque le
niveau de CCRS5 a leur surface est plus élevé que celui de CXCR4 (244, 245). Plusieurs
études ont également démontré que la maturation de la DC la rend moins susceptible a
Pinfection, ce qui s’explique en partie par une diminution du CCRS résultant de la

maturation (88, 246).

Tel que mentionné a la section 2.1.3, ’engagement d’un TLR peut engendrer des cascades
de signalisation différentes menant a la maturation des DC. Le niveau de maturation de la
DC dépend a la fois du stimulus rencontré mais aussi de la durée de I’exposition a ce
dernier. La stimulation a court terme de la DC a des effets différents de la stimulation a
long terme. 1l a été¢ démontré dans notre laboratoire qu’une stimulation de 2 heures avec les
ligands du TLR2 ou celui du TLR4 induisent des effets contraires. En effet, |’engagement
du TLR2 augmente le transfert du VIH-1 de tropisme R5 aux LyT CD4+ activés, et ce, en
rendant les DC plus susceptibles a une infection productive. Contrairement au TLR2, la
simulation du TRL4 provoque une diminution de I’infection des DC et du transfert viral. Ce
phénomeéne est dii en grande partie a la production et a la sécrétion de I'[FN de type I qui

inhibe ’action du virus et prévient les étapes précoce du cycle viral (247).

La maturation a long terme de la DC induit des changements plus marqués, tant au niveau
physiologique qu’au niveau de I’expression des marqueurs et de la quantité de cytokines
sécrétées. Bien que la maturation prolongée diminue sa capacité a étre infectée, la DC a
tout de méme la capacité d’augmenter le transfert précoce aux LyT CD4+ activés (88, 248-
250). Une étude a d’abord démontré I’influence d’une stimulation du TLR4 par le LPS et
du TRL3 par le poly I:C sur la transmission du VIH-1 (X4) aux LyT CD4+ activés (248). A
la suite d’une stimulation de 48 heures avec les stimuli, cette équipe a observé une

augmentation significative de la transmission virale.

Une autre équipe s’est par la suite intéressée au transfert précoce et tardif du VIH-1 de
tropisme R5 (246). Ils ont démontré qu’une stimulation de 12 heures avec le LPS bloque
I’infection productive de la DC. Ils ont découvert que les événements de transcription
inverse et I’expression des génes viraux sont restreints chez les DC matures ayant subi un
traitement par le LPS. Cependant, cette stimulation augmentait fortement le transfert

précoce aux LyT CD4+ de la lignée cellulaire HuT/CCRS.
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De plus, une autre équipe s’est intéressée a 1’effet de plusieurs stimulations des TLR et des
récepteurs NOD1 et NOD2 sur I'infection des DC par le VIH-1 de tropisme RS (251).
Leurs résultats démontrent une inhibition partielle de I'infection des DC suivant une
stimulation du TLR2 ou de NOD2 et une inhibition accrue de I'infection a la suite de la
stimulation du TLR3. Cet effet serait di en partie a une diminution de I’expression des
récepteurs CCRS et DC-SIGN provoquée par la maturation. Une autre équipe s’est par
contre intéressée a la susceptibilité des DC a I’infection par le virus de tropisme X4 a la
suite d’une stimulation du TLR2 par Neisseria gonorrheae. En effet, suivant une
stimulation de 48 heures avec le microorganisme, ils ont démontré que I’infection
productive de la DC était augmentée et que ¢’était dii a une augmentation de la réplication

suivant I’entrée du virus (226).

Bien que les LyT CD4+ activés soient infectés préférentiellement par le VIH-1, les LyT
CD4+ quiescents sont une cible importante au niveau des OLS. Une équipe s’est d’ailleurs
intéressée en 2008 a I'importance des LyT CD4+ quiescents. Ils ont démontré qu’un
contact entre les DC et les LyT CD4+ quiescents était crucial pour que la réplication virale
soit efficace chez ces derniers (252). En effet, le contact avec la DC permet au LyT CD4+
quiescent d’étre activé, ce qui léve les restrictions cellulaires a I’infection virale tout en

induisant I’expression du CCRS.

2.5 Conclusion

Plusieurs études ont démontré I’'importance de la stimulation des récepteurs de I’'immunité
innée dans la pathogénése du VIH-1. Une telle stimulation a la capacité de rendre les DC
plus ou moins susceptibles a I’infection et peut également influencer le transfert du virus
des DC aux LyT CD4+. Cependant, plusieurs points restent encore a éclaircir puisque les
études réalisées se sont trés peu intéressées au transfert du VIH-1 aux LyT CD4+
quiescents, lesquels représentent pourtant la population prédominante au niveau des OLS.
Ils interagissent alors avec les DC matures afin de reconnaitre 1’antigéne et d’activer une
réponse immunitaire spécifique. De plus, ces études semblent ignorer I’importance que peut
susciter I’étude du VIH-1 de tropisme X4, puisque ce dernier est présent dans une phase
plus tardive de la pathogénése. C’est donc en considérant ces différents résultats que nous

avons décidé d’approfondir certains points sur ce sujet.
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Chapitre 3. Hypothéses et objectifs de recherche

Les co-infections microbiennes ainsi que la translocation microbienne sont deux problémes
majeurs associés a la pathogénese du VIH-1. Cela entraine I’accumulation de PAMP dans
le sang et les tissus. Ce phénoméne provoque la maturation des DC, suivie de leur
migration en plus grande quantité vers les ganglions lymphatiques. Les DC matures
rencontrent alors les LyT CD4+ quiescents afin de les activer et de mettre en place une
réponse immunitaire spécifique. La maturation des DC est par contre une excellente porte
d’entrée pour le VIH-1 puisqu’elle le méne jusqu’aux ganglions ou il pourra infecter
beaucoup plus de LyT CD4+. De plus, la formation de la synapse immunologique entre la

DC et le LyT CD4+ facilite grandement la dissémination du virus d’une cellule a I’autre.

Lors de I’initiation de ce projet, plusieurs études avaient été faites sur ce sujet, soit le
transfert du VIH-1 des DC stimulées par différents PAMP aux LyT CD4+ activés.
Cependant, ces études portaient principalement sur l'impact que pouvait avoir une

stimulation via les TLR2, 3 ou 4 sur le transfert du VIH-1 de tropisme R5.

Etant donné qu’il faut une stimulation de longue durée pour induire une augmentation
accrue des marqueurs de maturation de la DC les menant ainsi aux ganglions lymphatiques,
nous nous sommes intéressés a 1’effet d’une stimulation prolongée de la DC via une variété
de récepteurs, notamment les TLR, le NOD-2 et la dectine-1. Nous avons également voulu
étudier le transfert du VIH-1 de tropisme R5 mais aussi X4 puisque la maturation des DC
induit I’expression du CXCR4 et qu’il est possible que I’infection et le transfert du VIH-1
soient par la suite amplifiés. Et finalement, nous nous sommes intéressés au transfert du
VIH-1 aux LyT CD4+ quiescents, cellules retrouvées en abondance dans les OLS. De plus,
ce type cellulaire répliquant peu le VIH-1, I’activation engendrée par leur rencontre avec

les DC matures pourraient augmenter leur susceptibilité a 1’infection.
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L’hypothése a vérifier était la suivante :

e La maturation induite par I’exposition des DC immatures a différents PAMP peut
moduler de diverses fagons le transfert du VIH-1 (de tropisme R5 et X4) aux LyT

CD4+ quiescents
Les objectifs spécifiques étaient les suivants :

e Déterminer si la maturation des DC induite par différents PAMP module le transfert

viral précoce et tardif.

e Déterminer si la maturation des DC induite par différents PAMP module I’infection

de ces derniéres.

e Investiguer si la maturation des DC induite par différents PAMP régule 1’expression

du CXCR4 et module différemment les transcrits de cytokines différent.



Chapitre 4. Matériels et méthodes

4.1 Culture cellulaire

4.1.1 Culture des lignées cellulaires 293T et TZM-bl

La lignée de cellules 293T (cellules embryonnaires de rein humain) et la lignée cellulaire
TZM-bl (cellules HeLa modifiées) ont été cultivées dans un milieu DMEM (Dulbecco's
modified Eagle's medium, Invitrogen, Burlington, ON) auquel a été ajouté de la pénicilline-
streptomycine (100U/mL, Invitrogen, Burlington, ON), et du sérum feetal bovin (FBS) 10%
inactivé par la chaleur (Wisent, St-Bruno, QC). Les cellules ont été incubées a 37°C dans

une atmosphére 5% de CO,.

4.1.2 Isolement, différenciation et culture des cellules dendritiques et des
lymphocytes T CD4+ quiescents

Les PBMC (de I’anglais peripheral blood mononuclear cells), issus du sang périphérique
de donneurs anonymes séronégatifs, ont été isolés a partir d’un gradient de FICOLL
(Lymphocyte Separation Medium, Wisent, St-Bruno, Qc). L’utilisation d’anticorps et de
billes magnétiques ont permis par la suite de faire une sélection positive suivi d’une
sélection négative de maniére a récolter respectivement les monocytes CD14+ et les LyT
CD4+ quiescents provenant du méme donneur (StemCell Technologies Inc., Vancouver,
BC). Les monocytes (1x10°c/mL dans 3 mL) et les LyT CD4+ quiescents (2x10°/mL) ont
été mis en culture dans un milieu RPMI-1640 (Wisent, St-Bruno, QC) contenant de la
pénicilline-streptomycine (100U/mL, Invitrogen, Burlington, ON), de la primocine
(100U/mL, Invivogen, San Diego, CA) et du sérum feetal bovin (FBS, Wisent, St-Bruno,
QC) 10% inactivé par la chaleur. Du GM-CSF (de 1’anglais granulocyte macrophage
colony stimulating factor, 1000U/mL, Cangen Biotechnologies, Baltimore, MD) et de [L-4
recombinante humaine (200U/mL, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN) ont été ajoutés
aux deux jours au milieu des monocytes CD 14+ afin de les différencier en DC immatures et

ce pour une durée de 6 jours.
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4.2 Production virale

4.2.1 Transfection au phosphate de calcium

Les particules virales ont été produites dans les cellules 293T a la suite d’une transfection
au phosphate de calcium. Briévement, les cellules 293T ont été cultivées dans un milieu
complet de DMEM a une concentration de 2x10° cellules dans un flask de 75 cm” et ce
pour 24 heures. La solution de transfection contenant 40 ug d’ADN, 62,5 pL de CaCL; 2M
et de I’eau stérile pour un total de 500 pL a été ajouté a S00uL de HBS 2X (Hepes Buffer
solution, Lonza, Allendale, NJ) pour un total de 1 mL de solution. Le tout a été déposé
goutte a goutte sur les cellules 293T et mis en culture durant 16 heures. Les cellules ont
ensuite été lavées avec du PBS (de ’anglais phosphate-buffered saline) stérile et mises
dans un milieu DMEM complet pour 24 heures supplémentaires. Le surnageant contenant
les particules virales a été filtré sur une membrane 0,22uM afin d’éliminer un maximum de
débris cellulaire. La production virale a été ensuite aliquotée et conservée a -80°C. Les
plasmides pNL4.3wt (253) et pNL4.3balenv (254), contenant le génome virale du VIH-1

sont utilisés afin d’obtenir respectivement des virus de tropisme X4 et RS5.

4.2.2 Dosage de la production virale

La production virale a ¢été dosée par ELISA sandwich (de 1’anglais Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay) contre la protéine de la capside du virus, la p24. L’anticorps 183-
H12-5C (2,5 pg/mL, NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Germantown,
MD), spécifique contre la protéine virale p24, a été déposée dans une plaque 96 puits afin
d’y adhérer. La plaque a été incubée a 4°C pour 24 heures. Les sites inoccupés au fond de la
plaque ont ensuite été bloqués avec une solution PBST-BSA (PBS 1X; Tween-20 0,05%
(Fisher, Ottawa, ON); 1% BSA (de I’anglais Bovine Serum Albumine Fraction V fatty Acid
Poor, MP Blomed, Solon, OH)) afin d’éviter I’interaction de la plaque avec d’autres
anticorps du protocole. Apres a 3 lavages avec une solution de PBST (PBS 1X et Tween-20
0,05%), différentes concentrations connues de la protéine p24 ont été déposées dans les
puits afin de produire une courbe standard. Les échantillons a analyser y ont été également
ajoutés et lysés a 1’aide d’un tampon a cet effet (PBS 1X; Tween-20 0,02%; Triton X-100
0,5% (Sigma, Oakville, ON); thiomersal 0,004%). La plaque a été incubée sous agitation a
température ambiante pour | heure. Aprés les lavages, ’anticorps biotinylé 30-90-25 (NIH
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AIDS Research and Reference Reagent Program, Germantown, MD) spécifique contre la
p24 a été ajouté et le tout a été incubé a température ambiante pour | heure. Aprés 3
lavages, I’enzyme HRP (horseradish peroxydase) couplée a la streptavidine (poly-HRP40-
streptavidin (dilution 1/15000puL), Fitzgerald, Concord, MA) a été ajouté durant 30 minutes
a température piece. La plaque a ensuite été¢ lavée et le substrat TMB-S (3,3°,5,5°-
tétraméthylbenzidine TMB ELISA substrate, Fitzgerald, Concord, MA) a été ajouté. La
réaction a été arrétée 2 minutes plus tard avec du H3PO4 (0,5M). L’absorbance des puits a
¢té mesurée a une longueur d’onde de 450 nm (longueur d’onde de référence a 690 nm)
avec un spectrophotométre (Bioteck EL 808) afin de déterminer la concentration de p24

dans les puits.

4.2.3 Test d’infectivité de la production virale

La lignée cellulaire TZM-bl a été utilisée pour cette expérience. Les cellules de cette lignée
ont €té¢ modifiées pour exprimer a leur surface le récepteur CD4, le CCRS et le CXCR4.
Elles contiennent en plus une copie de la région LTR du génome du VIH-1 associée aux
génes codant pour la luciférase et la p-galactosidase. La région LTR est sous le contrdle de
la protéine Tat qui est synthétisée uniquement lors de I'infection. Les cellules (10000
c/puits) ont €té mises une heure en présence de 10 ng virus/ 100000 cellules et gardé en
culture 48h. Elles ont par la suite été lysées avec un tampon de lyse luciférase (25 mM Tris-
base; 2 mM DTT; Triton X-100 1%; glycérol 10 %; pH=7,8). La quantification de 1’activité
luciférase a été mesurée avec un luminométre de marque Dynex MLX et une solution de
tampon luciférase (20 mM tricine; 1,07 mM (MgCO3)4-Mg(OH)2-5H20; 0,1 M EDTA;
220mM Coenzyme A; 4,70 mM D-luciférine; 530 mM ATP; 33,3 mM DTT).

4.3 Maturation des cellules dendritiques
Les DC immatures ont été stimulées avec les ligands présentés au tableau 3 et ce durant 4
heures afin de quantifier les transcrits de cytokines ou durant 72 heures afin de quantifier

les marqueurs de surface.
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4.3.1 Analyse des transcrits de cytokines
Les iDC (1x10° cellules/puits) ont été stimulées ou non durant 4 heures avec les ligands et

les concentrations spécifiés au tableau 3.

Tableau 3. Ligands (Invivogen, San Diego, CA) utilisés pour les expériences de maturation,

d’infection et de transfert.

Produits Récepteur Concentration
Pam3CSK4 TLR 2/1 1 pg/mL
LTA TLR 2/6 5 pg/mL
LPS TLR 4 10 ng/mL
Flagelline TLR 5 5 pg/mL
Zymosan TLR2 et dectine-1 5 pg/mL
PGN-SAndi NOD-2 1 pg/mL
Poly I:.C TLR-3 1 pg/mL
Depleted-zymosan Dectine-1 5 pg/mL

Les cellules ont été lysées dans du TRIZOL et I’extraction de I’ARN a été faite a partir des
directives du protocole d’extraction au phénol-chloroforme (TRIZOL, Invitrogen,
Burlington, ON). Par la suite, le kit DNA-turbo free (Ambion, Austin, TX) a été utilis¢ afin
d’éliminer les contaminations d’ADN a Il’intérieur des échantillons. Une réaction de
transcriptase inverse a été effectuée selon les directives du kit Superscript RT III
(Invitrogen, Burlington, ON) avec 1 pg d’ARN par échantillon afin d’obtenir I’ADNc
nécessaire a la réaction PCR (polymerase chain reaction). Par la suite, une PCR
quantitative en temps réel a été effectuée a partir de 1 pL d’ADNc de la premiére PCR.
L’ADNc a été ajouté a 12,5 uL. de Power SYBR ® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster City, CA), 5 uL d’amorce (2 uM) sens et anti-sens de la cible a analyser
(tableau 4) et d’eau DEPC (diethyl pyrocarbonate, Ambion, Austin, TX) stérile pour un
total de 25uL de réaction. La quantification a été faite a I’aide du 7500 real-time PCR de la
compagnie Applied Biosystem. Chaque résultat obtenu a été normalisé sur le PCR du géne

18S issu du méme échantillon.
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Cytokines Amorce Sens Amorce Anti-sens
1L-1p GGA CAA GCT GAG GAA GAT GC TCG TTA TCC CAT GTG TCG AA
IL-6 GAA AGC AGC AAAGAGGCACT TTT CAC CAG GCA AGT CTCCT
IL-10 TTA CCT GGA GGA GGT GAT GC GGC CTT GCT CTT GTT TTC AC
IL12p35 GAG GCC TGT TTA CCA TTG GA TAC TAA GGC ACA GGG CCA TC
IL12p40 AAG GAG GCG AGGTTCTAAGC GCA GGT GAA ACG TCC AGA AT
IL-23p19 TTC TCT GCT CCC TGA TAG CC GAC TGA GGC TTG GAA TCT GC
TGF-p GTA CCT GAA CCCGTGTTGCT GTA TCG CCA GGA ATT GTT GC
IFN-y CAG CTC TGC ATC GTT TTG GG GTT CCA TTA TCC GCT ACA TCT GAA
188 TAG AGG GAC AAG TGG CGT TC CGC TAG GCC AGT CAG TGT

4.3.2 Analyse de I’expression du CXCR4 sur les cellules dendritiques

Les iDC (1x10° cellules/puits) ont été stimulées ou non 72 heures avec les ligands et les
concentrations spécifiés au tableau 3. Les cellules ont ensuite été lavées 2 fois avec du PBS
froid et décollées de la plaque en maintenant celle-ci sur la glace. Les récepteurs Fc ont été
bloqués avec une solution 10% de FBS durant 15 minutes a 4°C. Les cellules ont ensuite
été mises en présence soit d’un anticorps marqué spécifique reconnaissant le CXCR4 (R-
PE-tagged anti-CXCR4 clone 12G5, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ), soit d’un
anticorps de méme isotype (IGg2a-PE, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) et ce durant
30 minutes a 4°C. Chaque échantillon a été lavé 3 fois pour ensuite étre fixé au
paraformaldéhyde 2%. Les résultats ont été¢ quantifiés par FACS (APC Epics XL,
Beckman, Mississauga, ON) et les résultats ont été analysés a 1’aide du logiciel FCS

exXpress.

4.4 Infection des cellules dendritiques par le VIH-1

Les iDC ont été mises en culture dans des plaques 96 puits (3x10*cellules/puits) et ont été
stimulées ou non 24 heures avec les ligands tel que spécifié au tableau 3. Apres 2 lavages
avec du PBS stérile, une partie des DC pour chacun des produits microbiens ont été traitées

avec de I’éfavirenz 100 nM durant 15 minutes de maniere a bloquer I’infection productive
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du virus. Les virus de type X4 (NL4.3wt) et R5 (NL4.3balenv) ont été ajoutés dans les puits
a une concentration de 3 ng de p24 pour 30 000 cellules. Aprés 3 lavages afin d’éliminer
les virus libres présent dans le surnageant, les DC matures ont été¢ mises en culture dans un
milieu RPMI complet et incubées a 37°C. Les surnageants ont été récoltés aux jours 3, 6 et

9 et I’infection virale a été mesurée par ELISA p24.

4.5 Transfert du VIH-1 des cellules dendritiques aux LyT CD4+
quiescents

Les iDC ont été mises en culture dans des plaques 96 puits (3x10*cellules/puits) et ont été
stimulées ou non 24 heures avec les ligands et concentrations spécifiés au tableau 3. Apres
2 lavages avec du PBS stérile, une partie des DC traitées avec chaque produit microbien ont
été traitées avec de I’éfavirenz 100 nM durant 15 minutes de maniére a bloquer I’infection
productive du virus. Les virus de type X4 (NL4.3wt) et RS (NL4.3balenv) ont été ajoutés
dans les puits a une concentration de 3 ng de p24 pour 30 000 cellules. Les plaques ont été
incubées a 37°C durant 1 heure. Trois lavages ont été effectués afin d’éliminer les virus
libres dans le surnageant. Les LyT CD4+ quiescents autologues ont été ensuite ajoutés
(1X105ccllules/puits) et la coculture a été incubée a 37°C. Le surnageant issu de la
coculture a été récolté aux jours 3, 6 et 9. Le transfert viral a été quantifié par la technique

d’ELISA p24.

4.6 Quantification de I’ADN viral intégré au génome cellulaire

Les iDCs (1x10%ellules) ont été stimulées ou non 24 heures avec les ligands et
concentrations spécifiés au tableau 3. Aprés 2 lavages, les cellules ont été mises en
présence des virus X4 et R5 durant 1 heure a 37°C. Aprés un second lavage, les cellules ont
été mises en culture dans un milieu RPMI complet et ce pour 72 heures. Le kit d’extraction
DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN,Mississauga, ON) a été utilisé afin d’obtenir ’ADN
génomique. Une combinaison de deux PCR nous a permis de quantifier I’ADN viral intégré
(255). Une premiere PCR a permis d’amplifier 100 ng ’ADN génomique. Les amorces
communément utilisées pour ce type de PCR sont ’amorce sens A/u (séquence répétée du
génome cellulaire) et I’amorce anti-sens M661 (séquence présente dans le génome viral)
(256), ce qui permet d’amplifier uniquement I’ADN viral intégré. Par la suite, une PCR

quantitative en temps réel nous a permis de quantifier ’ADN intégré. Les amorces
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communément utilisées sont I’amorce sens M667 et I’amorce anti-sens AAS5S. Briévement,
5 uL de la premiére PCR ont été mélangé a 12,5 pLL de 2X TagMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, FosterCity, CA), 2,5 pL de chaque amorce (2 uM) et 2,5uL de
la sonde TagMan probe HIV-5'-carboxyfluorescein (0,3uM) (Biosearch Technologies,
Novato, USA) pour un total de 25uL de réaction. L’ADN des plasmides NL4.3wt ou
NL4.3/balenv a été utilisé afin d’établir la courbe standard, celle-ci allant de 469 a 30 000
copies d’ADN.

4.7 Analyse statistique

Les données expérimentales ont été analysées a I’aide du logiciel Prism version 3.03
GraphPad Software Inc. Les moyennes ont été comparées en utilisant un test ANOVA
monofactoriel suivi d’une comparaison multiple de Dunnett lorsque plus de deux moyennes
ont été considérées. Elles ont aussi été comparées en utilisant le test Student. Seules les
valeurs p inférieurs a 0,05 ont été considérées comme significatives et le calcul d’erreur

correspond a I’écart-moyen des valeurs (SEM).
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Chapitre 5. Résultats

L’utilisation de cellules primaires dans le but de comprendre des phénoménes biologiques
est souvent un atout important en recherche. Par contre, la variabilité entre les donneurs est
importante et il n’est pas rare d’observer différentes tendances ce qui complique I’analyse
des résultats. 11 importe donc d’avoir plusieurs donneurs avant de conclure a une réponse
précise. Les résultats présentés dans ce mémoire sont généralement issus de quatre
donneurs. D’autres expériences ultérieures devraient bonifier 1’étude présentée a ce stade-ci

et éventuellement un article devrait étre soumis.

Il y a plusieurs faits ou phénomenes dans cette étude que 1’on doit garder en téte afin de
mieux comprendre les résultats concernant 1’habilité des DC a transférer le VIH aux LyT
CD4+ quiescents. D’abord, il y les différents PAMP utilisés pour activer les DC. L’action
du Pam3CSK4, une lipoprotéine synthétique, et du LTA, lequel est une préparation d’acide
lipoteichoique hautement purifiée issue de S. aureus, se fait respectivement par
I’intermédiaire d’une interaction entre le TLR1 et le TLR2 et le TLR6 et TLR2. Le
zymosan, une préparation de la paroi cellulaire de S. cerevisiae, est non-opsonisé et il est
reconnu par le TLR2 ainsi que la dectine-1. Le depleted-zymosan, une préparation de la
paroi cellulaire de S. cerevisiae traitée afin d’empécher son interaction avec le TLR2, se lie
uniquement a la dectine-1. Le PGN utilisé, une préparation de peptidoglycane issue de S.
aureus hautement purifiée et traitée afin d’éliminer les constituants lipidiques nécessaire a
son interaction avec le TLR2, active NOD-2. Le LPS employé, une préparation issue de E.
coli traitée et purifiée afin d’éliminer son interaction avec le TLR2, stimule uniquement le
TLR4. Enfin, la flagelline ultrapurifiée, isolée de S. thyphimurium, se lie au TLRS alors que
le poly I:C, un analogue synthétique de ’ARN double brin, active le TLR3. Tout ces
PAMP ont été choisis parce que les mDC expriment des niveaux appréciables de ces
récepteurs et parce qu’ils sont reconnus généralement par un seul de ces récepteurs. Bien
que la majorité des récepteurs détectant les motifs microbiens active une réponse
inflammatoire, il est possible que le niveau d’activation des DC immatures exposées aux
différents PAMP varie. L’analyse des facteurs morphologiques, phénotypiques et

fonctionnels permettent généralement d’obtenir différents degrés de maturation des DC.
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S.1 Analyse de Deffet des stimulations des récepteurs TLR,
NOD-2 et dectine-1 sur la maturation des DC : morphologie,
marqueurs phénotypiques et expression des transcrits de
cytokines

L aspect morphologique des DC stimulées par les différents PAMP se ressemble beaucoup,
c’est-a-dire que les cellules sont allongées et qu’elles adhérent dans le fond des puits. Le
seul stimulus qui donne un aspect vraiment différent est le poly I:C. Les cellules stimulées
via le TLR3 demeurent rondes, mais adhérent tout de méme dans le fond des puits. Ces
résultats ne sont pas illustrés dans ce mémoire. La modulation des marqueurs de maturation
trois jours apres 1’exposition des DC aux différents PAMP, comme la diminution du DC-
SIGN, I’expression du CCR7 et du CD83 de méme que 1’augmentation des molécules de
co-stimulation CD80 et CD86 corréle aussi avec les résultats morphologiques, c’est-a-dire
que les DC stimulées modulent sensiblement de la méme fagon I’expression de leurs
marqueurs de maturation, du moins ceux énumérés ci-haut (résultats issus de notre
laboratoire). Par contre, les données concernant 1’expression géniques des geénes codant
pour différentes cytokines semblent montrer des différences quand au degré de maturation

selon le récepteur stimulé.

Généralement, 1’engagement d’un récepteur de I’immunité innée par son ligand entraine
une cascade de signalisation menant notamment a la production de cytokines pro-
inflammatoires ou de leur précurseurs inactifs, tels que 1’IL-6, le TNF-y et la pro-IL-1p. La
liaison d’un ligand a son récepteur peut également mener a la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires comme 1I’IL-10 ou a la production de facteurs solubles nécessaires a la
différenciation des LyT CD4+ tels que I’IL-12p70, I'IL-23, I'IFNy et le TGFp. Lors de
cette étude, les transcrits codant pour les cytokines suivantes ont été ciblés : la pro-IL-1p,
I'IL-6, I'IL-12p40 (sous-unité présente a la fois dans I'IL-12p70 et I’'[L-23), I'IL-23p19,
I'IFN-y, I’IL-10 et le TGF-B. Malheureusement, les conditions utilisées jusqu’a maintenant
pour détecter 1’IL-12p35 (deuxiéme sous-unité présente dans 1’IL-12p70) n’ont pas permis

de quantifier adéquatement ce transcrit, ¢’est pourquoi aucune donnée est présentée.

Les résultats illustrés dans ce mémoire ne représentent qu’un seul donneur. Nous en
sommes donc a une étape préliminaire. Les transcrits, issus des DC, ont été mesurés a la

suite d’une stimulation de 4 heures avec les différents PAMP. Certaines expériences ont été
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faites en quantifiant les transcrits aprés une stimulation de 8 heures ou de 24 heures. Par
contre, I’expression s’est révélée tres faible ¢’est pourquoi seul le temps de 4 heures a été
conservé. L’objectif primaire de cette expérience était de comparer les différents ligands
sélectionnés entre eux et de voir s’ils induisaient bien des profils inflammatoires. Il était
également de déterminer si chaque profil pouvait moduler différemment le transfert du
VIH-1 des DC aux LyT CD4+ quiescents.

Tout d’abord, les résultats issus du PCR en temps réelle montre que le LPS, la flagelline et
le poly I:C, ligands respectifs des TLR4, le TLRS et le TLR3, semblent induire beaucoup
plus de transcrits codant pour la pro-I1L-1p, I'IL-6, I'IL-12p40, I'IL-23p19 et I’IFNy que les
autres ligands. L’expression des transcrits de la pro-IL-1B, I’[L-6, I'[L-12p40 et IFNy est
supérieure a celle des DC immatures (controle) avec des augmentations respectives de
169X/141X/286X/208X pour le LPS, de 93X/60X/207X/24X pour la flagelline et de
12X/32X/245X/141X pour le poly I.C. Les augmentations du transcrit codant pour I'IL-
23p19 sont moins importantes et sont 46X pour le LPS, 16X pour la flagelline et 5X pour le

poly I :C supérieures au contréle (figure 13).

Bien que 1’augmentation soit moins grande pour les autres PAMP, ils semblent tout de
méme induire des profils intermédiaires comparé aux DC immatures et aux DC traitées par
le LPS, la flagelline ou le poly I:C. Le Pam3CSK4 et le LTA, le zymosan et le PGN,
stimulant respectivement le TLR2/1, le TLR2/6, le TLR2 et la dectine-1 et NOD2,
induisent une plus forte expression des transcrits codant pour la pro-IL-1f et I’IL-12p40
avec des augmentations respectives de 10X/30X, de 34X/23X, de 28X/69X et de 37X/23X.
Peu de variations ont été observés concernant I’induction des transcrits codant pour I’'IL-6
et I'IL-23p19. L’augmentation moyenne se situe autour de 5X comparée au controle, les

DC immatures.
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Figure 13. Expression des transcrits de cytokines induits par les différents PAMP.

Les DC immatures (1x10° cellules/puits) ont été stimulées ou non 4 heures avec les ligands et concentrations spécifiés au
tableau 3. Les cellules ont été lysées dans du TRIZOL pour procéder a I'extraction de I'’ARN. Par la suite, un traitement 4
la DNase permit d’éliminer les contaminations d’ADN a I'intérieur des échantillons. Une réaction de transcription inverse
a été effectuée suivi d'une PCR quantitative en temps réel. Chaque résultat obtenu a été normalisé sur le PCR du géne 18S

du méme échantillon. Chaque graphique représente les résultats obtenus pour 1 donneur.
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Le depleted-zymosan, qui lie la dectine-1, est le ligand qui induit I’expression de transcrits
la moins importante. Bien que I’expression du transcrit codant pour la pro-IL-1B soit
comparable aux ligands du TLR2 et de NOD2, soit de 24X, les résultats démontrent une
augmentation plus faible pour les autres cytokines, soit en moyenne 5X pour I’'IL-6 et I” IL-
23p19, de 9X pour I’ IL-12p40 et 1\ pour I’l- Ny (figure 13). Finalement, dans tous les cas,
I’induction de cytokines anti-inflammatoires, soit I’IL-10 et le TGF-p, est trés faible. En
effet, il est bien connu que les PAMP induisent une activité inflammatoire a la suite du

contact avec les DC (81, 241, 257).

5.2 Analyse de D’effet des stimulations des récepteurs TLR,
NOD-2 et dectine-1 sur le transfert du VIH-1

Le transfert du VIH de tropisme R5 aux LyT CD4+ activés via les DC immatures ou encore
maturées par une exposition au LPS, au Pam3CSK4 ou au poly I:C, est un phénomeéne bien
caractérisé dans la littérature. Il y a par contre trés peu de données quant a I’habilité des DC
maturées par différents PAMP a transférer les virus de tropisme X4 et/ou RS aux LyT
CD4+ quiescents, lesquels se retrouvent en abondance dans les OLS. Par ailleurs, puisque
nos résultats précédents montrent que le profil de maturation varie a la suite de 1’exposition
aux différents PAMP, nous avons voulu investiguer si I’intensité de maturation avait un
lien avec la capacité des DC a capturer et a transférer le VIH-1 aux LyT CD4+ quiescents

et a rendre ces derniers susceptibles a I’infection virale.

5.2.1 Cinétique de transfert du virus de tropisme X4

En général, une infection productive se traduit par une augmentation de la réplication et de
la quantité de virus dans le surnageant des cellules infectées au cours du temps. La
cinétique d’infection differe selon la susceptibilité des cellules a la réplication virale. Ainsi,
le pic d’infection des LyT CD4+ activés se situe généralement autour du jour 6 alors que
celui des LyT quiescentes est plus tardif soit aux jours 9 ou 12. Evidemment, la cinétique
peut varier si au cours du temps les cellules sont activées et expriment les facteurs

nécessaires a I'infection.
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L’habileté des DC maturées ou non par les différents ligands a transférer le VIH-1 de
tropisme X4 aux LyT CD4+ quiescents a tout d’abord été investigué.. La cinétique de
transfert d’un des donneurs, représentatif des autres, est présentée a la figure 14. Ces
panneaux représentent a la fois le transfert tardif et précoce puisqu’aucun inhibiteur de
la réplication virale n’a été ajouté aux DC (lignes rouge et noire). Nous avons d’abord
observé que le ligand du TLR2/1, le Pam3CSK4, et le ligand du TLR2 et de la dectine-1, le
zymosan, présentaient des cinétiques semblables. En effet, la quantité de p24 est beaucoup
plus élevée lorsque les DC ont été préalablement stimulées avec les agonistes (ligne rouge)
par rapport aux DC non traitées, notre contréle (ligne noire). Tous les donneurs répondent
de la méme fagon pour ce qui est de ces stimuli. Par contre, les résultats issus des DC
stimulées par le LTA (TLR2/6), le LPS (TLR4) et le PGN (NOD?2) présentent quant a eux
des profils divergents entre les différents donneurs. Deux des quatre donneurs présentent
une cinétique significativement plus élevée que les DC immatures (figure 14) alors que les
deux autres ont une quantité de p24 avoisinant celle de notre contréle. L’utilisation de
PAMP fraichement décongelés ou conservés a 4°C semble expliquer la divergence observé
dans nos résultats. Des expériences supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer

I’effet réel de ces PAMP en utilisant des produits fraichement décongelés.

Bien que les résultats illustrés a la figure 14 concernant le depleted-zymosan (dectine-1)
montrent une forte diminution du transfert aprés a la stimulation, les trois autres donneurs
réalisés ont montré peu de différence sur le transfert. Puisque la ligne correspondant a
’ajout de I’efv, une drogue antirétrovirale, suit parfaitement la courbe des données sans
efv, il est probable qu’il y ait eu une erreur lors de 1’expérience présenté a la figure 14. Des
expériences supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer 1’effet réel de ce ligand sur

le transfert.

Finalement, alors que la flagelline (TLRS5) ne semble pas moduler le transfert, et ce pour
tous les donneurs, le poly I:C (TLR3) diminue la capacité des DC a transférer le VIH-1 de
tropisme X4 aux LyT CD4+ quiescents. En effet, la quantité de p24 dans le surnageant de
la coculture diminue tout au long de la cinétique qui s’étant jusqu’au jour 9. La troisiéme
courbe illustrée sur les panneaux représente les DC préalablement stimulées avec les

ligands et ayant regu un traitement a 1’éfavirenz (EFV) (ligne bleue). Cette drogue
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antirétrovirale est un analogue non-nucléosidique de la TI qui inhibe cette étape du cycle
viral et ainsi empéche I’intégration du génome viral au génome cellulaire. L’ajout de cette
drogue prévient I’infection productive de la DC et inhibe le transfert tardif. Le transfert
observé est alors issu d’un attachement en surface ou d’un transit intracellulaire du virus
communément appelé transfert précoce. Une quatriéme courbe, représentant les DC non-
stimulées traitées a I’EFV, aurait pu étre ajoutée. Puisque les données étaient similaires
aux DC stimulées traitées a I'EFV, la courbe a été retirée de chaque graphique afin d’en
faciliter la lecture. Nous avons pu observer que dans la plupart des cas, a I’exception de
poly I:C, il y avait une forte diminution de la p24 en présence d’EFV peu importe le ligand
utilisé pour activer les DC. Pour le depleted-zymosan, le donneur représenté a la figure 14
ne correspond peut-étre pas a la tendance réelle. Si on considére les trois autres donneurs,
I’ajout d’EFV réduit de la méme fagon que les autres ligands le transfert du VIH aux LyT

CD4+ quiescents.

Dans I’ensemble, nos résultats montrent que le transfert tardif du VIH-1 de tropisme X4 est
plus important aprés stimulations par le Pam3CSK4, le LTA, le LPS, la flagelline, le
zymosan, le depleted-zymosan et le PGN. Ce résultat va a ’encontre de certains articles
publiés a ce sujet dans la littérature concernant la capacité des DC matures a transférer de
fagon tardive le VIH (91, 248). Cependant certaines différences lors des expériences
pourraient expliquer cette divergence et elles seront exposées a la section 6.2. L’analyse du

jour 3 et du jour 6 post-infection sera faite a la section 5.1.3 et 5.1.4.
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Figure 14. Cinétique du transfert du VIH-1 de tropisme X4.

Les DC immatures ont été mises en culture dans des plaques 96 puits (3x10cellules/puits) et ont été stimulées ou non 24
heures avec différents ligands. Aprés 2 lavages, une partie DC maturées par chaque produit microbien a été traitées avec
de I’éfavirenz 100 nM durant 15 minutes de maniére a bloquer I’infection productive du virus. Les virus de type X4
(NL4.3wt) ont été ajoutés dans les puits & une concentration de 3 ng de p24 pour 30 000 cellules. Les plaques ont été
incubées & 37°C durant 1 heure. Trois lavages ont été effectués. Les LyT CD4+ quiescents autologues ont été ajoutés
(1X10°cellules/puits). Le surnageant des cellules a été récolté aux jours 3, 6 et 9 post-coculture. Le transfert viral a été

quantifié par la technique d’ELISA p24. Les graphiques sont la cinétique d'un seul donneur représentatif de 3 ou 4

expériences indépendantes.
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5.2.2 Cinétique de transfert du VIH-1 de tropisme RS

Nous avons par la suite étudi€ le transfert du VIH-1 de tropisme RS5. Les cinétiques chez le
virus de tropisme R5 divergent par rapport a ceux du tropisme X4. Aucune augmentation
du transfert n’est observée lorsque les DC ont été traitées avec le LTA, le LPS, la flagelline,
le depleted-zymosan et le poly I:C, et ce pour la majorité des donneurs (ligne rouge). Au
contraire, nous observons soit des concentrations de p24 semblables a celles des DC
immatures ou une diminution de celle-ci. Cette diminution est particuliérement marquée en
présence de poly I:C. Le Pam3CSK4, le zymosan et le PGN se démarquent des agonistes en
induisant une augmentation de la p24 au jour 6. Cette différence n’est par contre
significative que pour le zymosan. Le traitement des DC a I’EFV (ligne orange) démontre
que le transfert tardif est plus important que le transfert précoce et particuliérement au jour
6 (figure 15). Le poly I:C fait exception. Il n’y a pas de différence significative en présence
ou en absence d’EFV ce qui nous indique, comme le virus de tropisme X4, que le transfert
tardif est bloqué a la suite de cette stimulation et que ce qu’on observe lors de la cinétique
résulte uniquement du transfert précoce. L’analyse de chaque jour de récolte sera faite a la

section 5.2.3 et 5.2.4.
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Figure 15. Cinétique du transfert du VIH-1 de tropisme RS.

Les DC immatures ont été mises en culture dans des plaques 96 puits (3x10%*cellules/puits) et ont été stimulées ou non 24
heures avec différents ligands. Aprés a 2 lavages, une partie DC maturées par chaque produit microbien a été traitées avec
de I’éfavirenz 100 nM durant 15 minutes de maniére a bloquer I'infection productive du virus. Les virus de type
R5(NL4.3balenv) ont été ajoutés dans les puits a une concentration de 3 ng de p24 pour 30 000 cellules. Les plaques ont
été incubées a 37°C durant 1 heure. Trois lavages ont été effectués. Les LyT CD4+ quiescents autologues ont été ajoutés
(1X105cellules/puits). Le surnageant des cellules a été récolté aux jours 3, 6 et 9 post-coculture. Le transfert viral a été
quantifié par la technique d’ELISA p24. Les graphiques sont la cinétique d’un seul donneur représentatif de 3 ou 4

expériences indépendantes.
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5.2.3 Analyse du transfert au jour 3 post-coculture : transfert précoce

En général, les données dans la littérature concernant le transfert précoce s’obtiennent aux
jours 2 ou 3 en présence ou non d’une drogue antirétrovirale. Par contre, le transfert se fait
avec des lymphocytes T CD4+ activés, donc aussitot que le virus est transféré, le cycle viral
peut s’enclencher. Il peut en étre autrement en présence de cellules quiescentes ou

différents facteurs ralentissent ou préviennent la poursuite du cycle viral.

Le transfert précoce a été analysé aux jours 2 et 3 post-coculture. Puisque les résultats
étaient similaires, seules les données du jour 3 sont présentées a la figure 16. Nous n’avons
observé aucune différence significative entre les différents stimuli que ce soit pour le
VIH-1 de tropisme X4 ou R5 (respectivement A et C). Puisque le cycle viral pour une
infection productive est d’environ 48 heures, il a fallu s’assurer que la quantité de p24
mesurée au jour 3 était bien du transfert précoce. Pour ce faire, les DC ont été traitées a
I’EFV a la suite de leur traitement par les ligands et avant ’introduction du virus (panneaux
B et D). On observe que la concentration en p24 est semblable avec ou en absence d’EFV.
Par contre, les données pour le virus X4 semblent montrer une légére augmentation,

quoique non significative, pour le LPS, la flagelline, le zymosan, le PGN et le poly I :C.
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Figure 16. Transfert du VIH-1 de tropisme X4 et RS au jour 3.

Les DC immatures ont été mises en culture dans des plaques 96 puits (3x10cellules/puits) et ont été stimulées ou non 24
heures avec différents ligands. Aprés a 2 lavages, une partie DC maturées par chaque produit microbien a été traitées avec
de I’éfavirenz 100 nM durant 15 minutes de maniére a bloquer I’infection productive du virus (B et D). Les virus de type
X4 (NL4.3wt) (A et B) ou R5 (NL4.3/balenv) (C et D) ont été ajoutés dans les puits a une concentration de 3 ng de p24
pour 30 000 cellules. Les plaques ont été incubées a 37°C durant | heure. Trois lavages ont été effectués. Les LyT CD4+
quiescents autologues ont été ajoutés (1X10°cellules/puits). Le surnageant des cellules a été récolté au jour 3 post-
coculture. Le transfert viral a été quantifié par ELISA p24. Les résultats des graphiques représentent la moyenne des

quintuplicata de 4 donneurs indépendants. La barre représente la médiane de chaque condition.
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5.2.4 Analyse du transfert au jour 6 post-coculture : transfert précoce et

transfert tardif

5.2.4.1 Tropisme X4

Nous avons voulu étudier I’effet des différents stimuli sur le transfert tardif du VIH-1 de
tropisme X4. Trés peu d’étude rapporte la capacité des DC matures a transférer le virus de
tropisme X4. Il a été démontré que les DC immatures sont réfractaires a I’infection par des
virus X4 puisqu’elles n’expriment pas de CXCR4 a leur surface. Par contre, la maturation
entraine généralement I’expression de ce corécepteur, un phénoméne qui pourrait en partie
lever la restriction lors des étapes précoces du cycle viral. Les résultats des cinétiques
présentés a la figure 14 nous ont démontré que la présence de I'EFV diminuait la
production de p24 donc I’infection productive dans les DC. Cela nous a mené a la
conclusion que le transfert tardif était plus important que le transfert précoce. Le jour 6 et le
jour 9 ont été analysés plus en détails pour les 4 donneurs. Comme le jour 6 est souvent
celui analysé dans la littérature, celui-ci est présenté a la figure 17 (A et B). Les résultats du
jour 9 suivent la méme tendance mais la quantité de p24 dans le surnageant est plus élevée.
Le Pam3CSK4 et le zymosan ont une concentration de p24 significativement plus élevée
que les DC non-stimulées (figure 17 A). Le taux de transfert au jour 6 est en moyenne 14X
plus élevé pour le Pam3CSK4 et 21X plus élevé pour le zymosan. Ces résultats nous
indiquent une augmentation du transfert tardif qui est confirmé par la présence de I’EFV.
En effet, la figure 17 B démontre bien la diminution de p24 aprés I’action de la drogue
antirétrovirale confirmant I’infection productive. Bien que le LTA lie le TLR2, il ne montre
pas une augmentation aussi forte du transfert et ce pour 2 des 4 donneurs. C’est également
le cas pour le LPS et le PGN. Ils présentent 2 donneurs avec des augmentations
significatives versus 2 donneurs semblables au contrdle. Le taux respectif de transfert est en
moyenne 4X et 11X plus élevé par rapport au contrdle. Des expériences supplémentaires
seront nécessaires afin de déterminer quelle tendance est la bonne. Par ailleurs, en
combinant tous les donneurs, nous constatons que la flagelline et le depleted-zymosan ne
semblent pas affecter le transfert tardif. Par contre, le poly I:C diminue le transfert du VIH-
1 de tropisme X4 de maniére significative. Le transfert y est 2X moins élevé que le

controle. La graphique 17B confirme que le transfert est fortement diminué en présence
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d’EFV a I’exception du poly I:C ou la quantité¢ de p24 demeure sensiblement la méme

qu’en absence de drogue.

5.2.4.2 Tropisme R5

Nos résultats démontrent que le transfert tardif est augmenté aprés une stimulation du
TLR2 et de la dectine-1 par le zymosan (figure 17 C). En effet, le taux de transfert y est 4X
plus élevé. L’augmentation du transfert tardif est confirmée aprés aux traitements des DC
matures a I’EFV (figure 17 D). Par contre, cette figure démontre que le transfert précoce est
significativement augmenté au jour 6 pour le zymosan et pour le Pam3CSK4. En effet, ces
deux ligands présentent respectivement des quantités de p24 14X et 9X plus élevé que le
contrdle. Les autres ligands, le LTA, le LPS, le PGN et le depleted-zymosan présentent des
valeurs avoisinant celles des DC non-stimulées (figure 17 C). Par contre, on observe un
effet contraire pour le poly I:C car ce dernier diminue la quantité de p24 de 7X par rapport

au controle.
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Figure 17. Transfert du VIH-1 de tropisme X4 et RS au jour 6.

Les DC immatures ont été mises en culture dans des plaques 96 puits (3x10*cellules/puits) et ont été stimulées ou non 24
heures avec différents ligands. Aprés 2 lavages, une partie DCs maturées par chaque produit microbien a été traitées avec
de I'éfavirenz 100 nM durant 15 minutes de maniére a bloquer I'infection productive du virus. Les virus de type X4
(NL4.3wt) (A et B) ou RS (NL4.3/balenv) (C et D) ont été ajoutés dans les puits a une concentration de 3 ng de p24 pour
30 000 cellules. Les plaques ont été incubées a 37°C durant 1 heure. Trois lavages ont été effectués. Les LyT CD4+
quiescents autologues ont été ajoutés (1X10°cellules/puits). Le surnageant des cellules a été récolté aux jours 6-9 post-
coculture. Le transfert viral a été quantifi¢ par ELISA p24. Les résultats des graphiques représentent la moyenne des
quintuplicata de 4 donneurs indépendants (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005). La barre représente la médiane de chaque

condition.
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5.3 Analyse de D’effet des stimulations des récepteurs TLR,
NOD-2 et dectine-1 sur la modulation de DP’expression du
CXCR4.

A la suite des résultats de transfert obtenus, nous avons voulu savoir pourquoi le transfert
tardif du virus de tropisme X4 de la DC était augmenté suite aux stimulations. L’hypothése
était que la maturation de DC pourrait peut-étre réguler a la hausse I’expression du CXCR4,
récepteur de chimiokines et corécepteur servant a I’entrée du VIH-1. Il s’est avéré que notre
hypothése allait dans la bonne direction. A la suite de la maturation des DC par le
Pam3CSK4, le LPS, la flagelline, le zymosan et le PGN, il y a une augmentation
significative des cellules exprimant le CXCR4, soit respectivement de 5X, 7X, 4X, 9X, 4X
(figure 18). Le poly I:C et le depleted-zymosan induisent quant a eux une légere
augmentation, non significative due a I’écart entre les différentes expériences.
Contrairement aux autres ligands, le LTA est le seul dont le pourcentage est similaire par

rapport a notre référence, soit les DC non-stimulées (NS).
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Figure 18. Pourcentage de cellules positives exprimant le CXCR4 a la surface des DC.

Les DC immatures (1x10° cellules/puits) ont été stimulées ou non 72 heures avec les ligands et concentrations spécifiés au
tableau 3. Les cellules ont ensuite ét¢ lavées 2 fois avec du PBS froid et décollées de la plaque en maintenant celle-ci sur
glace. Les récepteurs Fc ont été bloqués avec une solution 10% de FBS durant 15 minutes 4 4°C. Les cellules ont ensuite
été mises en présence soit d’un anticorps marqué spécifique contre le CXCR4 (R-PE-tagged anti-CXCR4 (clone 12G5),
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) ou soit d’un anticorps de méme isotype et ce durant 30 minutes & 4°C. Chaque
échantillon a été lavé 3 fois pour ensuite étre fixé avec de la paraformaldéhyde 2%. Ce graphique représente la moyenne
de 3 donneurs indépendants (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005).



73

5.4 Analyse de DPeffet des stimulations des récepteurs TLR,
NOD-2 et dectine-1 sur ’infection des cellules dendritiques

Afin de valider que I’infection productive par le VIH-1 de tropisme X4 était possible, des
essais d’infection sur 4 donneurs ont été réalisés. L’expérience a également été faite avec le
VIH-1 de tropisme R5 en guise de contréle. En effet, il est décrit dans la littérature que la
DC immature présente une forte concentration de CCRS a sa surface et que ce dernier
diminue lors de la maturation de la DC (51, 258). A la suite de la maturation, I’infection
devrait diminuer et c’est le résultat que nous avons obtenu (figure 19 B). Cette diminution
fut particuliérement marquée pour le LPS et le poly I:C. Le taux d’infection diminue

respectivement de 10X et de 6X.

Le jour 6 post-infection démontre un niveau de p24 trés bas pour le virus X4 (figure 17 A).
Aucune variation significative n’a été observée entre les différents stimuli. La cinétique
dans le temps de chaque ligand démontre également que la quantité de p24 diminue de
fagon constante alors qu’il est augmenté trés fortement du c6té du virus RS. La cinétique du
zymosan est montrée en exemple a la figure 19 (C et D). En effet, nous observons une
grande variation entre les niveaux de p24 du virus R5 par rapport au virus X4. Les essais
d’infection ne nous permettent pas de conclure a une infection productive avec le virus X4.
En effet, la quantité de p24 ne fait que diminuer dans le temps alors qu’en présence d’une

infection productive elle devrait augmenter, comme ce qui est observeé pour le virus RS.

Des PCR d’intégration ont été réalisées. L’objectif était d’y quantifier I’ADN viral intégré
au génome cellulaire afin de confirmer I'infection productive de la DC par les virus X4.
Ces PCR n’ont pas été concluants puisque I’ADN viral intégré a la suite de I'infection par

le virus de tropisme X4 n’a pas pu étre détecté.
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Figure 19. Infection des cellules dendritiques.

Les DC immatures ont été mises en culture dans des plaques 96 puits (3x10*cellules/puits) et ont été stimulées ou non 24
heures avec les ligands et concentrations spécifiés au tableau 3. Aprés 2 lavages avec du PBS stérile, les virus de type X4
(NL4.3wt) (A et C)et R5 (NL4.3balenv)(B et D) ont été ajoutés dans les puits a une concentration de 3 ng de p24 pour
30 000 cellules. Aprés 3 lavages afin d’éliminer les virus libres présent dans le surnageant, les DC matures ont été mises
en culture dans un milieu RPMI complet et incubées & 37°C. Les surnageants ont été récoltés aux jours 3-6-9-12-15 et
I’infection virale a été mesurée par ELISA p24. Les graphiques en A et B indiquent le niveau de p24 au jour 6 et
représentent 4 donneurs indépendants (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005). La barre représente la médiane de chaque

condition. Les panneaux C et D sont représentatifs de 4 donneurs indépendants.
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Chapitre 6. Discussion et conclusion

La présence de produits microbiens dans le sang et les tissus des personnes infectées par le
VIH-1 est trés importante car ces derniers influencent la pathogéneése virale. Ces produits
sont issus de la translocation microbienne ou de co-infections microbiennes. En effet, les
personnes atteintes du VIH-1 sont plus susceptibles aux autres infections telles que la
tuberculose, la pneumonie ou les diverses ITS (infections transmisses sexuellement). Il a
été suggéré que la présence des PAMP en circulation hyperactive le systéme immunitaire
ce qui génére une grande quantité de LyT CD4+ activés, les cellules préférentiellement
infectées par le VIH-1 (259). IlIs provoquent aussi une inflammation trés grande via une
sécrétion de chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires (150, 260). De plus, il a été
démontré, dans les derniéres années, qu’ils pouvaient également influencer la susceptibilité
des DC (88, 246, 251) a ’infection et au transfert subséquent du VIH-1 aux LyT CD4+
(247-249).

6.1 Les PAMP induisent différents profils de cytokines

Bien que les transcrits de cytokines issus des DC soient sensiblement les mémes d’un
ligand a I’autre, il y toutefois quelques différences. Tout d’abord, la flagelline, le LPS et le
poly I:C induisent beaucoup plus de transcrits que les autres agonistes a ’exception de I’IL-
10 et du TGF-p. La forte quantité de transcrits indiquent que ces ligands sont probablement
plus immunogéniques que les autres. La maturation de la DC est probablement plus forte
donc il est possible que les LyT CD4+ soient davantage activés a la suite du contact avec
les DC stimulées par ces ligands. Il a d’ailleurs été démontré que les DC qui étaient
maturées par la flagelline et le LPS induisaient plus fortement la prolifération des LyT
CD4+ (261). Leur état d’activation pourrait les rendre plus susceptibles a I’'infection ou
encore réfractaire dans le cas ou certaines stimulations pourraient engendrer 1’expression de
facteurs antiviraux. A la suite du traitement des DC par le Pam3CSK4, le LTA, le PGN et
le zymosan, un effet semblable est observé bien qu’il soit moins important que pour les
ligands mentionnés précédemment. Une réponse inflammatoire est toutefois induite a la
suite de la stimulation des DC par les ligands sélectionnés ce qui nous indique que les

stimuli ont pour effet de causer la maturation des DC.
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L’engagement du récepteur dectine-1 par le depleted-zymosan est le stimulus induisant le
moins de transcrits a 1’exception de I'lL-1PB. Cela corréle toutefois avec la littérature
affirmant que la stimulation de ce récepteur est plus faible que celle du TLR2 et de la
dectine-1 par le zymosan. En effet, ce dernier lie a la fois ces deux récepteurs ce qui crée
une synergie, notamment au niveau de la production de cytokines (208, 212, 220, 221). Nos
résultats nous le confirment puisque le zymosan induit davantage de transcrits que le
depleted-zymosan et le Pam3CSK4. Il est possible que la concentration de cytokines
induites a la suite de l’engagement du dectine-1 n’active pas autant le LyT CD4+

comparativement a I’engagement du TLR2.

6.2 Effet des différents PAMP sur la capacité des DC a
transférer le VIH-1 aux LyT CD4+ quiescents

6.2.1 Le transfert précoce

Peu d’études ont rapporté 1’habilité des DC a transférer les virus X4 puisqu’en général la
transmission virale, qui se produit au niveau des muqueuses, implique davantage les virus
de type R5. Par contre, au cours de la pathogenese, les virus de type X4 font leur apparition
et ils sont en général concentrés dans les OLS. Sachant que 1’exposition des DC immatures
a divers PAMP entraine leur maturation et leur migration aux OLS, nous avons voulu
savoir, dans un premier temps, si leur capacité a capturer et transférer les virus X4 aux
lymphocytes T CD4+ quiescents était modulée selon leur profil de maturation. Les résultats
présentés a la figure 16 et 17 ne montrent aucune différence significative aprés stimulations
par les PAMP sur le transfert précoce des virus de tropisme X4. Les résultats des
expériences avec EFV (figure 16-17 B et D) nous ont permis de constater que la quantité de
p24 présente dans le surnageant de la coculture était sensiblement similaire pour chaque
ligand au jour 3 mais aussi au jour 6. Or, si on regarde les résultats au jour 9 en présence
d’EFV, une certaine tendance se dessine et on observe pour certains ligands, une réplication
plus importante a la suite de la coculture. Parmi ces ligands, on retrouve le Pam3CSK4, le
LTA, le zymosan et le PGN (résultats non présentés). Plusieurs hypothéses peuvent
expliquer ces données. D’abord, il est possible que la levée des restrictions a I’infection des

cellules quiescentes demande du temps et dépende du type et de I’intensité des stimuli
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regus. Peut-étre que seule quelque cellules T sont assez bien activées pour permettre la
réplication virale et que ca prend du temps avant de détecter de la p24 dans le surnageant de
la coculture. Il est possible aussi que la p24 détectée soit 1ssue de quelques DC qui auraient
¢été infectées méme en présence d’EFV et que la p24 détectée soit celle issue de la
réinfection de ces DC. Par contre, cette hypothése est peu probable. Afin de confirmer cette
hypothése, nous pourrions reproduire le transfert des DC (traitées a I’EFV) aux LyT CD4+
quiescents mais en irradiant ou en fixant ces derniers a la paraformaldéhyde afin d’éviter
leur infection. Si la p24, mesurée dans la coculture, n’apparait pas dans le temps, il sera
possible d’affirmer que les virus détectés dans notre expérience initiale sont bien issus des
LyT CD4+ qui ont été activés par les DC et que les virus proviennent du transfert précoce

et non de I’infection productive de la DC.

De la méme fagon que pour les virus X4, le transfert précoce au jour 3 des virus RS ne
montre aucune différence entre les DC immatures et les DC matures. Etonnamment, nos
résultats démontrent que le LPS n’a pas d’effet sur le transfert précoce du VIH-1 de
tropisme RS ce qui va a I’encontre de ce qui est connu dans la littérature. En effet, certaines
études ont démontré qu’une stimulation des DC par le LPS augmente le transfert du VIH-1
(246, 248, 262). Ils ont cependant utilisé des LyT CD4+ activés dans leurs expériences.
Une autre hypothése pouvant expliquer I’absence de transfert précoce au jour 3 est 1’état
quiescent des LyT CD4+ dans notre modéle de transfert. Comme il a été mentionné
précédemment, les LyT CD4+ quiescents sont peu susceptibles a 1’infection, d’une part
parce que le virus a besoin d’une cellule biologiquement active pour se répliquer et d’autre
part a cause des restrictions cellulaires. Les cellules quiescentes ont donc besoin d’étre
activées afin d’étre plus facilement infectées. L’infection est alors décalée dans le temps par
rapport a des modéles de transfert utilisant les LyT CD4+ activés. Les études, utilisant ces
derniers, mesurent le transfert précoce au jour 2 post-coculture. Il serait possible que les
LyT CD4+ quiescents utilisés dans nos expériences ne soient pas suffisamment activés
pour permettre le transfert des virus et leur réplication au jour 3. Par ailleurs, sachant que
les LyT CD4+ quiescents n’expriment pas le CCRS, alors il est évident que les virus RS
transférés ne peuvent pas pénétrer par fusion au moment du contact cellule-cellule. Dans le
but de valider notre hypothése comme quoi I'utilisation de LyT CD4+ quiescents prévient

I’augmentation du transfert précoce issus des DC maturées au LPS, une expérience
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comparant le transfert entre les LyT CD4+ quiescents et activés a la suite d’une stimulation
des DC par le LPS a été réalisée. Il s’est avéré que le transfert précoce était plus élevé en
présence des LyT activés, confirmant ainsi les données de la littérature. Ainsi, méme si la
DC maturée a une plus grande capacité a faire du transfert précoce, la cellule réceptrice doit
étre permissive a I’infection au moment du contact cellule-cellule. En absence des facteurs
nécessaire a la fusion et a la poursuite du cycle viral, I'intégrité des virus doit étre altérée ce
qui doit prévenir I'infection productive. Il est aussi possible que les LyT CD4+ quiescents
ne forment pas de filopodes a leur surface, c’est-a-dire des extensions riches en actine
contenant a leur extrémité les molécules nécessaires a 1’attachement et a la fusion virale. Il
a été démontré que ces protrusions permettent de "pécher” les virus localisés dans les
invaginations présentes a la surface des DC maturées (263). Peut étre que les cellules
activées génerent plus rapidement ce genre de structures aprés leur rencontre avec des DC
maturées et que le phénoméne est plus lent pour les cellules quiescentes, expliquant
pourquoi le transfert précoce n’est pas modulé dans nos essais. Des expériences en

microscopie électronique seront nécessaires afin de valider cette hypothése.

Par contre, nos données montrent qu’au jour 6 et au jour 9, certains stimuli ont un effet sur
le transfert précoce des virus RS, notamment le Pam3CSK4, le LTA, le zymosan et le PGN.
Di a la variabilité entre les donneurs, seuls le Pam3CSK4 et le zymosan donnent des
résultats significatifs. Des expériences supplémentaires effectuées avec des PAMP
fraichement décongelés devraient permettre de déterminer la tendance réelle. Tout comme
au jour 3, le LPS ne semble pas augmenter non plus le transfert précoce aux LyT CD4+
quiescents aux jours 6 et 9. Deux hypothéses pourraient étre émises a la suite des ces
résultats. Tout d’abord, la maturation suite a 1’engagement du TLR2/1 et de NOD2
provoquerait possiblement une activation plus rapide des LyT CD4+ quiescentes di a
I’importante production de cytokines pro-inflammatoires. Leur présence pourrait moduler a
la hausse I’expression du CCRS5 nécessaire a I'infection. Les LyT CD4+ expriment trés peu
de CCRS a I’état quiescent. L’activation des LyT CD4+ suite a leur contact avec la CPA et
avec les cytokines pro-inflammatoires présentes dans le milieu induisent son expression.
Or, les résultats quantifiant les transcrits de cytokines démontrent que ce sont le LPS, la
flagelline ainsi que le poly I:C qui induisent le plus grand nombre de transcrit

comparativement au Pam3CSK4 et au zymosan. Ces ligands devraient donc induire
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I’activation des LyT CD4+ la plus importante et ainsi rendre plus efficacement les cellules
permissives a ’infection, ce qui n’est pas le cas ici. Il faut toutefois considérer que les
transcrits ont été quantifiés aprés une stimulation de 4 heures par les ligands. Le transfert a
¢été mesuré au jour 6 suivant I’infection et I’ajout des LyT CD4+. Bien qu’il y ait beaucoup
de transcrit, il est fort probable que la production de cytokines ne soit pas continue et que la
concentration de ces derniéres varient durant ces 6 jours. De plus, I’expérience quantifiant
les transcrits de cytokines ne tient compte que de la stimulation par un ligand alors que le
modéle de transfert implique divers acteurs, notamment le VIH-1 et les LyT CD4+
quiescents. Cela pourrait activer davantage la production de cytokines pro-inflammatoires
et subséquemment 1’activation des LyT CD4+, les rendant susceptible a I’infection en
augmentant 1’expression du CCRS et en levant les restrictions cellulaires. Une analyse par
FACS de I’expression du CCRS5 permettrait de vérifier son niveau sur les LyT dans le
temps et de le comparer a la suite de la maturation des DC par différents stimuli. Il est aussi
possible que les DC trés matures sécretes des facteurs anti-viraux qui préviennent
I’infection des lymphocytes T méme si c’est derniers deviennent permissifs a 1’infection.
Des expériences supplémentaires visant a caractériser ces facteurs seraient pertinents. Par
exemple, le milieu conditionné de DC stimulés par les différents PAMP pourrait étre mis en
présence du virus et de LyT CD4+ quiescents et/ou activés afin de vérifier la présence de

facteurs modulant la réplication virale.

Il est aussi possible que la maturation engendrée par la signalisation du TLR2/1 et NOD2
meéne a une capture plus grande du virus de tropisme RS5. Cela constitue la deuxiéme
hypothése. Une étude a déja démontré qu’une stimulation d’une heure avec le Pam3CSK4
pouvait augmenter le transfert précoce par les DC de Langerhans et ce, en augmentant leur
capacité a capturer le virus a leur surface (264). Aucune étude n’a par contre été faite suite
a une stimulation de 24 heures avec des DC dérivées de monocytes. Il est aussi possible que
ces stimulations modifient I’expression des récepteurs de surface nécessaire a la capture
virale sur les DC. Des résultats issus de notre laboratoire démontrent que la maturation des
DC par les différents PAMP utilisés est corrélée avec une forte diminution du DC-SIGN.
D’autre part, les mémes observations avaient déja été faites par d’autres avec des DC
stimulés au LPS et ce pour le DC-SIGN et le DCIR (102, 262,103). Bien que le transfert

précoce dépende largement de la liaison du virus avec le DC-SIGN et le DCIR exprimé a la
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surface des DC, il a récemment été démontré que le VIH-1 peut étre capté indépendamment
de ces récepteurs. Parmi ces récepteurs, il y a les tétraspanines CD81 ou CD63 (263). Les
DC matures expriment fortement ces deux protéines (263). Par conséquent, il est possible
que l’exposition aux divers PAMP augmente I’expression de ces molécules ce qui
contrecarre la diminution du DC-SIGN et du DCIR. Les virus se lient ainsi par
I’intermédiaire des tétraspanines, pénétrent dans la DC pour étre ensuite relargés et
transférés aux LyT CD4+ lors d’un contact entre les deux cellules. Une récente étude a
d’ailleurs démontré une colocalisation entre les particules virales et le récepteur CD81

associ€¢ aux radeaux lipidiques dans les DC matures (264).

Il serait donc intéressant d’analyser si le niveau de CD81 et de CD63 est suffisamment
augmenté au jour 6 pour induire une augmentation du transfert observé dans certaines
conditions. Tout comme le virus X4, des expériences de microscopie électronique nous
permettrait de voir si les particules virales sont davantage liées a la surface ou internalisées
dans le DC matures. Il est plausible que les différentes DC matures activent a divers degrés
les LyT CD4+ et modulent leur habileté a générer des filopodes et donc le transfert précoce
du VIH-1. Par contre, cette hypothése n’explique pas pourquoi les virus de type X4 ne
réagissent pas de la méme fagon dans le temps. 1l faudra poursuivre les recherches afin de

comprendre les raisons de cette divergence entre les deux types de tropisme.

6.2.2 Le transfert tardif et I’infection

Certaines études ont démontré que le phénoméne de fusion nécessaire a I’entrée pour une
infection productive était fortement diminué lorsque les DC étaient matures (88, 91). Ce
phénomene était observé pour les deux tropismes de VIH-1. Puisque les DC matures
perdent en générale I’expression du CCRS5, un marqueur localisant les cellules dans les
muqueuses, et qu’elles acquiérent le CXCR4 pour migrer aux OLS, nous avons posé
comme hypothése que I'infection des DC par des virus X4 devrait étre augmentée a la suite
de leur maturation par les divers stimuli, alors que celle des virus RS devrait étre diminuée.
L’infection des DC est généralement une réplication a bas bruit comparée a celle des LyT
CD4+. Par contre, I’infection des DC immatures par des virus R5 a bien été caractérisée par
plusieurs équipes, dont la nétre. Le transfert tardif est une fagon de mesurer I'infection des

DC puisque les virus issus de I'infection des DC sont relargués au site de contact entre les
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deux cellules (DC-LyT CD4+) pour ensuite étre répliqués dans les lymphocytes T CD4+ ou

la production virale est de beaucoup amplifiée.

Nos résultats montrent dans un premier temps que le transfert tardif des virus X4 est
augmenté de fagon significative par le Pam3CSK4 et le zymosan qui ont en commun la
stimulation du TLR2. Les augmentations issues des DC maturées par le LPS et le PGN
restent a étre confirmées en utilisant des produits fraichement décongelés. Tous ces ligands
induisent treés fortement I’expression du CXCR4 a la surface des DC comparativement aux
DC immatures. Ceci pourrait influencer I’infection productive de la DC en augmentant le
phénomeéne de fusion. De plus, I’expression du CXCR4 pourrait étre davantage augmentée
comparativement a ce que nous avons quantifié. En effet, une double stimulation par le
VIH-1 et le ligand sélectionné pourrait induire une expression encore plus importante sur
les DC car le virus est lui aussi reconnu par différents récepteurs de I’'immunité innée. 11 est
également possible que la maturation influence favorablement les événements de rétro-
transcription. En effet, une étude a déja démontré que, a la suite d’une stimulation du
TLR2, les événements précoce et tardif de la transcription inverse €taient significativement
augmentés (247). Une autre étude a également démontré 1’augmentation de la réplication
du virus a la suite de la stimulation du TLR2 (226). Un PCR quantifiant les événements de

transcription inverse dans les DC serait nécessaire afin de valider cette hypothése.

Bien que le LTA stimule le TLR2, il n’induit cependant pas le méme effet que son
analogue synthétique, le Pam3CSK4. En effet, le LTA n’induit pas autant I’expression du
CXCR4 et n’affecte pas le transfert tardif. Pourtant, la stimulation au LTA induit la
transcritpnion des geénes codant pour les cytokines pro-inflammatoires. Ces résultats sont
probablement dus a la concentration de ligands utilisés. Une dose réponse aurait été
nécessaire afin d’observer les différents effets du LTA sur I’expression du CXCR4 et le
transfert viral. Par contre, la dose utilisée était suffisante pour déclencher la transcription
des génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires. Des expériences supplémentaires

seront nécessaires pour valider I’effet du LTA sur le transfert tardif.

Le zymosan est reconnu comme liant a la fois le TLR2 et la dectine-1. Aucune
augmentation du transfert tardif n’est toutefois observée a la suite de la stimulation de la

dectine-1 par le depleted-zymosan, ligand qui lui est propre. En effet, plusieurs études
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portant sur la collaboration entre les deux récepteurs (dectine-1 et TLR2) ont établi que la
stimulation du TLR2 était nécessaire afin d’activer une réponse inflammatoire plus
importante (183, 221). La réponse suivant I’engagement de dectine-1 est plus faible que
celle impliquant les deux récepteurs. Toutefois, cette réponse n’est pas seulement régie par
le TLR2 puisque des équipes ont démontré que des macrophage dépourvus de dectine-1
mais présentant le TLR2 a leur surface produisaient moins de cytokines pro-inflammatoires
que lorsque les deux récepteurs €taient engages (211, 212, 221, 268). Aussi, I’expression du
CXCR4 étant faiblement augmenté lors de stimulation de la dectine-1, la fusion des virus
X4 est probablement moindre ce qui explique également 1’absence de transfert tardif. Un
autre élément a considérer est la production de ROS induite suite a I’engagement de ce
récepteur. Les ROS étant trés toxiques pour la cellule, ils pourraient causer des dommages

a celle-ci limitant I’infection productive des DC par le virus et donc le transfert tardif.

La flagelline ne semble pas avoir d’effet sur le transfert méme si une augmentation du
CXCR4 est observée. Elle n’a peut-étre pas d’effet sur les événements de rétrotranscription.
Deux expériences ont d’ailleurs démontré une absence d’effet sur I’infection des DC (251)
et le transfert (247) aprés une stimulation par la flagelline. Par contre, un élément technique
a pu influencer les résultats obtenus. La flagelline était parfois utilisée alors qu’elle était
restée quelques jours a 4°C. Le dernier donneur testé présentait une concentration de p24
beaucoup plus forte que notre contréle comparé aux trois donneurs précédents. Nous
pensons que c’est en partie dii a I’utilisation de flagelline fraiche conservée a -20°C. Des

expériences supplémentaires permettront de valider cette hypothése.

Puisque les résultats sur le transfert tardif semblaient montrer que les DC maturées par les
différents ligands bactériens et fongiques avaient une plus grande susceptibilité a I’infection
par des virus X4, des expériences visant & mesurer directement 1’infection de ces cellules
ont été réalisées. Etonnamment, la quantité de p24 dans le surnageant des DC seules
maturées ou non décroit au cours du temps suggérant qu’il n’y a aucune infection
productive dans ces cellules. De plus, les expériences visant a quantifier 1’intégration du
génome viral dans ’ADN des DC n’ont pas non plus permis de conclure que le VIH de
tropisme X4 s’intégrait dans les DC maturées. Pourtant, la stimulation des TLR2, 3, 4, 5 et

NOD?2 par leur ligand respectif a provoqué une augmentation significative de 1’expression
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du CXCR4 ce qui aurait pu expliquer I’augmentation du transfert tardif observée avec le
VIH-1 de tropisme X4. Cependant, les expériences d’infection avec le virus X4 ont
démontré qu’une augmentation du CXCR4 n’était pas suffisante pour induire une infection

productive de la DC immature ou mature.

[l faut par contre prendre en considération que notre modéle de transfert tardif comporte
plusieurs éléments pouvant influer sur I’'infection de la DC. Tout d’abord, nous avons
toujours une double stimulation des récepteurs étudiés (TLR2/1, TLR3, TLR4, TLRS,
NOD2 ou dectine-1) puisque, en plus du ligand sélectionné, le VIH-1 vient également
stimuler le TLR8. La production de cytokines pro-inflammatoires est alors plus importantes
activant les LyT CD4+ qui eux peuvent activer davantage les DC et les rendre plus
susceptible a I’infection. Tous ces €léments sont susceptibles d’augmenter davantage
I’expression du CXCR4 mais aussi I’expression de molécules d’adhésion permettant au
virus d’infecter la DC. Cela pourrait également augmenter les événements de
rétrotranscription a I’intérieur de la cellule ou augmenter I’import nucléaire favorisant ainsi
une infection productive. Ces hypothéses devront étre validées via la quantification des
étapes de transcription inverse et via I’analyse de 1’expression du CXCR4 suite a une
double stimulation des TLR/NOD2/dectine-1 en présence de LyT CD4+ quiescents et en
présence ou en absence de virus. De plus, les expériences de transfert utilisant des LyT
CD4+ quiescents fixés avec de la paraformaldéhyde devrait permettre d’éclaircir ce point
quant a la nécessité d’avoir des lymphocytes T pour rendre les DC permissives a I'infection

virale par des virus X4.

Comme il a été mentionné précédemment, la maturation des DC entraine généralement la
disparition du CCRS5, du moins a la suite d’une exposition avec le LPS. Par conséquent, le
transfert tardif et I’infection des DC par des virus RS devrait étre grandement diminuée
comme ce qu’il a déja été décrit dans la littérature pour le LPS. Sans trop de surprise, les
résultats démontrent qu’a I’exception du zymosan, la maturation par tous les autres ligands
sélectionnés n’augmente pas le transfert tardif des virus RS comparé au DC immatures.
Cela pourrait étre di a la diminution de I’expression du CCRS engendrée par la maturation
ainsi qu’a la production de ROS produits dans le cas de la dectine-1, un effet qui devra étre

éventuellement testé en utilisant par exemple un antagoniste des ROS. Par contre, tout
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comme le virus de tropisme X4, le transfert tardif du virus RS est augmenté a la suite de
I’action du zymosan. Bien que la maturation diminue I’expression du CCRS, ceci ne semble
pas avoir d’effet sur I'infection productive de la DC puisque le transfert tardif est
augmenté. Tel que mentionné précédemment, il est possible que le zymosan augmente les
événements de transcription inverse. Contrairement a ce qui est conservé pour le virus X4,
le transfert tardif n’est pas augmenté avec le virus RS apres la stimulation du Pam3CSK4. 11
se pourrait que ce dernier induise beaucoup plus fortement la maturation de la DC puisque
c’est un agoniste synthétique. La régulation a la baisse de I’expression du CCRS serait alors
plus grande expliquant ainsi le peu de transfert tardif observé. L’étude de I’expression du

CCRS5 par les DC stimulées sera nécessaire afin d’expliquer ce phénomeéne.

Le facteur de restriction APOBEC3G peut également étre un €lément limitant le transfert
tardif. Par le passé, il a été démontré que cette protéine était fortement induite dans les
mDC aprés maturation (269), notamment par le Pam3CSK4 (251), et qu’il pouvait inhiber
la réplication du VIH-1. Bien que le zymosan stimule le TLR2 comme le Pam3CSK4, il
stimule également la dectine-1 (221). L’engagement des deux récepteurs simultanément
pourrait possiblement contrecarrer 1’effet d’APOBEC3G permettant le transfert tardif. Par
contre, I’explication la plus plausible concernant le zymosan est que 1’augmentation que
I’on voit en transfert tardif est en fait le résultat du transfert précoce qui est plus abondant,
particuliérement pour les cellules exposées a ce ligand. Cette interprétation peut se faire en
analysant les résultats de I’infection directe des DC maturées par les virus R5. En effet, tous
les stimuli sans exception diminuent la permissivité des DC a I’infection virale par les virus
RS (figure 19B). Donc, le transfert tardif devrait étre aussi diminué. Par conséquent, le
graphique montrant le transfert au jour 6 pour les virus R5 n’est en fait que la combinaison
des effets de la diminution de I’infection des DC et I’augmentation du transfert précoce a la
suite de différents stimuli. Si on analyse davantage les graphiques du transfert au jour 6
avec et sans EFV, on remarque que les tendances sont identiques a I’exception des DC
immatures. En effet, I"EFV bloque I’infections des DC immatures (figure 17 D) alors qu’en
absence de la drogue, I'infection est favorable par le virus RS5. Les PAMP peuvent
également réduire 1’infection en absence d’EFV pour les virus RS et donc le transfert tardif
(figure 17 C). L’effet par les PAMP illustré a la figure 17C suit la méme tendance que la

figure 17D. Par contre pour les DC immatures, lesquelles sont permissives a 1’infection, le
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graphique sans EFV (figure 17C) montre une plus grande quantité de p24 que celui avec
EFV (figure 17C) et c’est pourquoi les augmentations suites a I’exposition des DC aux

divers ligands semblent moins prononcées.

6.3 Effet du poly I:C sur la capacité des DC a transférer le VIH-
1 aux LyT CD4+ quiescents

Le poly I:C est un ligand dont I’action ressemble a ce qui est enclenché lors d’une infection
virale puisque c’est un analogue de I’ARN double brin et qu’il est reconnu par le TLR3.
Certaines données dans la littérature ont rapporté sensiblement les mémes effets que le LPS
concernant la capacité des DC maturées a transférer le virus de tropisme RS aux LyT CD4+

activés en présence du poly I:C.

Nos résultats montrent par contre que le poly I:C inhibe fortement le transfert tardif et n’a
aucun effet sur le transfert précoce et ce, chez les 2 tropismes de virus. D’autre part,
I’infection des virus RS est fortement inhibé dans les DC maturées par le poly I.C. La
stimulation de TLR3 induit de fagon moindre I’expression du CXCR4 ce qui pourrait
expliquer I’absence d’infection productive par le virus X4. Une équipe a d’ailleurs
démontré que, a la suite de la maturation des DC par le poly I:C et le TNF-a, la fusion du
virus X4 était diminuée et que le processus était plus lent ce qui corréle avec nos résultats
démontrant 1’absence de transfert tardif (88). Cependant, nos résultats pourraient paraitre en
contradiction avec une autre étude (248). Cette derniére affirme que, aprés une maturation
par le poly I:C, il y a une augmentation du transfert précoce. Plusieurs différences au
niveau expérimental peuvent expliquer cette divergence de résultats. Tout d’abord, ils
utilisent une concentration de ligands 2X supérieure a la nétre et stimulent les DC plus
longtemps, soit durant 48 heures. Ils utilisent €galement des LyT CD4+ activés, ces
derniers étant plus rapidement et facilement infectés. Il est possible que la libération de
facteurs solubles antiviraux affectent davantage les LyT CD4+ quiescentes et bloquent

I’infection dés I’entrée du virus dans le cytosol.

En fait, il est bien connu qu'une stimulation du TRL3 induit la sécrétion d’interférons de
type 1 (a et B), molécules reconnues pour leur activité antivirale. Une étude a déja

démontré son impact sur I’infection productive a la suite d’une stimulation de 2 heures du
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TLR4 par le LPS (247). La stimulation du TLR3 étant de 24 heures dans notre expérience,
il se peut que I’action de I’IFN bloque I’infection des DC empéchant le transfert tardif. Par
contre, puisque nous n’observons pas d’effet sur le transfert précoce alors il serait étonnant
qu’il y ait la libération d’IFN de type 1 au moment de 1’ajout des lymphocytes T CD4+.
Probablement que I’effet majeur se passe au niveau de la DC. D’autre part, méme si le LPS
induit la voie de I'interféron via le TLR4, nous n’observons pas le méme effet que le poly
I:C, du moins pour 2 donneurs sur quatre dans le cas du virus X4. Ceci pourrait s’expliquer
par le fait que le poly I:C est internalisé et stimule le TLR3 a I’intérieur d’endosomes alors
que le LPS stimule le TLR4 en surface. Lors des expériences, 2 lavages au PBS ont été
effectués afin d’enlever les ligands dans le milieu. Le LPS présent dans le surnageant fut
alors €liminé alors que le poly I:C est demeuré dans les endosomes des cellules. 11 est donc
possible que I’action du poly I:C soit prolongée par rapport au LPS. Une quantification de
I’'IFNa/B dans le surnageant de la coculture a différents temps serait nécessaire pour valider
cette hypothese. Par ailleurs, d’autres facteurs peuvent expliquer I’effet du poly I:C,
notamment la présence d’APOBEC3G. En effet, une autre étude a récemment mis en
évidence ’augmentation d’APOBEC3G, facteur de restriction cellulaire, aprés stimulation
du TLR3 chez les cellules de Langherans (270). Des expériences supplémentaires seront

toutefois nécessaires afin de quantifier APOBEC3G dans notre systéme in vitro.
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Perspectives

A court terme, nous envisageons de vérifier tout d’abord 'effet divergent des ligands du
TLR4, du TLRS (flagelline) et du NOD-2 (PGN) afin de confirmer leur influence sur le
transfert viral. En raison d’un probléme technique, nous n’avons pas pu établir de
conclusions quant a leur influence sur le transfert. De plus, étant donné que notre modéle de
transfert implique une double stimulation du TLR8 par le VIH-1 et d’un autre récepteur de
I’immunité innée par le ligand sélectionné, nous désirons quantifier le niveau de CXCR4
ainsi que de CCRS lors de la double stimulation puisque nous avons seulement quantifié
que le niveau induit par les ligands sélectionnées. Il sera également nécessaire de quantifier
les étapes de transcription inverse par PCR en temps réel afin de vérifier si la stimulation
par les divers ligands a un effet sur la réaction de transcription inverse. De plus, il sera
également nécessaire de mesurer le niveau d’activation et de prolifération des LyT CD4+
suite a leur contact avec les différentes DC maturées.

Il faudra aussi répéter 1’expérience quantifiant les transcrits de cytokines produits par les
DC suivant leur stimulation par les ligands. En effet, trois 4 quatre expériences seront
nécessaires afin d’établir la tendance quant au profil de maturation des DC. Il serait
également pertinent de quantifier la pro-IL-18 et I'[L12p35. 1l serait de plus intéressant de
quantifier les transcrits des facteurs de transcription et les cytokines qui sont spécifiques
aux différents sous-types de CD4+ suivant leur contact avec les différentes DC maturées.
Pour finir, il sera important de quantifier les cytokines dans les surnageants de chaque
condition. La technique du Luminex nous permettra de quantifier plusieurs cytokines a la
fois dans un méme échantillon.

A la suite de ces expériences, il serait intéressant d’étudier la différenciation des LyT CD4+
induite apres leur contact avec les différentes DC maturées et de vérifier si les stimuli
pourraient engendrer des sous-types de LyT CD4+ susceptibles a I’infection par le VIH-1.
Comme mentionné a la section 1.3.1, une équipe canadienne a déja démontré une
différence de susceptibilit¢é au VIH-1 entre ces différents sous-types de LyT CD4+.
Cependant, plusieurs études ont récemment mis en évidence la difficulté de différencier de
fagon parfaite un sous-type de LyT CD4+ par rapport a un autre chez I’humain (271). La

différenciation ne serait pas irréversible et selon un article plus récent, il y aurait également
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des intermédiaires de différenciation tel que Th1Th17 sécrétant a la fois de I'[FN-y et de
IPIL-23(77).

Conclusion

Bien que la recherche sur le VIH-1 ait grandement progressé, beaucoup de travail reste a
faire. Afin d’élaborer de nouveaux antiviraux et de découvrir un jour un vaccin, il est
important de mieux comprendre la biologie du virus, sa transmission et sa pathogénése.
Ceci passe entre autres par la compréhension de 'effet des coinfections et de la
translocation microbienne. Ces derniers causant I’hyperactivation du systéme immunitaire,
il est important d’étudier le role des produits microbiens sur la maturation des DC et

d’investiguer leurs effets lors de I’infection et du transfert du VIH-1.

Ce projet a démontré 1’impact important que peuvent avoir certains produits microbiens,
particuliérement ceux engageant la signalisation du TRL2. En effet, ces ligands causent une
augmentation du transfert tardif du virus de tropisme X4 en plus d’une augmentation du
transfert précoce dans le cas du virus de tropisme RS5. Le transfert tardif implique une
infection productive de la DC. L’augmentation de I’expression du CXCR4 due a la
maturation pourrait expliquer cette infection. Toutefois, trés peu d’études se sont
intéressées jusqu’a maintenant a ’infection et au transfert du virus X4. A la lumiére des
résultats présentés, la maturation par certains PAMP pourrait favoriser 1’émergence de la

souche X4 chez les individus porteurs des virions R5 et X4.

Nous avons également démontré que la stimulation du TLR3 réduit le transfert des deux
tropismes de virus, alors que celle du TLR3 et du TLR4 diminue significativement
I’infection des DC par le tropisme R5. La signalisation enclenchée par le TLR3 et TLR4
meéne a I’activation de la voie de I’interféron de type I. L’INF-a et B sécrétés pourraient

inhiber ’infection virale observée.

En conclusion, ces travaux mettent en lumiére I’importance de traiter de fagon précoce et
efficace les co-infections afin de réduire la quantité de PAMP libérés dans le sang et les
tissus et ainsi diminuer 1’activation du systéme immunitaire. Le transfert et la dissémination

du virus pourraient alors étre freinés.
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